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Abreviaciones

EPS igual proporcion proteina:azucar

ESI ionizacién por electro spray

FDR Tasa de falsos positivos (False Discovery Rate)
HPS Alta proporcion proteina:azucar

kHz kilo Hertz

kV kilo volts

LPC liso-fosfatidilcolina

LPE liso-fosfatidiletanolamina

LPS Baja proporcién proteina azucar

MetS Sindrome metabdlico

MS Espectrometria de masas

ms milisegundos

MS2 Espectro de masas con fragmentacion de un ion precursor
m/z razén masa carga

NAFLD higado graso no alcoholico

OOB error fuera de bolsa (out of bag error)
PC fosfatidilcolina

PCA analisis de componentes principales

PE fosfatidiletanolamina

PI fosfatidilinositol

PS fosfatidilserina

RF bosques aleatorios (random forest)

rt tiempo de retencion

T2D diabetes tipo 2

UPLC cromatografia liquida de alta resolucion



Resumen

Las enfermedades metabdlicas como obesidad, higado graso no alcohdlico,
sindrome metabdlico y diabetes tipo 2 comparten procesos patoldgicos que surgen
de interacciones complejas de factores genéticos y ambientales pobremente
entendidos.

La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, ha sido un excelente modelo
en la investigacion del metabolismo. Ademas, en el género Drosophila existen mas
de 2,000 especies descritas, ofreciendo la oportunidad para identificar rutas
metabdlicas novedosas que permiten a cada especie sobrevivir en sus respectivos
nichos ecoldgicos y nutricionales. D. melanogaster, es una especie cosmopolita,
que se alimenta de frutas en descomposicion, ricas en fructosa y glucosa, por el
contrario, las moscas del grupo repleta, se alimentan principalmente de cactus en
descomposicion, bajos en fésforo, nitrégeno y carbohidratos simples. En este grupo,
D. arizoane es una especie oportunista que se alimenta incluso de frutas, mientras
que su pariente cercana D. mojavensis, esta restringida a cactus.

Para estudiar el efecto de dietas isocaldricas con distinta proporcion de
proteina:azucar en las especies con ecologias contrastantes mencionadas, se usé
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas. Se seleccionaron
variables discriminatorias con modelos de bosques aleatorios y se visualizé su
poder de separacion con analisis de componentes principales. Los perfiles
metabolicos de D. melanogaster fueron indistinguibles por efectos de la dieta, en
contraste, se observaron cambios significativos en los perfiles de las especies
cactofilicas. Con datos de fragmentacion se identificaron cambios en las
fosfatidiletanolaminas y fosfatidilcolinas entre las especies y entre las dietas, lo que
sugiere un mecanismo bioquimico por el cual las especies cactofilicas son mas
susceptibles a los cambios nutricionales. Ademas, como los fosfolipidos son
biomarcadores tempranos de la diabetes tipo 2, los resultados indican el potencial
de las especias cactofilicas para investigar el rol de los fosfolipidos y su relacién con
enfermedades metabdlicas.



Abstract

Metabolic diseases as obesity, non-alcoholic fatty liver disease, metabolic
syndrome and type 2 diabetes share pathophysiological processes that emerge by
poorly understood complex interactions of genetic and environmental factors.

The fruit fly, Drosophila melanogaster, has been an excellent model in
metabolism research. Moreover, the genus Drosophila contains more than 2,000
diverse species, offering the opportunity to identify novel metabolic pathways that
allows each species to survive in their respective ecological and nutritional
environments. Drosophila melanogaster is a cosmopolitan species that feeds of
decomposed fruits rich in fructose and glucose. In contrast, flies from the repleta
group feed mainly of decomposed cactus, which are low in phosphorus, nitrogen
and simple carbohydrates. In this group, D. arizonae is an opportunistic species that
also feeds on fruits, while it's closest relative D. mojavensis, is restricted to cactus.

To study the effects of isocaloric diets with distinct protein:sugar ratio on the
metabolomes of the ecologically diverse species mentioned above, liquid
chromatography coupled with mass spectrometry was used. Discriminant features
were selected with random forest models and their discriminant power was
visualized with principal component analysis. Metabolic profiles of D. melanogaster
were indistinguishable due to diet, in contrast, significant changes were observed in
cactophilic species. Data dependent analysis identified changes in
phosphatidylcholines and phosphatidylethanolamines between species and
between diets, which suggests a biochemical mechanism of the susceptibility of
cactophilic species to nutritional changes. Moreover, as phospholipids are early
biomarkers of type 2 diabetes, the results indicate the potential of cactophilic species
to research the role of phospholipids in metabolic diseases.
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1 INTRODUCCION

El sindrome metabdlico es una enfermedad en la que convergen los procesos
patofisiologicos como obesidad visceral, resistencia a la insulina, dislipidemia y
disfuncion endotelial. En otras enfermedades metabdlicas estrechamente
relacionadas como obesidad, higado graso no alcohdlico y diabetes tipo 2 también
se presentan algunos de éstos procesos, los cuales surgen de la interaccion
compleja de factores genéticos y ambientales (Marchesini et al., 2001; Pradhan,
2007; Despres et al., 2008; Cheneke et al., 2016).

En particular, la dislipidemia se caracteriza por niveles elevados de
triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad del colesterol y disminuidos de
lipoproteinas de alta densidad del colesterol. Ademas, utilizando métodos sensibles
como la espectrometria de masas, Wang et al. (2005) encontraron que ciertas
fosfatidilcolinas (PC), fosfatidiletanolaminas (PE) y esfingomielinas discriminan
entre sujetos sanos de pacientes con prediabetes o diabetes tipo 2, sugiriendo un
rol central de los fosfolipidos en las enfermedades metabdlicas.

En el 2007, Carrasco y Mérida sugirieron la importancia de los diacilgliceroles
en los procesos de sefializacidon y regulacion y enfatizan la necesidad de modelos
animales de investigacion para elucidar los mecanismos del metabolismo de lipidos
y poder ofrecer herramientas de prevencion, diagnostico y terapia de enfermedades
como la diabetes tipo 2.

Mas tarde en el 2012, Weijers propuso que las fosfatidilcolinas con cadenas
saturadas producen membranas mas rigidas que dificultan el ensamblaje de
receptores de insulina, como el GLUT4 y por tanto disminuyen la sensibilidad a la
insulina en tejido adiposo y muscular. Aunque esta propuesta no consideré las
caracteristicas fisicas de otras clases de fosfolipidos, si sugiri6 un mecanismo
bioquimico de la resistencia a la insulina y mostré la importancia de las interacciones

intermoleculares de los fosfolipidos en el desarrollo de diabetes tipo 2 (T2D).



Por otro lado, Cano y Alonso (2014) indicaron que la disminucion en la
proporcion de fosfatidilcolinas y fosfatidiletanolaminas de los hepatocitos hace
ineficiente el transporte de triglicéridos fuera del higado, lo que ocasiona NAFLD,
una enfermedad estrechamente relacionada con el sindrome metabdlico
(Marchesini et al., 2001).

Finalmente, aunque se conoce la maquinaria del metabolismo de lipidos y se
ha investigado el rol de los fosfolipidos en las enfermedades metabdlicas con
distintas perspectivas, como interactua el genotipo con el ambiente para establecer
la composicion de las membranas celulares permanece elusivo (Barroso, 2005;
OresSic et al., 2008; Cheneke et al., 2016; Kulick et al., 2016). En consecuencia, se
necesitan enfoques de investigacion novedosos y sistemas bioldgicos que permitan
diferenciar los factores genéticos de los ambientales involucrados en los procesos

de la dislipidemia.

En este sentido, la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, es un
excelente modelo para la investigacion del metabolismo porque muchas rutas
metabdlicas estan conservadas evolutivamente con el humano (Palanker
Musselman et al., 2011; Williams et al., 2015). Y no solo su genoma esta
completamente caracterizado, sino también los genomas de alrededor de 30
especies de Drosophila (https://stockcenter.ucsd.edu/info/genomesets) , por lo que
se ofrecen ventajas para identificar rutas metabdlicas que permiten a cada especie
sobrevivir en sus respectivos nichos ecoldgicos y nutricionales (Stark et al., 2007;
Song et al., 2011).

Ecologia de Drosophila melanogaster y especies cactofilicas

En el género Drosophila existen mas de 2,000 especies de moscas con

comportamientos y dietas variadas (Markow and O’Grady, 2005), por lo que son



sistemas bilogicos interesantes para la investigacion los efectos de la dieta en su
metabolismo (Stark et al., 2007; Song et al., 2011).

En Matzkin et al., (2009), la dieta estandar de laboratorio tuvo efectos
diferenciales en el contenido total de proteina, glucégeno y triglicéridos en 12
especies de Drosophila adaptadas a climas y nutrientes particulares. Las moscas
del subgénero Drosophila adaptadas a consumir plantas en descomposicion,
presentaron mayor contenido total de triglicéridos que las especias adaptadas a

consumir frutas del subgénero Sophophora (Figura 1).
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Figura 1. Relacién filogenética de 12 especies de Drosophila. Contenido total de
Triglicéridos por mg de peso seco de hembras y machos a los 0 dias pos eclosion en dieta
estandar de laboratorio, las barras representan el promedio +SE. Adaptado de (Matzkin et
al., 2009).

En el subgénero Sophophora, la mosca de la fruta, D. melanogaster, es

comensal del humano y su flexibilidad dietaria le ha permitido ser una especie



cosmopolita, se alimenta de frutas en descomposicién, ricas en carbohidratos

simples y tiene alta tolerancia al etanol.

En contraste, en el subgénero Drosophila, las especies del grupo repleta son
insectos saprofitos de cactus, que tienen una dieta natural baja en fésforo, nitrogeno
y carbohidratos simples y estan expuestas a compuestos altamente toxicos para
otras especies como los alcaloides (Ruiz y Heed, 1988). En este grupo se ha
estudiado ampliamente la ecologia y evolucion de dos especies cercanas
filogenéticamente, D. arizonae y D. mojavensis, que son simpatricas en algunas
regiones e hibridan en el laboratorio. Ademas, el genoma de ambas especies esta
secuenciado (Reed et al., 2006; Sanchez-Flores et al., 2016).

Drosophila arizoane es una especie oportunista, su distribucion es desde el
sureste de los Estados Unidos hasta Guatemala y se alimenta de cactus columnar
cina (Stenocereus alamosensis), cactus tubo de 6érgano (Stenocereus thurberi),
pitaya agria (Stenocereus gummosus), varios opuntia e incluso citricos (Reed et al.,
2006), lo que sugiere que su metabolismo debe ser muy flexible para tolerar

cambios nutricionales drasticos.

Por el contrario, D. mojavensis esta altamente especializada en ciertos
cactus segun la poblacion geografica, en Desierto de Sonora y Sureste de Arizona
se alimenta de cactus tubo de organo (Stenocereus thurberi) y ocasionalmente de
cactus columnar cina (Stenocereus alamosensis), en Desierto de Sonora cerca de
Desemboque de pitaya agria (Stenocereus gummosus), en Baja California de agria
(Stenocereus gummosus), en Desierto de Mojave de biznaga (Ferocactus
cylindraceus) y en lIsla Catalina de tuna (Opuntia littoralis.). Ademas, presenta
resistencia a la desecacion y tolerancia térmica a los veranos de hasta 50°C de los
desiertos de Norteamérica (Matzkin y Markow, 2009).



Al considerar la ecologia e historia adaptativa de distintas especies de
Drosophila se pueden encontrar qué caracteristicas metabodlicas permiten a ciertas

especies tolerar ciertos alimentos y a otras no.

Especies de Drosophila como sistemas de estudio

Ademas de que muchas rutas metabdlicas estan conservadas evolutivamente,
en las moscas Drosophila, también se encuentran 6rganos y tejidos con funciones
analogas con el humano (Baker y Thummel, 2007), y se estima que alrededor del
75% de las enfermedades genéticas de humanos tienen ortélogos funcionales en la
mosca (Ugur et al., 2016).

En Musselman (2012) indujeron T2D en una linea silvestre de D.
melanogaster, no obstante, las larvas fueron alimentadas con una dieta artificial con
un contenido del 80% de azucares simples y contrastaron con las dietas
comparadas con dos veces mas el contenido calorico. Aun asi, lograron identificar
procesos patolégicos como resistencia a la insulina y niveles altos de triglicéridos,
lo que indica de alguna manera que los mecanismos por sobreconsumo de azucar

estan conservados evolutivamente.

En estudios de Reed et al (2014), se compararon los perfiles
transcripcionales y los perfiles metabdlicos de 20 lineas de D. melanogaster en 4
dietas, y se asociaron las diferencias no solo al genotipo y a la dieta, sino que su
interaccidn explico gran proporcidn de la variacién. Ademas, se provee evidencia de
que la dieta altera el metabolismo de los fosfolipidos y acidos grasos a nivel
transcripcional y metabdlico (Reed et al., 2014; Williams et al., 2015).

Por otro lado, en un estudio previo donde se compararon los efectos de dietas
isocaldrias con alta, media y baja proporcién de proteina:azucar en moscas con
ecologias contrastantes (Matzkin et al., 2011), las lineas de D. melanogaster

presentaron incremento en triglicéridos y glucogeno total al incrementar los
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carbohidratos de la dieta, ademas de que en las lineas de D. mojavensis el
incremento fue mayor. También se observaron efectos severos en la viabilidad y
tiempo de desarrollo unicamente en D. mojavensis, al no haber sobrevivientes en la
dieta con baja proporcién de proteina:azucar. Esto podria indicar que la especie
cactofilica es mas susceptible al azucar, sin embargo, la cuantificacion de
triglicéridos con ensayos colorimétricos solo ofrecen una estimacion del contenido
total de una sola clase de lipidos y no permite distinguir entre di glicéridos y mono
glicéridos (Al-Anzi y Zinn, 2010). Por lo tanto, para identificar la extension de los
efectos de la dieta en los lipidos totales se necesitan métodos mas finos de
caracterizacion, como los descritos en los siguientes apartados.

Lipidos en Drosophila

Ya que los lipidos desempefian multiples funciones fisiologicas y la
importancia de los fosfolipidos en los procesos patoldgicos de las enfermedades
metabdlicas, estudios recientes en Drosophila han comenzado a describir como
factores ambientales y genéticos dan forma a los perfiles lipidicos con técnicas

como la espectrometria de masas.

En Scheitz et al. (2013), se observd que la composicion de distintas clases
de lipidos es altamente heredable en cinco poblaciones de D. melanogaster; las
fosfatidilcolinas (PC) y las fosfatidiletanolaminas (PE) muestran mayor variacion en
la heredabilidad, por lo que sugieren que la razén PC/PE es el mecanismo por el
cual ajustan la rigidez de las membranas plasmaticas a la variacidén térmica, asi
como las saturaciones de las cadenas alquilicas aunque no consideran los efectos

de la nutricion en la regulacion de las membranas plasmaticas.

En el aspecto de desarrollo y maduracion sexual, en Parisi et al., (2011)
encontraron que el perfil de lipidos es diferente en machos y hembras, incluso sin
linea germinal. Y en Guan et al., (2013) describieron la composicion de lipidos
durante varias etapas del desarrollo de D. melanogaster, siendo interesante que las
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diferencies entre machos y hembras son muy sutiles al dia 1 de edad y mas
contrastantes a los 5 dias de edad. Por otro lado en Carvalho et al., (2012),
encontraron que dietas de diferente fuente de acidos grasos, una vegetal y otra de
levaduras, afectan el perfil lipidico a nivel de tejidos. Sin embargo, pocas
investigaciones describen los efectos de distintos macronutrientes en el
metabolismo de lipidos, ademas de que los estudios se han limitado principalmente
a D. melanogaster.

Metabolémica y Lipidomica

Como se menciond con anterioridad, para estudiar con alta sensibilidad los
procesos dinamicos de los lipidos en sistemas biologicos se usan técnicas
poderosas como la espectrometria de masas (MS), la resonancia magnética nuclear
y la cromatografia de capa fina. La ventaja principal de MS sobre las otras, es que
detecta gran diversidad de lipidos con alta sensibilidad y reproducibilidad (Milne et
al., 2006).

En MS, la fuente de ionizacion por spray eléctrico (ESI) permite analizar los
extractos por inyeccion directa (DIESI) o acoplar la cromatografia liquida de alta
resolucién (UPLC). Con UPLC-MS se detectan mayor cantidad de lipidos que en
DIESI, ademas de que el tiempo de elusion lo determina la clase de lipido, la longitud
de cadena de acidos grasos y su numero de insaturaciones (Checa et al., 2015;
Bilgin et al., 2016).

Dado que ESI es una fuente de ionizacion suave (Tabla 1), comunmente se
forman iones con raz6n masa carga (m/z) de lipidos intactos, sin embargo, aunque
la masa molecular es una caracteristica intrinseca de cada lipido o molécula, su
identidad se determina con el uso de estandares o con el analisis de datos
dependientes para comparar su patron de fragmentacion con bases de datos de
referencia (Hartler, 2015).



Tabla 1. Métodos de lonizacién

Métodos de ionizacion Positivo Negativo
. Protonacion Desprotonacion
Suaves D,
Cationizacién
Duras Expulsién de electrones Captura de electrones

*Métodos de ionizacién que ocurren en ESI

De entre las tecnologias de analizadores de masas, la trampa de iones ofrece
ventajas en éste tipo de analisis; iones (precursores) seleccionados son atrapados
en un campo de radio frecuencia y permite aplicar energia de colision (CID) para
obtener su patrén de fragmentacion (Siuzdak, 2003), después iones de muestras
complejas se asocian a lipidos o moléculas especificas como compuestos
identificados, compuestos putativamente anotados, clases putativamente anotadas
y compuestos desconocidos (Dunn et al., 2013).

En estudios de lipidos con ESI-MS, se han caracterizado los patrones de
fragmentacién de diversas clases de fosfolipidos (Tabla 2, Revisado en Brigger et
al., 1997; Milne et al., 2006; Ivanova et al., 2009), lo que facilita que iones se asocien

inequivocamente a cierta clase de lipidos.

Finalmente, en el detector se registra la razén masa/carga (m/z) y la
abundancia relativa de cada ion para generar los espectros de masas y por la alta
dimensionalidad de los datos en lipidomica se utilizan analisis estadisticos robustos.
Tipicamente estan los analisis de componentes principales (PCA) y los analisis
discriminatorios por minimos cuadrados parciales (PLS-DA) o analisis no
ortogonales como redes neuronales o bosques aleatorios (Random Forests, RF).

El algoritmo de RF permite hacer modelos de clasificacion predictivos no
supervisados o supervisados para detectar la sefial bioldgica especifica para
diferenciar entre dos o0 mas grupos. Tiene alta tolerancia al ruido, proporciona la

importancia de las variables con el mean-DecreaseGini e incluso la proximidad entre



las muestras, las variables con mayor mean-DecreaseGini son las que tienen mayor

poder discriminatorio (Touw et al., 2013a).

Tabla 2. lones y pérdidas neutrales de fosfolipidos

Clase Estructura Precursor MS/MS Fragmento
oK ~ PIS, 153 .
PA EZ e [M—H] m/z Glicerol fosfato —H>0
PC O=ii-0-CH2»Cng::+CH3 [M+H]+ PIS, 184 FOSfOCOlIna
OH CHy m/z
oK PIS, 153 .
E°;p:f°_ [M—H] m/z Glicerol fosfato —H,O
(CH3)sN [M+H] NL, 59 m/z  Trimetilamina
PE Ec; g M_H] PIS, 196 Glicerol fosfatoetanolamina
N grrThe m/z —Hzo
oK PIS, 153 .
E°;p:f°_ [M—H] m/z Glicerol fosfato —H,O
wo-eochyoipmg  [M+H] NL, 141 Fosfoetanolamina
o_ + m/z
oK PIS, 153 .
Pl E"‘p'f" [M—H] Glicerol fosfato —H>O
o0’ ‘o m/Z
o on o [M—H]— PIS, 241 Fosfato inositol ciclico
on m/z
oK ~ PIS, 153 .
PS EZ :P:,z [M—H] m/z Glicerol fosfato —H-O
TR IM—HIT  NL,87amu  Serina
HO-FII;-O-CHZ-(I:H»COOH [|\/|+H]+ NL, 185 Fosfoserina
0. +NHg m/z
OH CHg
SM o:r'TMOACHZ.CHE.N: [M—H]— PIS, 168 Fosfocolina (dimetilada)
o CHy m/Z
OH CHS
O=%-O-CH2»CH2-F::‘_CH3 [M+H]+ P|S, 184 Fosfocolina
OH CHg m/Z

PA acidos fosfatidicos

PC fosfatidilcolina

PE fosfatidiletanolamina

P1 fosfatidilinositol

PS fosfatidilserina

PIS iones hijos

NL pérdida neutral

Revisado en: Brugger et al., 1997; Milne et al., 2006; lvanova et al., 2009



El algoritmo de RF internamente subdivide 2/3 de los datos para entrenar el
modelo y el 1/3 restante para probar el error de clasificacion (Out of bag error, OOB)
y asigna un valor de importancia a cada variable segun se capacidad discriminatoria,
ademas, con métodos de validacién cruzada se puede evaluar la exactitud de
clasificacion de los modelos predictivos.

Estudio presentado

Con relacién a que se desconoce la extension de los efectos de la dieta en
D. melanogaster y D. mojavensis (Matzkin et al., 2011), en el presente estudio se
caracterizaron los perfiles metabdlicos de éstas especies en las dietas isocaléricas
con distinta proporcion de proteina:azucar, ademas se comparan los perfiles de D.
arizonae, una especie cactofilica que esta expuesta a azucares simples en su nicho

ecologico (Reed et al., 2006).

Para caracterizar con alta sensibilidad los perfiles metabdlicos de moscas
con ecologias contrastantes, se utilizd cromatografia liquida de alta resolucion
(UPLC) acoplada a espectrometria de masas (MS), se hicieron modelos
clasificatorios con bosques aleatorios (RF) para especies, sexo y dieta y analisis de
componentes principales para visualizar el poder discriminatorio de las variables
seleccionas con RF. Finalmente se caracterizan las variables discriminatorias con

analisis de datos dependientes y el patrén de elusidn de fosfolipidos.
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1 HIPOTESIS

Las especies de Drosophila con nutricidon especializada mostraran cambios
en los perfiles metabdlicos debido a los cambios nutricionales por dietas isocal6ricas

con distinta proporcién de proteina:azucar.

2 OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los perfiles metabodlicos de especies de Drosophila con ecologias

contrastantes alimentadas con dietas con distinta proporcion de proteina:azucar.
Objetivos especificos

e Desarrollar método de colecta, extraccion y analisis de moscas Drosophila.

e Clasificar los perfiles metabdlicos no dirigidos de moscas segun la especie, el

sexo y la dieta de las moscas.

e Proponer metabolitos marcadores de las diferentes clases de muestras.
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3 METODOS

Experimentacién con dietas y especies de Drosophila

Para la experimentacion se siguié el protocolo reportado por Matzkin y col.
en 2011. Primero se obtuvieron lineas de una sola hembra de D. melanogaster, D.
arizonae y D. mojavensis del Laboratorio de gendmica de la biodiversificacion del
Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad-Unidad de Gendmica
Avanzada (Langebio-UGA). Estas se reprodujeron en alimento estandar de platano,
levadura, jarabe de malta Karo y agar, y se mantuvieron a temperatura controlada

de 25°C con ciclos de 12 horas luz/oscuridad.

Después, cientos de moscas se colocaron en camaras con placas Petri con
0.5% agar y una pizca de levadura activa y para las especies cactofilicas se agrego
un poco de tuna para inducir la ovoposicion. Larvas de tercer instar temprano se
transfirieron gentilmente a tubos de vidrio con 10 g de dietas isocaldricas con distinta
proporcion proteina:azucar (Tabla 3, Anexo Figura A1); alta proporcion
proteina:azucar (HPS), igual proporcion proteina:azucar (EPS) y baja proporcion

proteina:azucar (LPS).

Tabla 3. Receta de las dietas utilizadas (Matzkin et. al. 2011)
HPS EPS LPS

Sacarosa (g) 8 20 32
Levadura activa seca (g) 32 20 8
Harina de maiz amarillo (g) 9 9 9
Agua destilada (ml) 200 200 200
Agar granulado (g) 1 1 1
Etanol absoluto (ml) 4.5 4.5 4.5
Metilparabeno (g) 045 045 045
Proporcién total proteina:carbohidratos 043 020 0.10
Calorias (kJ/1009) 452 456 469

HPS (alta proporcion proteina:azucar), EPS(igual proporcion proteina:azucar),
LPS (baja proporcion proteina:azucar)
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Se registro el tiempo de desarrollo del tercer instar al primer adulto observado
por vial y se hizo un analisis de varianza de una via (ANOVA) para comparar los

cambios durante el tiempo de desarrollo de cada especie.

Coleccion de muestras

Comunmente para clasificar las moscas por machos y hembras, se anestesian
con dioxido de carbono, sin embargo, éste afecta el metabolismo energético y se
recomienda hacer los estudios fisiolégicos pasado un dia de la anestesia (Colinet y
Renault, 2012). Como el objetivo fue determinar los efectos de la dieta en los
perfiles metabdlicos en especies de Drosophila con ecologias contrastantes y a que
el tiempo de recuperacion por exposicion a CO, en especies cactofilicas no se ha
documentado, se clasificaron machos y hembras a los 0 dias de eclosion,
congeladas en nitrogeno liquido para suspender cualquier actividad enzimatica
(quenching) y después se colocaron las moscas en cajas Petri enfriadas con hielo
seco para su clasificacidon con ayuda de un estereoscopio por caracteristicas
morfologicas (Markow y O’Grady, 2005).

Después de la clasificacion las muestras se almacenaron a -70°C hasta
terminar la colecta total de las moscas. Para obtener el peso seco de las muestras
y normalizar la extraccion, se opto por la liofilizacion ya que la deshidratacion en
horno tarda hasta 3 dias a 50°C (Matzkin et al., 2011), lo cual podria degradar los
metabolitos y oxidar los lipidos termolabiles (lvanova et al., 2009). Al terminar la
colecta total de los experimentos con dietas, se liofilizaron las moscas, se pesaron
y se conservaron a -70°C hasta la extraccion.

Extraccion de metabolitos

Manteniendo los tubos con las muestras de moscas en nitroégeno liquido, se
homogenizaron con un pistilo de polipropileno y se agregaron 66 uL por mg de peso
seco de metanol al 85 % a -20°C. Después los tubos se sometieron a 5 ciclos de un
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minuto en hielo y un minuto en bafio ultrasénico a 40 kHz, se centrifugaron por 10
minutos a4 °C a 15,870 g y se filtré el sobrenadante con membrana de nylon de 0.2
um. Finalmente se almacenaron los extractos a -20°C hasta el analisis por

espectrometria de masas.

Analisis con espectrometria de masas

Se realizd un analisis no dirigido por cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a espectrometria de masas (UPLC-MS). Para la cromatografia se utilizd
un Accela UPLC, usando una columna C18 Hypersil Gold (50x 2.1mm, con 1.9um
de tamano de particula) a 30°C con un flujo de 400uL/min. Se inyectaron 10 yL de
muestra con las fases moviles: agua con 0.1 %(v/v) acido férmico (solvente A) y
metanol con 0.1 % acido formico (solvente B), el gradiente se muestra en la Tabla
4. Para la deteccion el UPLC se acoplo a una trampa de iones LCQFleet (Thermo
Finnigan, San Josée, California)

Se adquirieron los espectros en el rango de 100 a 1400 de masa carga (m/z)
en modo centroide y en polaridad positiva. El tiempo de escaneo fue de 500 ms con
tres microscans). Los parametros de la fuente de ionizacién fueron: temperatura del
capilar 330 °C, voltaje del capilar 35 V, voltaje del espray 4.0 kV, tube lens 80 V,
sheath gas de nitrogeno 30 unidades arbitrarias (AU) y auxiliary gas 20 AU.

El analisis de las muestras se hizo en distintos bloques, de 10 a 15 muestras
por bloque en alrededor de 12 meses. Las muestras por especie de los distintos
grupos de dietas y sexos se analizaron en orden aleatorio por UPLC-MS, con 6

muestras por grupo.

Finalmente, aunque no fue cuantificado el poder de extraccion, los perfiles
metabalicos obtenidos indican que el protocolo propuesto es muy eficaz en la
extraccion de lipidos polares en congruencia con los métodos de extraccion

revisados (Teo et al., 2015). Por lo tanto, nuestra metodologia para la coleccion y
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extraccion de lipidos de muestras de Drosophila podria ser utilizado en otros

insectos para el estudio del lipidoma.

Tabla 4. Gradiente de UPLC, con agua 0.1% acido
férmico (A) y metanol con 0.1% acido formico (B)

Tiempo Flujo

(min) (uL/min) oA 7B
0.0 400 100 0
20 400 100 0
21 400 100 0
6.5 400 70 30
17.5 400 35 65
52.0 400 0 100
53.0 400 0 100
53.1 400 100 0
55.0 400 100 0

Analisis estadistico

3.1.1 Pre-procesamiento de datos

Los datos crudos *.raw del UPLC-MS fueron convertidos a *mzXML con
MSConvert. El preprocesamiento del total de las réplicas se hizo en MZmine versién
2.0 como se describe enseguida. Primero se corrigio la linea base de los
cromatogramas, se detectaron picos con el algoritmo de GridMass (Trevifio et al.,
2015) con una tolerancia de 0.35 de m/z, 0.1 a 0.9 min de ancho y una intensidad
relativa minima de 100, después las caracteristicas se alinearon con RANSAC
alignment con una tolerancia de 0.5 m/z y 1.5 min de tiempo de retencion, se

agruparon isotopos, se hizo gapfilling y se normalizé con el pico mas intenso.

En Excel la lista de caracteristicas con abundancia relativa <300 en los
blancos fueron conservadas, después los grupos de muestras fueron separados
para calcular la desviacion estandar relativa (RSD) de las caracteristicas por grupo,
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se conservan unicamente las caracteristicas con RSD maximo del 20%. Finalmente

se aplica la transformacion con log2 para el analisis estadistico.

RSDgrupo = lgrupe/ SDgrupo * 100
| 2 intensidad promedio

SD - desviacién estandar de la intensidad

3.1.2 Analisis robusto con mineria de datos

Para el analisis estadistico se generaron modelos supervisados con bosques
aleatorios para clasificar los perfiles metabdlicos e identificar caracteristicas con alto
poder discriminatorio, los datos se procesaron en R con el paquete randomForest
para generar modelos globales y selectivos. Los modelos globales fueron dirigidos
para clasificar entre especies, para descubrir las diferencias metabdlicas entre las
especies; y entre sexos y dietas como analisis exploratorio de sus efectos en los
perfiles metabdlicos. Por otro lado, los modelos selectivos fueron dirigidos para
descubrir la identidad metabdlica de cada especie debido al sexo o a la dieta. Para

los modelos se utilizaron 500 arboles y 28 variables por division.

La exactitud de clasificacion e implementacién del modelo se midié con
validacion cruzada base 10. Para esto los datos se dividieron en 10 subconjuntos
con una distribucion tan parecida como fuera posible a la distribucion de datos total
para los modelos globales, en los modelos selectivos no se considerd esta
distribucion. En la validacidén cruzada 9 subconjuntos son usados para entrenar el
modelo y uno para probarlo, este proceso es iterado 10 veces para que cada

subconjunto sea puesto a prueba.

De cada modelo se calculé la matriz de error, se obtuvo la exactitud promedio
y se obtuvo el valor promedio del mean-DecreaseGini para seleccionar las
caracteristicas mas discriminativas para cada modelo. Para garantizar el poder
discriminatorio de las caracteristicas seleccionadas, una variable aleatoria fue

utilizada en una iteracion de los modelos para probar el umbral del valor de mean-
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DecreaseGini, todas las caracteristicas con un valor mayor al de la variable aleatoria

se consideran discriminatorias para el modelo especifico.

Por ultimo, para visualizar el poder clasificatorio de los modelos y el poder
discriminatorio de las caracteristicas seleccionadas con RF, se hicieron analisis de
componentes principales (PCA) sin supervisar para cada dieta y para cada especie
con las 20 caracteristicas mas discriminatorias del modelo global para especie y de
los modelos selectivos de sexo y dieta.

3.1.3 Comparaciones de cambios

Para la estadistica inferencial, el total de caracteristicas fueron analizadas
con MetabR (Ernest et al., 2012), con la prueba de Tukey-HSD, las comparaciones
entre especies se hicieron por separado para cada dieta y se consideraron cambios
significativos los que tengan un valor p < 0.05, solamente se mostraron los
resultados de la caracteristicas discriminatorias. Se corrigié la significancia
estadistica con Benjamini-Hochberg, con una tasa de falsos positivos (FDR, por sus

siglas en inglés) de 0.1.

Para cada especie se compararon los sexos de hembras sobre machos de
las dietas disponibles. También para cada especie se compararon las dietas con
mas proporcion proteina:azucar sobre las de menor proporcion proteina:azucar, es
decir HPS/EPS, EPS/LPS y HPS/LPS segun la disponibilidad y combinando ambos

sexos, se consideraron cambios significativos los que tengan un valor P < 0.05.

Identidad de las caracteristicas discriminatorias

Primero se caracterizé la composicion de una muestra de cada especie con
igual numero de hembras y machos de la dieta EPS por UPLC-MS de alta
resolucion, se utilizé una columna BEH C18 Waters Acquity (2.1 x 50mm, con 1.7

um de tamano de particula) acoplada a un espectrometro de masas tiempo de vuelo
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(Q-TOF, por sus siglas en inglés) Synapt-G1 (Waters) en polaridad positiva de datos
dependientes.

Después una muestra de cada especie de la dieta EPS con igual numero de
machos y hembras se adquirid en polaridad positiva y negativa de datos
dependientes (MS2) con la columna C18 Hypersil Gold acoplada a la trampa de
iones LCQFleet (Thermo Finnigan, San José, California). Previamente al software
Xcalibur se introdujeron las 20 caracteristicas mas discriminativas para adquirir sus
fragmentos, si la caracteristica indicada no sobrepasa un umbral de intensidad
relativa de 400 se fragmenta el ion mas intenso del espectro en el tiempo de

retencion dado para caracterizar el patrén de elusién de los iones identificados.

Los datos de fragmentacidn en ambas polaridades se procesaron por
separado en MSDial (Tsugawa et al., 2015). La base de datos de referencia se
obtuvo de MassBank (http://www.massbank.jp) de lipidos para ambos modos de

ionizacion.

Los resultados de la deteccion de caracteristicas con datos de fragmentacion
de MSDial se exporté a Excel en una sola tabla para revisar manualmente la
asociacion de las MS2 con los datos de referencia de lipidos y verificar la presencia
de los hijos caracteristicos de las clases de lipidos, asi como de las pérdidas
neutrales (Han, 2003).

Para asignar la clase de lipido a la cual pertenecen las caracteristicas mas
discriminatorias de los modelos de RF, se caracterizd el patrén de elusion de los
lipidos con datos de fragmentaciéon, se determinaron 4 regiones en el
cromatograma, la region polar (R1) y tres regiones menos polares (R2 a R4) para
delimitar el rango de m/z y el tiempo de retencion de los fosfolipidos. Finalmente se
estima putativamente la identidad de las caracteristicas mas discriminatorias que se
encuentran dentro de las regiones de fosofolipidos con “LipidBlast-lookup” (Kind et
al., 2013). En la Figura 2 se resume el analisis de datos.
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Figura 2. Resumen general del procesamiento de datos. Preprocesamiento de datos,

modelos clasificatorios con bosques aleatorios (RF), analisis de componentes principales y
estadistica con la prueba de Tukey-HSD para las comparaciones de cambios.
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4 RESULTADOS

Efectos de la dieta en el tiempo de desarrollo

El tiempo de desarrollo fue afectado en distinto grado segun la ecologia de las
distintas especies por las dietas isocaldricas con distinta proporcion de
proteina:azucar. El tiempo de desarrollo de D. melanogaster no mostré cambios
significativos (Tabla 5, Figura 3). D. arizonae mostré cambios significativos por
efectos de la dieta, unicamente en la dieta en LPS (baja proporcion proteina:azucar)
se retardo 1.6 dias respecto a EPS (igual proporcion proteina:azucar) y HPS. Por
ultimo, D. mojavensis también mostr6 cambios significativos, en HPS se aceleré
0.89 dias respecto a EPS y no hubo sobrevivientes en LPS (Figura 3). Aunque la
viabilidad total no fue registrada, D. melanogaster fue viable en las tres dietas y D.

arizonae disminuy0 su viabilidad al incrementar el contenido de azucar de la dieta.

10.0

o N
o o

et
)

Tiempo de desarrollo, en dias

0.0

D. melanogaster  D. arizonae D. mojavensis

Figura 3. Tiempo de desarrollo. Las barras representan el promedio+SE en dias de larvas
de tercer instar temprano a primer adulto observado por vial, n = 10 (HPS), 10 (EPS), y 10
(LPS) viales en D. melanogaster, n= 10 (HS), 10 (EPS) y 9 (LPS) viales en D. arizonae,;
n=10 (HPS) y 29 (EPS) viales en D. mojavensis. En D. arizonae se indican grupos que no
son significativamente diferentes (Tukey—Kramer P>0.05)
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Tabla 5. ANOVA del tiempo de desarrollo para D. melanogastery D.
arizonae en las dietas HPS, EPS y LPS y para D. mojavensis en HPS

y EPS

Especie Fuente Df SS F ratio

D. melanogaster Dieta 2 0.46667 2.52

D. arizonae Dieta 2 25.94 9.3874 e
D. mojavensis Dieta 1 6.321 8.2038 **

**P < 0.01, ** P<0.001

Alta dimensionalidad en el metaboloma de especies de Drosophila

El protocolo de extraccion permiti6 la deteccibn de abundantes
caracteristicas con UPLC-MS (Figura 4). Con el preprocesamiento se produjo una
matriz con aproximadamente 900 caracteristicas para las 95 muestras (Tabla 6), las
muestras faltantes en machos de D. arizonae y en la dieta de LPS de D. mojavensis
se debio la baja viabilidad de las especies en las dietas (datos no presentados).

eeeeeeeeeeeee

Figura 4. Alta dimensionalidad en los perfiles metabdlicos de los extractos de moscas
Drosophila. Cromatograma total de iones (TIC) crudo tipico de un extracto de moscas, los
puntos rojos representan una caracteristica, el eje X representa el tiempo de retencién
(min) y el eje Y la razén masa carga (m/z), en el recuadro superior se observa un
acercamiento a una region del cromatograma; captura de pantalla del TIC en 2D en
MZmine.2.21.
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Tabla 6. Numero de muestras inyectadas por UPLC-MS de cada
grupo de las especies de Drosophila con ecologias contrastantes
Dieta

Especie Sexo HPS EPS LPS
D. melanogaster Hembra 6 6 6
Macho 6 6 6
D. arizonae Hembra 6 6 6
Macho 5 5 4
D. mojavensis Hembra 6 6 0
Macho 6 6 0

Después se calculd la desviacidn estandar relativa (RSD) de cada
caracteristica (una caracteristica es una m/z asociada a un tiempo de retencion) por
cada grupo para conservar unicamente las que tuvieran un umbral maximo del 20%
y con ello remover caracteristicas ruidosas. En D. melanogaster se encontré mayor
variabilidad en las caracteristicas (Tabla 7), sin embargo, no podemos distinguir si

es debido a variacion biologica o técnica.

Tabla 7. Caracteristicas (m/z asociada a un tiempo de retencion) detectadas con
UPLC-MS con RSD < 20% en cada grupo de las especies de Drosophila
Total
no redundantes

Especie Sexo HPS EPS LPS

Hembra 16 61 29
D. melanogaster Macho 80 49 58 224

D. arizonae Hembra /1 37 20 317
) Macho 100 22 109

Hembra 352 326 NA

D. mojavensis Macho 313 151 NA 729
Total no redundantes 824
Total de caracteristicas sin faltantes 784

Al final se obtuvo una sola matriz considerando las 784 caracteristicas sin
faltantes de la Tabla 7 para las 95 muestras de los 16 grupos. Los datos de ésta
matriz se transformaron con log2 y después se hicieron los modelos clasificatorios

con bosques aleatorios y las comparaciones de cambios.
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Caracteristicas discriminatorias del genotipo y la dieta

Para los modelos de RF globales, la exactitud de clasificacion promedio
calculada con validacion cruzada base 10 fue de 93.3% para especies, 73.3% para
sexo y 56.3% para dieta (Anexos Tablas: A2, A3 y A4).

La exactitud de los modelos, indican una estimacién optimista de su poder
clasificatorio y permiten la comparacion entre los modelos selectivos. Para los
modelos selectivos la exactitud de clasificacién promedio del modelo de RF dirigido
a sexo en D. melanogaster fue de 83.3% y los correspondientes para ambas
especies cactofilicas fueron de 65% (Figura 6; Anexos Tablas: A5, A7 yA9). La
exactitud para los modelos dirigidos a dieta en D. melanogaster fue de 26.7%, en
D. arizonae fue de 56.7% y en D. mojavensis fue de 95.0% (Figura 7, Anexos
Tablas: A6, A8, A10).

Tabla 8. Caracteristicas informativas para los modelos clasificatorios construidos
con arboles aleatorios (RF)

o)
Blanco del Umbral No. de L & -
- caracteristicas caracteristicas
modelo de RF mean-DecreaseGini . . . .
informativas informativas

Modelos de RF globales

Especies 0 682 86.98

Sexo 0.1091 59 7.53

Dieta 0.4882 449 57.27
Modelos de RF selectivos

D. melanogaster sexo 0.0178 270 34.44

D. arizonae sexo 0.0075 453 67.78

D. mojavensis sexo 0.0801 17 217

D. melanogaster dieta 0.0057 674 85.97

D. arizonae dieta 0.0438 109 13.90

D. mojavensis dieta 0 342 43.62

Las caracteristicas con mean-DecreaseGini promedio por encima de la
variable aleatoria (simulada con valores al azar) se consideraron informativas, en la
Tabla 8, se indica el numero de caracteristicas (m/z asociada a un tiempo de
retencidon) informativas para cada modelo de RF. Se opt6 por seleccionar las 20
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caracteristicas con mayor mean-DecreaseGini promedio para enfocarse en
caracteristicas relevantes para el metabolismo de las distintas especies, sexos y

dietas.

En los analisis de componentes principales (PCA) construidos con las 20

caracteristicas mas discriminatorias del modelo global dirigido a especies, las
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|
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£ A* N B 48 & A
-2.51 A -4 1 =
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PC1(56.97%) PC1 (50.84%)

Figura 5. En el metaboloma predomina el genotipo de las especies de Drosophila con
ecologias contrastantes. PCA no supervisado por cédigo de color para especies y por
cédigo de figura para el sexo elaborados con las 20 caracteristicas con mayor mean-
DecreaseGini promedio del modelo global de RF dirigido a especies en HPS (A), EPS (B)
y LPS (C). Elipses de densidad del 0.8.
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especies se agruparon claramente en cada una de las dietas. Lo que indica al
seleccionar caracteristicas con RF, se rescata la influencia genética en los perfiles
metabdlicos de las moscas (Figura 5), ademas en la Figura 5 A y B, las especies
mas cercanas filogenéticamente, las especies cactofilicas, estan mas cerca entre

ellas y mas distantes de D. melanogaster.
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Figura 6. Las dietas afectan a las especies de Drosophila segun su grado de
especializacion y la razon proteina:azucar de la dieta. PCA de las especies por codigo de
color para dieta y por figura para el sexo, elaborados con las 20 caracteristicas con mayor
mean-DecreaseGini promedio de los modelos selectivos de RF para sexo y para dieta de
las especies correspondientes. Elipses de densidad del 0.80 para sexo (A, B, C) y para
dieta (D, E, F).
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Para D. melanogaster el grupo de machos formé un agrupamiento muy
estrecho (Figura 6 A) aunque sobrelapado con las hembras y no se observd
agrupamiento distinguible en las dietas (Figura 6 D). En D. arizonae los machos y
hembras se sobrelaparon y en la dieta unicamente se distinguio el agrupamiento de
LPS (baja proporcion proteina azucar), ya que HPS (alta proporcion
proteina:azucar) y EPS (igual proporcion proteina:azucar) estuvieron sobrelapados,
lo que indica que mientras mayor sea la diferencia en la proporcion de

proteina:azucar de la dieta, mayores seran sus efectos en los perfiles metabdlicos.

Por ultimo, en D. mojavensis los grupos de sexo también estuvieron
sobrelapados pero se distinguieron grupos para las dietas claramente separados
(Figura 6 F), lo que sugiere las dietas afectaron a las especies de Drosophila segun
su grado de especializacion.

Significancia de las caracteristicas discriminatorias

Con las 20 caracteristicas discriminatorias del modelo general dirigido a
especies y los resultados de las comparaciones de cambios (Tukey-HSD, p < 0.05
y Benjamini-Hochberg, 0.1 FDR), se construyeron mapas de calor (Figura 7 A) para
observar la tendencia de los cambios entre las especies en cada una de las dietas,
las caracteristicas estan ordenadas en orden descendente del mean-DecreaseGini
promedio, representado por la barra y los limites el error estandar de los
subconjuntos de la validacion cruzada base 10 del modelo respectivo (Figura 7 B).

En las comparaciones de D. melanogaster con las especies cactofilicas se
observaron cambios contrastantes en los mapas de calor y las comparaciones de
D. melanogaster con D. arizonae mostraron en general un mismo patron para las
tres dietas. Por otro lado, en las comparaciones entre D. arizonae con D. mojavensis
se observaron cambios sutiles y en su mayoria no fueron significativos (Figura 7 A,
Tukey-HSD, p < 0.05).
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De los modelos selectivos dirigidos a sexo, el construido con los perfiles

metabolicos de D. melanogaster tuvo mayor exactitud promedio que el de las

especies cactofilicas. Por lo tanto, se observa contraste entre hembras y machos

en los mapas de calor de ésta especie y no en las especies cactofilicas (Figura 8).

(m/z)Irt
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D. mojavensis
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Figura 7. Mayor contraste entre el metaboloma de D. melanogaster y las especies
cactofilicas. Mapa de calor de las 20 caracteristicas mas discriminatorias del modelo global
dirigido a especies (A, Tukey-HSD, p < 0.05 y Benjamini-Hochberg, 0.1 FDR), las barras
representan el valor promedio del mean-DecreasGini y los limites el error estandar de los
generados con los subconjuntos en la validacion cruzada-10 (B). Las
caracteristicas con * estan putativamente identificadas (ver Tabla 9).

modelos
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También se observa que las 20 caracteristicas discriminatorias para los
modelos selectivos dirigidos a sexo fueron diferentes para cada especie, excepto la

caracteristica con 631.77 m/z y 42.65 minutos de tiempo de retencion (rt), que fue

comun en las especies cactofilicas.

Sexo
73.3%
|
D. melanogaster D. arizonae
83.3% 65.0% D. mojavensis
0,
% l % ‘ % 65.0%
*770.95/48.2 = 631.77/42.65 ——  700.91/47.94 i B
*766.91/48.25 - 761.84/31.48 — 631.77/42.65 B
*566.64/31.74 = *478.45/12.32 o *532.34/28.75 I
722.9/2927 — 850.94/34.21 b 583.43/32.62 3
570.72/30.21 = 736.61/31.88 2 498.73/24.08 3
806.71/24.25 - *736.69/47.36 — 192.61/13.7 ¥
700.91/47.94 H *784.66/41.77 - 655.01/43.39 i
631.81/41.65 s 655.61/28.56 = *440.55/22.05 B
244.56/16.99 H 612.42/29.65 H 567.36/33.1 )
% 340.13/31.25 = 714.44/32.31 H 620.28/28.47 ¥
& 500.77142.56 - 706.53/34.44 - 205.13/4.96 )
522.99/25.2 - 675/23.97 H *378.03/28.61 I
*476.24/12.35 — 530.92/28.06 - *515.95/32.87 )
*481.99/29.53 - 635.19/30.46 — 609.41/32.87 3
630.86/23.89 H 849.68/31.42 H *487/31.99 i
820.66/26.09 N 646.83/32.19 gl *786.76/47.19 i
386.39/32.36 H 604.23/40.05i H 329.71/27.17 3
695.63/10.57 H 604.42/31.85 H *454.28/27.18 3
533.22/42.4 — 514.91/32.64 ki 226.69/16.97 X
897.62/44.8 - 605.5/27.73 H 297.65/21.37 I
0 01 02 03 0 01 02 03 0s 0 01 02 03 04
DecreaseGini DecreaseGini DecreaseGini
-OFOE 00 05 n.s
log2(Cambio) (Benjamini-Hochberg con 0.1 FDR)

Figura 8. Comparacion de las caracteristicas mas discriminatorias para sexo en las
especies de Drosophila. Mapa de calor de las 20 caracteristicas mas discriminatorias de los
modelos selectivos dirigidos a sexo (Tukey-HSD, p < 0.05 y Benjamini-Hochberg, 0.1 FDR),
las barras representan el valor mean-DecreasGini promedio y los limites el error estandar
de los modelos generados con los subconjuntos en la validacién cruzada-10 para la especie
correspondiente, también se indica la exactitud promedio para cada modelo. Las
caracteristicas con * estan putativamente identificadas (ver Tabla 9).
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En D. melanogaster los cambios entre dietas fueron tenues y como se
observa en la Figura 9, los cambios no fueron significativos (Tukey-HSD, p < 0.05)

a pesar de ser las caracteristicas con mayor mean-DecreasGini promedio de su

respectivo modelo selectivo dirigido a dieta.
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Figura 9. Cambios mas contrastantes entre las dietas en las especies cactofilicas. Mapa
de calor de las 20 caracteristicas mas discriminatorias de los modelos selectivos dirigidos
a dieta, se comparan los cambios de la dieta con mayor proporcion proteina:azucar sobre
la de menor proporcién proteina azucar (Tukey-HSD, p < 0.05 y Benjamini-Hochberg, 0.1
FDR), las barras representan el mean-DecreasGini promedio y los limites el error estandar
de los modelos generados con los subconjuntos en la validacion cruzada-10 para la especie
correspondiente. Se indica la exactitud promedio del modelo global para dieta y de los
modelos selectivos de cada especie. Las caracteristicas con * estan putativamente
identificadas (ver Tabla 9).
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En D. arizonae se observaron cambios contrastantes en las comparaciones
de las dietas EPS/LPS y HPS/LPS, como se esperaba por el agrupamiento
observado en el PCA de la Figura 6 E.

Las caracteristicas con m/z de 635.77, 642, 681.89 y 702.83 se encontraron
entre las 20 caracteristicas discriminatorios para los modelos selectivos dirigidos a
dieta en D. mojavensis y D. arizonae. En ambas especies, éstas caracteristicas
mostraron una tendencia decreciente en las comparaciones de la dieta con mayor
proporcion sobre las de menor proporcion de proteina:azucar (Figura 8 en

D.arizonae y D. mojavensis).

Identificacion

La asignacion putativa de fosfolipidos se basé en datos de fragmentacion,
tiempo de retencion y razén masa:carga de las caracteristicas, indicando un analisis
valido para la identificacion de lipidos con MS (Herzog et al., 2013; Kind et al.,
2013).

Los datos con espectrometria de masas de alta resolucion (Waters ACQUITY UPLC
acoplado a un Synapt G1 Q-TOF) indicaron que lipidos polares fueron abundantes
en los extractos de moscas, debido a la combinacion de la informacion en tandem
de espectrometria de masas de alta resolucion con la informacion bioquimica de la

cromatografia liquida de alta resolucion.

En las muestras adquiridas con MS2 en la trampa de iones en polaridad
positva y negativa, se identificaron caracteristicas con fragmentos y pérdidas
neutrales caracteristicos de fosfolipidos (Tabla 9), como fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (Pl), fosfatidilserina (PS). Con esta
informacion, se determind el patron de elusion de los fosfolipidos al ordenar las
caracteristicas por el tiempo de retencion (rt, Anexo Figura A2 Correlacion del
tamano de fosfolipidos con el tiempo de elucién).
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Las regiones del patron de elusion de los fosfolipidos determinadas con los
datos de la Tabla 9, mostraron relacion con el porcentaje del solvente menos polar
(metanol; Figura 10 A); a mayor tiempo de elusioén fue mayor la m/z de los iones
identificados como fosfolipidos (Figura 10 B), en congruencia de que los fosfolipidos
con acidos grasos con mayor longitud de cadena se retienen mas tiempo en las

columnas fase reversa.

Tabla 9. Patrén de fragmentacidon de iones en el tiempo de elusién de las
caracteristicas discriminatorias de los modelos de bosques aleatorios

Positivo Negativo
rt m/z Aducto Pérdida neutral Fragmentos Clase putativa
'\"12';' M+H-59 = PHC -T—E% _Hgg_H PHI
11.18 | 340.31 | [M+NH4]+ * PE
24.08 | 491.03 [M+H]+ * PC
2431 | 426.86 [M+H]+ * PE
2485 | 569.67 [M-HJ- * PI
25.03 | 468.49 [M+H]+ * PC
25.36 | 517.07 [M+H]+ * PC
25.36 | 495.22 [M+H]+ * PC,
25.52 4516 [M+H]+ * PE
26.22 | 452.08 [M+H]+ * PE
26.3 517.3 [M+H]+ * PC
26.3 4954 [M+H]+ * PC
26.32 | 453.82 [M+H]+ * PE
26.33 | 520.33 [M-H]- * PE, PI, PS, PC
26.35 | 516.93 [M+H]+ * PC
26.4 | 494.89 [M+H]+ * PC
26.67 | 595.56 [M-HJ- * PI
2716 | 521.11 [M+H]+ * PC
27.46 | 543.11 [M+H]+ * PC
28.12 | 521.43 [M+H]+ * PC
28.14 543.4 [M+H]+ * PC
28.16 | 571.53 [M-HJ- * PI
28.53 4548 [M+H]+ * PE
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Figura 10. Patron de elusién de fosfolipidos. Las regiones de los patrones de elusion estan
relacionadas con la polaridad el solvente (ver Tabla 1). (A) muestra el porcentaje de metanol
respecto al tiempo. (B) m/z de iones identificados como fosfolipidos por region.

intensidad

relativa suficiente para su fragmentacion,

Después como no se detectaron caracteristicas discriminatorias con una

se reconstruyo un

cromatograma representativo de extractos de moscas de Drosophila donde se
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muestran las 784 caracteristicas detectadas y se resaltan las caracteristicas
discriminatorias para los modelos clasificatorios con boques aleatorios (Figura 11y
12).

En la Figura 11, se observa que solamente un par de caracteristicas dirigidas
a sexo se compartieron en mas de una especie y aunque no se indica en la figura
el modelo global dirigido a especie tuvo caracteristicas en comun con el modelo
selectivos dirigido a sexo de D. melanogaster. Ademas, se observa que solamente
cerca de 20 de las caracteristicas discriminatorias para especies y para sexos de
cada especie cumplieron con el patron de elusion de los fosfolipidos, donde se

podrian encontrar ceramidas o hidrocarbonos.

e Caracteristicas (m/z con rt)

O Caracteristiacas discriminatorias para especies
Caracteristicas discriminatorias para sexo en:

© D. melanogaster ‘

@ D. arizonae ° hd

@ D. mojavensis .

© D. melanogaster & D. mojavensis

O D. arizonae & D. mojavensis e.-¢

Regiones del cromtatograma: ° ; Y

60
50

Intensity
2000 4000 6000 8000 10000 12000

0

Figura 11. Cromatograma reconstruido con las caracteristicas detectadas (m/z con tiempo
de retencion e intensidad relativa) y las caracteristicas discriminatorias resaltadas en el
color correspondiente segun el modelo clasificatorio. La mayoria de las caracteristicas de
los modelos relacionados al genotipo se encuentran fuera de la regién de los fosfolipidos.

De manera similar, se reconstruyd un cromatograma pero esta vez se

resaltaron las caracteristicas discriminatorias para los modelos selectivos dirigidos
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a dieta. Se observaron caracteristicas que podrian ser fosfolipidos biomarcadores
de la dieta al estar conservadas en mas de una especie y estar dentro de las

regiones del patrén de elusion de los fosfolipidos (Figura 12).

Finalmente, las caracteristicas discriminatorias que se encontraron dentro del
patrén de elusidn de los fosfolipidos (m/z y tiempo de retencion), se analizaron con
“LipidBlast-lookup”. Al considerar la informacion bioquimica de las caracteristicas
con UPLC, se asigné putativamente la identidad de las caracteristicas

discriminatorias.

® Caracteristicas (m/z con rt) .

Caracteristicas discriminatorias para dieta en: q
© D. melanogaster .
D. arizonae ;
D. mojavensis e
D. melanogaster & D. arizonae .
D. arizonae & D. mojavensis

Regiones del cromtatograma:

60

Intensity
2000 4000 6000 8000 10000 12000

0

Figura 12. Cromatograma reconstruido con las caracteristicas detectadas (m/z con rt e
intensidad relativa) y las caracteristicas discriminatorias resaltadas en el color
correspondiente segun los modelos clasificatorios dirigidos a dieta. Algunas caracteristicas
discriminatorias se comparten en mas de una especie.

En la Tabla 10, se muestran las caracteristicas discriminatorias para el
modelo indicado que dieron hit con fosfolipidos, éstas caracteristicas se

identificaron putativamente como fosfatidilcolinas y fosfatidiletanolaminas.
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Por inspeccion de la Tabla 10, los fosfolipidos identificados que discriminaron
entre especies fueron de cadena corta y fueron mas abundantes en D. melanogaster

que en las especies cactofilicas (Figura 7, caracteristicas con 452.94 y 496.37 m/z).

Tabla 10. Caracteristicas con mayor mean-DecreaseGini promedio con
hit en LipidBlast-mz-Lookup

rt m/z  Modelo PC PE pPC pPE PS
1232 47845 5 (18:2)
1235  476.24 (13:0) ((11%:%))’
. (14:0),
2205 44055 A (110, (15.0).
(1zo0) {22
2336 45244 * (16:1)
(16:1),
26.64  466.57 A 14:1)  (17:1),
(18:0)
(12:0),  (15:0),
2718 45428 A a0 ed)
(18:4),
(15:0),  (18:0).
2723 496.37 * o0 o)
(20:0)
2754 53169 A
(5:0), (8:0),
2861  378.03 o o)
(16:0),  (19:0),
2875 53234 A (17:0),  (21:3),
(18:0)  (20:0)
(14:0),  (17:0),
2053  481.99 ad SEMA,
(20:4), _
3174  566.64 (20:0) %i‘_%)
(21:0)  (240)
31.99  487.00 A
3287  515.95 A ((12%::11))
4005  604.23 5 (23:2) (é%:g))
(38:7),
(34:0),  (40:10), _ _
4177 784.66 o e (ongy @2 w02

4268  702.83 e, A (30:2) 332)  (31:1)  (34:1)
(26:6),  (29:6),

43.01 660.71 A (27:2) (30:2) (31:1)
_ (38:8), _

(34:1), : . (38:0),

4323  782.63 (36:4) ((%79.:14 )) (35:0) (40:3)
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43.42

43.86

4415

44.33
45.14

47.00

47.19

47.36

48.20
48.25
53.70

788.71

696.72

758.77

723.34
694.38

844.60

786.76

736.69

770.95
766.91
857.04

(35:5),
(36:1)
(28:2),
(30:5)
(33:6),
(34:2)

(28:3),
(30:6)

(35:6),
(36:2)

(38:5),
(40:8),
(39:1)
(31:2),
(33:5)
(36:6),
(38:9),
(37:2)

(31:3),
(33:6)

(38:6),
(40:9),
(39:2)
(34:3),
(36:6)

(35:1)

(40:4),
(41:0)

(36:5),
(37:1)

(36:2)

(42:1)

(44:0)

(40:1)

(35:2)

(37:1)

(28:3),
(30:6)

(36:5)

Caracteristicas discriminatorias dentro de las regiones del patrén de elusion de
iones identificados como fosfolipidos.

Modelo global dirigido a:

% Especies
Modelos selectivos dirigidos a sexo:

D. melanogaster

o D. arizonae
A\ D. mojavensis
Modelos selectivos dirigidos a dieta:

D. melanogaster

e D. arizonae
A D. mojavensis
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5 DISCUSION

La dieta afecta el tiempo de desarrollo de especies de Drosophila

Factores ambientales, como los nutrientes disponibles, alteran el tiempo de
desarrollo de Drosophila. En el estudio de Matzkin et al. (2011) se observaron
cambios significativos en el tiempo de desarrollo de D. melanogaster solamente en
la dieta LPS (baja proporcidén proteina:azucar) respecto a HPS (alta proporcion
proteina:azucar) y EPS (igual proporcion proteina:azucar), por el contrario, en

nuestro estudio no se observd el mismo efecto.

Una diferencia experimental es que se transfirieron larvas de tercer instar
temprano a las dietas y no del primer instar, lo que sugiere que los efectos de las
dietas son mas severos cuando son mas jovenes las larvas de D. melanogaster.
Como se ha observado en humanos, el ambiente intrauterino de madres con
diabetes gestacional, hace mas susceptible a la descendencia de desarrollar
enfermedades metabdlicas y ambientes obesogénicos en etapas infantiles es un
factor de riesgo de tener obesidad y diabetes tipo 2 en la adultez (Boney, 2005;
Glavas et al., 2010).

Por otro lado, en congruencia con Matzkin et al. (2011) en D. mojavensis se
observdo un retraso en el tiempo de desarrollo en EPS (igual proporcion
proteina:azucar) respecto a HPS (alta proporcion proteina:azucar) y la viabilidad fue
nula en LPS (baja proporcidon proteina:azucar). D. arizonae por su parte, tuvo
viabilidad en las tres dietas, lo que indica que es mas flexible a los cambios
nutricionales que su relativo D. mojavensis, sin embargo, su tiempo de desarrollo
también se retras6 al aumentar el contenido de azucar de la dieta, lo que sugiere
que debe existir una concentracion 6ptima de cada macronutriente para su

desarrollo.
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Como se observd en los resultados cambios en los fosfolipidos entre las
especies cactofilicas respecto a D. melanogaster, y a que la ruta de sefializacion de
la insulina esta involucrada en el desarrollo de larvas de Drosophila (Edgar, 2006),
se especula que las diferencias en la longitud y saturacion de las fosfolipidos de las
membranas celulares las especies cactofilicas respecto a D. melanogaster, afectan
ésta ruta de sefnalizacion, especialmente en las dietas con menor proporcion de

proteina:azucar (EPS y LPS).

Caracteristicas discriminatorias con bosques aleatorios

Este es el primer analisis de perfiles metabdlicos que reflejaron la interaccion del
genotipo de tres especies de Drosophila con ecologias contrastantes con dietas

isocaldricas con distinta proporcidn de proteina:azucar.

El algoritmo de bosques aleatorios (RF) ha emergido como un método eficiente
para la deteccidn de caracteristicas importantes en distintas areas de la ciencia
(Chen et al., 2013; Hu et al., 2014; Sotelo-Silveira et al., 2015). En nuestro analisis,
los modelos con RF detectaron de manera robusta caracteristicas discriminatorias
(caracteristicas con mayor valor de mean-DecreaseGini promedio) para distintos
blancos. Ademas, el método de utilizar una variable simulada para la seleccion de
variables informativas, puede ser optimizado y tiene potencial para generar modelos
clasificatorios con RF basados en datos.

A pesar de que no podemos distinguir entre la variacidn técnica (por los efectos
de bloque en espectrometria de masas) de las diferencias en el metabolismo entre
las especies estudiadas, los modelos de RF son bastante robustos y tolerantes al
ruido y han permitido identificar variables discriminatorias segun el antecedente
genético ( Touw et al., 2013; Hu et al., 2014).

En los modelos globales, el componente genético del fenotipo metabdlico fue
facilmente detectado por el modelo global de RF para especies (Figura 11, Tabla
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8), donde el 86.98% de las caracteristicas son informativas. Por el contrario, la
exactitud de los modelos globales fue baja para sexo, con solo el 73.3% y mas baja
para dieta, con el 56.3%, quizas influenciado por la respuesta particular de cada
especie a las distintas intervenciones dietarias, lo que se confirmé por la exactitud

diferencial de los modelos selectivos dirigidos al sexo y a la dieta de cada especie.

Como D. arizonae y D. mojavensis estan adaptadas a sus respectivos
ambientes quimicos, nutricionales y climaticos, su ecologia contrasta mas con D.
melanogaster que entre ellas (Stratman y Markow., 1998) y debido a que distintas
clases de lipidos son altamente heredables (Scheitz et al., 2013), se propone que
los fosfolipidos entre especies con ecologias similares deben ser mas parecidos
que entre las especies con ecologias contrastantes. En congruencia a esta
observacién, se encontraron mas caracteristicas discriminatorias compartidas para
dieta y sexo entre las especies mas cercanas filogenéticamente que entre las mas
distantes (ver Figura 12). Ademas, sugiere un mecanismo bioquimico por el cual las
especies cactofilicas son mas susceptibles al azucar es debido a las caracteristicas
bioquimicas de sus membranas celulares o a los mecanismos de sefializacion y

regulacion de los fosfolipidos como se mencion6 con anterioridad.

En D. melanogaster no se detectaron caracteristicas con poder discriminatorio
para la dieta (Figura 6 D), pero si se encontraron las correspondientes para
distinguir entre el sexo. Por el contrario, en D. arizonae y D. mojavensis se
encontraron caracteristicas discriminatorias para la dieta y no para el sexo. Puesto
que en el metabolismo se conecta el antecedente genético, ecologico y reproductivo
con el ambiente (dieta), a continuacion, se describen los antecedentes de cada

especie.

Fosfolipidos y ecologia de las especies de Drosophila

Los insectos poseen diversas estrategias para resistir condiciones

ambientales adversas, como cambios en los fosfolipidos de las membranas
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celulares para resistir estrés por calor (Hazel, 1995; Scheitz et al., 2013). D.
mojavensis tiene mayor tolerancia a la desecacion que D. melanogaster (Matzkin y
Markow, 2009) debido a la regulacién de varios grupos de genes en los que se
incluyen los relacionados al metabolismo de lipidos y acidos grasos. En el presente
estudio, los fosfolipidos fueron abundantes en los perfiles metabdlicos, donde hasta
el 86.98% de las caracteristicas fueron informativas para el modelo de RF dirigido
a especies y se encontraron diferencias significativas entre las especies cactofilicas
y D. melanogaster. Las diferencias en los perfiles metabdlicos sugieren un posible
mecanismo bioquimico para la tolerancia al estrés térmico en los desiertos de

Norteameérica.

En el aspecto reproductivo, el tiempo de maduracion sexual es rapido en D.
melanogaster, las hembras alcanzan la madurez sexual en 4 dias y los machos en
dos dias y nacen con espermatozoides maduros (Markow, 1996). También es
conocido que el perfil de ceramidas es diferencial entre machos y hembras de D.
melanogaster (Carvalho et al., 2012) e incluso se han descrito diferencias en el perfil
de lipidos en hembras y machos sin linea germinal (Parisi et al., 2011). En contraste,
en las especies cactofilicas los machos pueden tardar hasta una semana y las
hembras hasta 3 dias en alcanzar la madurez sexual (Markow y O’Grady, 2005), lo
que explica la baja exactitud para clasificar entre machos y hembras en D. arizonae
y D. mojavensis a los 0 dias de eclosion(Figura 8).

Ademas, la mayoria de las caracteristicas discriminatorias para los modelos
selectivos dirigidos a sexo estan fuera del patron de elusion de los fosfolipidos
(Figura 11), en las que podriamos encontrar hidrocarbonos y ceramidas, que
aunque no fueron caracterizados, podrian estar presentes en los perfiles

metabalicos por sus caracteristicas bioquimicas (Lee et al., 2003).

Por otro lado, no se observaron cambios significativos en la intensidad relativa
de las caracteristicas con mayor mean-DecreaseGini promedio de D. melanogaster
debido a la dieta, consistente en que es una especie generalista. Sin embargo, en
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OresSic et al. (2008), sugieren que incluso cambios del £+10% en la concentracion de
lipidos afectan la fisiologia de un organismo. Alternativamente, los 6rganos y tejidos
de las moscas podrian verse afectados diferencialmente por las distintas dietas
(Carvalho et al., 2012) y como las extracciones fueron de cuerpo completo, no se
pueden descartar éstos efectos.

En las especies cactofilicas los efectos de la dieta en el perfil de lipidos es
mayor cuando mayor es su grado de especializacidén, por ejemplo, D. arizonae
(Figura 6. E) la dieta con efectos diferenciales en los perfiles metabdlicos fue la de
mayor contenido de azucar (LPS). En D. mojavensis los grupos de dieta estan
claramente separados (Figura 6 F).

Drosophila arizonae por su parte, es una especie oportunista. Ademas de
cactus, se alimenta de frutas, por lo que en su historia ecoldgica se encuentran los
azucares simples (Reed et al., 2006). Finalmente, D. mojavensis, la mas susceptible
a las dietas con distinta proporcion de proteina:azucar, es la mas especializada de
las tres, teniendo cactus especificos segun la poblacién geografica y por tanto, es
inverosimil que se encuentre con carbohidratos simples en su dieta nativa (Ruiz y
Heed, 1988).

Aunque se infiere la relacién de los resultados obtenidos con los estudios
ecologicos y evolutivos de las especies de Drosophila utilizadas, los datos de los
perfiles metabdlicos concuerdan con las descripciones ecoldgicas y reproductivas
de éstas especies, e indican que las distintas dietas produjeron cambios
significativos en los perfiles metabdlicos segun el grado de especializacion de las

especies.

Especies cactofilicas como modelos de estudio

La utilidad de D. melanogaster en la investigacion de enfermedades
metabdlicas (Baker y Thummel, 2007; Bharucha, 2009; Reed et al., 2010, 2014;
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Smith et al., 2014) puede fortalecerse cuando se acompafa de ecologia
comparativa para descubrir rutas metabdlicas novedosas que permiten que una

especie sea mas tolerante que otra a distintas dietas.

Las especies cactofilicas estan adaptadas a ambientes desérticos (Matzkin y
Markow, 2009). Entre los mecanismos para resistir la desecacion y estrés térmico,
se encuentran las membranas celulares con fosfolipidos con cadenas alquilicas
largas y/o saturadas (Hazel, 1995). Ademas, la composicion de lipidos es una
caracteristica altamente heredable en D. melanogaster (Scheitz et al. 2013).

Nuestro analisis indica que la composicion de fosfolipidos es diferente en las
especies de Drosophila estudiadas y que las dietas isocaloricas afectaron la
composicion de fosfolipidos, con cambios significativos en D. arizonae y D.
mojavensis. Ademas, Drogan y col. en el 2015 sugirieron que los fosfolipidos

podrian servir como biomarcadores tempranos de salud en humanos.

En las caracteristicas discriminatorias para el modelo dirigido a especies, D.
melanogaster tuvo mayor abundancia relativa de fosfolipidos de cadena corta. Por
otro lado, los fosfolipidos anotados que discriminan entre las dietas son de cadenas
largas para las especies cactofilicas y tienden a disminuir al aumentar el contenido
de azucar de la dieta (Figura 9), lo que sugiere un posible mecanismo de regulacion
del metabolismo a nivel de fosfolipidos.

Se conoce que el ambiente nutricional, especialmente la concentracion de
glucosa, estimula la produccion de péptidos similares a la insulina (llps), que al llegar
al receptor de insulina (InR) estimulan la translocacion del transportador de glucosa
(GLUT). Se sugiere que las especies cactofilicas poseen membranas celulares
rigidas que dificultan el ensamblaje de los GLUTs, en congruencia con el modelo
propuesto por NM Weijers en el 2012 para la resistencia a la insulina en humanos.
En continuacion, los niveles de glucosa extracelular se mantienen elevados y

estimulan mayor produccién de llps. La ruta de sefalizacion de la insulina
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desencadena la acumulacion de triglicéridos, glucogeno y trehalosa (Reyes-
DelaTorre et al., 2012; Alfa y Kim, 2016). Al respecto, Matzkin y col. en el 2011
observaron niveles elevados de triglicéridos y glucogeno en D. mojavensis por
efectos de la dieta.

En la Figura 13 se muestra un modelo que integra la informacion ecoldgica,
bioquimica y de sefnalizacion de la insulina para explicar la susceptibilidad de las
especies cactofilicas al azucar. Se sugiere realizar estudios adicionales para
caracterizar los fosfolipidos de las especies estudiadas, asi como determinar los
niveles de insulina y trehalosa de las moscas cactofilicas en las distintas dietas para

comprender los mecanismos involucrados.

P - w -----------------
D. arizonae D. mojavensis

{ Fosfolipidos de

D. melanogaster

cadenas alquilicas
largas y/o saturadas

|

Fluidez de las
membranas
celulares

N
/ N
R Y Acumulacién de
e
Translocacion J ?:;?3222 ’
de GLUT

Figura 13 Modelo simplificado que integra la ecologia y la ruta de sefializacion de la
insulina para explicar la susceptibilidad de las especies cactofilicas al azucar.
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6 CONCLUSION

Este estudio representa una investigacion integrativa de la interaccion del
genotipo con la dieta con moscas del género Drosophila, perfiles metabdlicos no
dirigidos con espectrometria de masas (MS) y modelos clasificatorios con bosques
aleatorios (RF), mostrando un procesamiento innovador de datos de altas

dimensiones.

En el presente estudio se compararon tres especies de Drosophila con
ecologias contrastantes alimentadas en tres dietas con distinta proporcién de
proteina:azucar. Se analizaron los perfiles metabdlicos de la especie cosmopolita,
D. melanogaster, y dos especies cactofilicas con distinto grado de especializacion,
la oportunista D. arizonae y la especialista D. mojavensis.

El desarrollo y la aptitud fue afectado unicamente en las especies cactofilicas.
Al disminuir la proporcion de proteina:azucar de la dieta, D. arizonae y D.
mojavensis retrasaron su tiempo de desarrollo. Ademas, D. mojavensis no fue viable

en la dieta con mayor contenido de azucar.

Los modelos clasificatorios permitieron comparar el efecto de la dieta y el
sexo en los perfiles metabdlicos de las especies estudiadas. Se analizoé la
composicion de los extractos con datos de fragmentacion, tiempo de retencion y
razon masa:carga de las caracteristicas y se reveld que los fosfolipidos fueron

abundantes en los extractos.

Drosophila melanogaster fue la Unica especie donde se observo un efecto en
los perfiles metabdlicos debido al sexo, posiblemente por el tiempo de maduracion
sexual requerido por cada especie.

Las especies respondieron de manera diferente a las dietas. Se presentaron
diferencias en los fosfolipidos, entre las especies y entre las dietas unicamente
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en las especies cactofilicas.

Los perfiles metabdlicos de D. melanogaster fueron indistinguibles por
efectos de la dieta, un resultado esperado debido a la historia adaptativa de la
especie generalista. En los perfiles metabdlicos de D. arizonae la dieta con mayor
contenido de azucar mostré un efecto contrastante con las demas dietas, y en D.
mojavensis las dietas mostraron diferencias claramente evidentes. Por lo tanto,
las especies con mayor grado de especializacion son mas susceptibles a los
cambios nutricionales. Sin embargo, se sugiere estudiar cuantitativamente los

fosfolipidos como biomarcadores del status fisiologico de las especies.

En el proceso patolégico de la dislipidemia convergen mecanismos de
sefalizacion y regulaciéon y mecanismos bioquimicos que alteran las propiedades

fisicas de las membranas celulares.

Estudios metabolémicos adicionales podrian revelar si existen diferencias en el
indice de saturacion y longitud de cadena los fosfolipidos entre la especie
generalista y las especies cactofilicas. Esto podria ayudar a entender la dislipidemia,
la cual esta estrechamente relacionada con enfermedades metabdlicas, como
sindrome metabdlico y diabetes tipo 2 en humanos. A su vez, estudios en las
especies cactofilicas podrian contribuir en el entendimiento las enfermedades
metabdlicas mencionadas ya que permiten integrar mecanismos genéticos y

bioquimicos interactuando con el ambiente.
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ANEXOS
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Figure A1. Las dietas isocaldricas difieren en la fuente de las calorias. Gréfica de barras para
comparar el contenido de macronutrientes en dietas utilizadas en moscas Drosophila. La
sacarosa es la principal fuente de carbohidratos y la levadura es la principal fuente de
proteinas. Dietas representadas en el diagrama: HPS, EPS y LPS de Matzkin et. al. 2011; Alta
en proteina, Alta en grasa, Alta en azucar y Control de Palanker et. al. 2011.
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Figure A2. Correlacion de Spearman del tamano de caracteristicas putativamente
identificadas como fosfolipidos (Tabla 9) con el tiempo de elucién. Modelo de regresion

polinomial local (LOESS, por sus siglas en inglés).
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Las matrices de confusion de la validacion cruzada se muestran en las tablas
siguientes para los modelos globales de RF dirigido a especies (Tabla A2), dirigido
a sexo (Tabla A3) y dirigido a dieta (Tabla A4).

Tabla A2. Validacion cruzada base 10 del modelo global de RF dirigido a especies
Sub

. OOB Matriz de confusion Exactitud
conjunto
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis
D. melanogaster 3 1 0
1 1.2% D. arizonae 0 4 0 0.889
D. mojavensis 0 0 1
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis
D. melanogaster 3 0 0
2 2.41%  D. arizonae 0 4 0 0.889
D. mojavensis 0 1 1
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis
D. melanogaster 3 0 0
3 4.82%  D. arizonae 1 3 0 0.889
D. mojavensis 0 0 2
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis
D. melanogaster 3 0 0
4 2.41%  D. arizonae 1 3 0 0.889
D. mojavensis 0 0 2
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis
D. melanogaster 3 0 0
5 3.61%  D. arizonae 0 4 0 1
D. mojavensis 0 0 2
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis
D. melanogaster 4 0 0
6 6.02%  D. arizonae 2 0 0 0.778
D. mojavensis 0 0 3
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis
D. melanogaster 4 0 0
7 4.82%  D. arizonae 0 2 0 1
D. mojavensis 0 0 3
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis
D. melanogaster 4 0 0
8 3.61%  D. arizonae 0 2 0 1
D. mojavensis 0 0 3
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis
D. melanogaster 4 0 0
9 2.41% D. arizonae 0 3 0 1
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D. mojavensis 0 0 2
D. melanogaster D. arizonae D. mojavensis

D. melanogaster 4 0 0
10 3.61%  D. arizonae 0 3 0 1
D. mojavensis 0 0 2
0]0]:] o . .
promedio 3.49% Exactitud promedio  0.933

Tabla A3. Validacion cruzada base 10 del modelo global de RF dirigido a sexo

Subconjunto O0OB Matriz de confusion Exactitud
Female Male
Female 5 0
o)
1 32.53% Male 5 5 0.778
Female Male
Female 4 0
o)
2 27.71% Male 5 3 0.778
Female Male
Female 4 1
o)
3 32.53% Male 5 5 0.667
Female Male
Female 4 0
o)
4 39.76% Male 0 5 1.000
Female Male
Female 3 1
o)
5 28.92% Male 1 4 0.778
Female Male
Female 4 2
o)
6 33.73% Male 0 3 0.778
Female Male
Female 3 2
o)
7 38.55% Male 1 3 0.667
Female Male
Female 3 2
o)
8 27.71% Male 5 5 0.556
Female Male
Female 2 3
o)
9 30.12% Male 1 3 0.556
Female Male
Female 4 1
o)
10 37.35% Male 1 3 0.778
OOB promedio 32.89% Exactitud promedio 0.733

54



Tabla A4. Validacion cruzada base 10 del modelo global de RF dirigido a dieta

Subconjunto OOB Matriz de confusion Exactitud
LPS EPS HPS
LPS 2 0 0
1 46.9% EPS 0 3 0 0.889
HPS 1 0 3
LPS EPS HPS
LPS 1 1 0
2 45.78% EPS 0 1 4 0.444
HPS 0 0 2
LPS EPS HPS
LPS 1 0 2
3 42.17% EPS 1 1 3 0.333
HPS 0 0 1
LPS EPS HPS
LPS 0 3 1
4 39.76% EPS 0 3 1 0.333
HPS 0 1 0
LPS EPS HPS
LPS 1 0 1
5 37.35% EPS 1 1 1 0.556
HPS 1 0 3
LPS EPS HPS
LPS 1 2 0
6 40.96% EPS 0 2 0 0.556
HPS 0 2 2
LPS EPS HPS
LPS 1 1 0
7 39.76% EPS 0 2 0 0.857
HPS 0 0 3
LPS EPS HPS
LPS 1 1 0
8 46.99% EPS 0 1 1 0.444
HPS 0 3 2
LPS EPS HPS
LPS 0 1 0
9 42.17% EPS 1 2 0 0.444
HPS 0 3 2
LPS EPS HPS
LPS 1 0 0
10 38.55% EPS 0 4 1 0.778
HPS 0 1 2
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OOB promedio 42.04% Exactitud promedio 0.563

Las matrices de confusion de la validacion cruzada se muestran en las tablas
siguientes para los modelos selectivos de RF para D. melanogaster dirigido a sexo
(Tabla A5) y dirigido a dieta (Tabla AB).

Tabla A5. Validacion cruzada base 10 del modelo de RF
selectivo para D. melanogaster dirigido a sexo
Subconjunto O0OB Matriz de confusion Exactitud
Female Male
Female 1 1

0,
1 36.36% Male 0 1 0.667
Female Male
Female 2 0
0,
2 27.27% Male 0 1 1
Female Male
Female 1 0
(o)
3 30.3% Male 0 1
Female Male
Female 1 0
0,
4 27.27% Male 0 5 1
Female Male
5 21.219, Female T T o667
“<17° Male 0 1 :
Female Male
6 24.240, emale T T gee7
““77° Male 0 1 :
Female Male
Female 1 0
0,
7 27.27% Male 0 5 1
Female Male
Female 1 0
0,
8 36.36% Male 0 5 1
Female Male
9 27.279, Female T T o667
“<17° Male 0 1 :
Female Male
Female 1 1
0,
10 24.24% Male 0 1 0.667

OOB promedio 28.18% Exactitud promedio 0.833333333

56



Tabla A6. Validacion cruzada base 10 del modelo de RF
selectivo para D. melanogaster dirigido a dieta

Suconjunto OOB  Matriz de confusion Exactitud
LPS EPS HPS
LPS 1 0 0
1 75.76% EPS 0 0 2 0.333
HPS 0 0 0
LPS EPS HPS
LPS 2 0 0
2 81.82% EPS 0 0 0 1
HPS 0 0 1
LPS EPS HPS
LPS O 1 0
3 60.61% EPS 0 0 0 0
HPS 1 1 0
LPS EPS HPS
LPS 1 1 0
4 69.7% EPS 0 0 0 0.333
HPS 0 1 0
LPS EPS HPS
LPS O 1 0
5 72.73% EPS 0 0 0 0.333
HPS 0 1 1
LPS EPS HPS
LPS O 1 0
6 66.67% EPS 0 1 0 0.333
HPS 0 1 0
LPS EPS HPS
LPS O 0 0
7 66.67% EPS 2 0 0 0
HPS 0 1 0
LPS EPS HPS
LPS O 0 0
8 63.64% EPS 1 0 0 0
HPS 1 1 0
LPS EPS HPS
LPS O 0 0
9 63.64% EPS 0 0 2 0
HPS 0 1 0
LPS EPS HPS
LPS 1 0 0
10 69.7% EPS 0 0 1 0.333
HPS 1 0 0
OOB promedio 69.09% Excatitud promedio 0.267

57



Las matrices de confusion de la validacion cruzada se muestran en las tablas
siguientes para los modelos selectivos de RF para D. arizonae dirigido a sexo (Tabla

A7)y dirigido a dieta (Tabla A8).

Tabla A7. Validacion cruzada base 10 del modelo de RF
selectivo para D. arizonae dirigido a sexo

Subconjunto  OOB

Matriz de confusion

Exactitud

1 41.38%
2 34.48%
3 44.83%
4 27.59%
5 37.93%
6 41.38%
7 44.83%
8 48.28%
9 41.38%
10 37.93%
OOB promedio 40.0%

Female
Male

Female
Male

Female
Male

Female
Male

Female
Male

Female
Male

Female
Male

Female
Male

Female
Male

Female
Male

Female
2
0
Female

Female
2
0
Female
1
0
Female
2
1

Male
0
1

Male
0
0

Exactitud promedio

0.333

0.667

0.333

0.333

0.667

0.5

0.667
0.65
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Tabla A8. Validaciéon cruzada base 10 del modelo de RF

selectivo para D. arizonae dirigido a dieta

Subconjunto 00B Matriz de confusién Exactitud
LPS EPS HPS
1 44.83% LPS 0 0 0 1
EPS 0 2 0
HPS 0 0 1
LPS EPS HPS
2 58.62% LPS 1 0 0 1
EPS 0 1 0
HPS 0 0 1
LPS EPS HPS
3 48.28% LPS 1 0 0 0.333
EPS 0 0 2
HPS 0 0 0
LPS EPS HPS
4 51.72% LPS 1 0 0 1
EPS 0 1 0
HPS 0 0 1
LPS EPS HPS
5 34.48% LPS 1 0 0 0.333
EPS 1 0 1
HPS 0 0 0
LPS EPS HPS
6 37.93% LPS 2 0 0 0.667
EPS 0 0 1
HPS 0 0 0
LPS EPS HPS
7 37.93% LPS 0 0 0 0.333
EPS 1 1 0
HPS 1 0 0
LPS EPS HPS
8 51.72% LPS 0 1 0 0
EPS 0 0 0
HPS 2 0 0
LPS EPS HPS
9 44 .83% LPS 1 0 0 0.667
EPS 0 0 0
HPS 0 1 1
LPS EPS HPS
10 51.72% LPS 0 1 0 0.333
EPS 0 0 0
HPS 0 1 1
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OOB promedio 46.21% Exactitud promedio  0.567

Las matrices de confusion de la validacidn cruzada se muestran en las tablas
siguientes para los modelos selectivos de RF para D. mojavensis dirigido a sexo
(Tabla A9) y dirigido a dieta (Tabla A10).

Tabla A9. Validacion cruzada base 10 del modelo de RF
selectivo para D. mojavensis dirigido a sexo
Subconjunto OOB Matriz de confusion  Exactitud
Female Male

Female 1 0
0,
1 31.82% Male 0 1 1
Female Male
Female 1 0
0,
2 40.91% Male 0 1 1
Female Male
Female 0 1
0,
3 40.91% Male 0 1 0.5
Female Male
Female 1 0
0,
4 40.91% Male 0 1 1
Female Male
Female 1 0
0,
5 31.82% Male 0 1 1
Female Male
Female 1 0
0,
6 36.36% Male 1 0 0.5
Female Male
Female 1 1
0,
7 40.91% Male 0 0 0.5
Female Male
Female 0 1
0,
8 31.82% Male 0 1 0.5
Female Male
Female 0 1
0,
9 31.82% Male 0 1 0.5
Female Male
Female 0 1
0,
10 27.27% Male 1 0 0

OOB promedio 35.46% Exactitud promedio 0.65




Tabla A10. Validacion cruzada base 10 del modelo de RF
selectivo para D.mojavensis dirigido a dieta

Subconjunto O0OB Matriz de confusion  Exactitud
EPS HPS
1 0% EPS 1 1 0.5
HPS 0 0
EPS HPS
2 9.09% EPS 0 0 1
HPS 0 2
EPS HPS
3 9.09% EPS 1 0 1
HPS 0 1
EPS HPS
4 455% EPS 1 0 1
HPS 0 1
EPS HPS
5 455% EPS 2 0 1
HPS 0 0
EPS HPS
6 13.64% EPS 0 0 1
HPS 0 2
EPS HPS
7 9.09% EPS 1 0 1
HPS 0 1
EPS HPS
8 9.09% EPS 1 0 1
HPS 0 1
EPS HPS
9 13.64% EPS 0 0 1
HPS 0 2
EPS HPS
10 13.64% EPS 2 0 1
HPS 0 0
OOB promedio 9.0% Exactitud promedio  0.95
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Figura A3. Mapa de calor de las 20 caracteristicas mas importantes de los modelos de bosques
aleatorios para sexo y dieta de D. melanogaster; intensidades relativas transformadas con log2,
distancia euclidiana y cluster “Ward.D* y cédigo de color para bloque (fecha de adquisicion),
dieta y sexo. No se observan grupos de dieta, pero si de sexo.
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Figura A4. Mapa de calor de las 20 caracteristicas mas importantes de los modelos de bosques
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dieta y sexo. Se observa cluster de dieta LPS.
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Figura A5. Mapa de calor de las 20 caracteristicas mas importantes de los modelos de bosques
aleatorios para sexo y dieta de D. mojavensis; intensidades relativas transformadas con log2,
distancia euclidiana y cluster “Ward.D “ y codigo de color para bloque (fecha de adquisicion),

dieta y sexo. Se observan clusteres de dietas.
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Para mostrar si el sexo podria confundir el modelo selectivo dirigido a dieta. Se
hicieron modelos de RF especificos de cada sexo en cada especie para clasificar
por dieta; incluyendo ambos sexos, solamente machos o solamente hembras (Tabla
A11). Se observa un OOB similar al obtenido por el modelo selectivo dirigido a dieta
ignorando el efecto del sexo por validacion cruzada base 10 (Tablas A6, A8, A 10.

Tabla A11. Error fuera de la bolsa (OOB) de modelos dirigidos a dieta

D. melanogaster

Target | Set de datos incluido | OOB

OOB promedio validacioén cruzada

Ambos sexos 72.22% | 69.99%
Dieta Hembras 66.67% | --
Machos 100% -
D. arizonae
Target | Set de datos incluido | OOB | OOB promedio validacién cruzada
Ambos sexos 40.62% | 46.21%
Dieta Hembras 55.56% | --
Machos 57.14% | --

D. mojavensis

Target | Set de datos incluido | OOB

OOB promedio validacioén cruzada

Dieta Hembras

Ambos sexos 417% | 9.0%
16.67% | --
Machos 33.33% | --

Tabla A12. Muestras utilizadas para los analisis. Se indica el ID de las muestras en los mapas
de calor de las figuras A3, A4y A5.

ID Fecha Especie Sexo Dieta Bloque
D.arizonae.EPS.F2 07/10/15 D.arizonae Hembra EPS oct.2015
D.arizonae.HPS.F5 07/10/15 D.arizonae Hembra HPS oct.2015
D.arizonae.HPS.F6 07/10/15 D.arizonae Hembra HPS oct.2015
D.arizonae.LPS.F3 08/10/15 D.arizonae Hembra LPS oct.2015
D.arizonae.EPS.F4 14/10/15 D.arizonae Hembra EPS oct.2015
D.arizonae.HPS.M3 14/10/15 D.arizonae Macho HPS oct.2015
D.arizonae.LPS.F5 14/10/15 D.arizonae Hembra LPS oct.2015
D.arizonae.EPS.M1 15/10/15 D.arizonae Macho EPS oct.2015
D.arizonae.EPS.F1 15/10/15 D.arizonae Hembra EPS oct.2015
D.arizonae.EPS.F3 15/10/15 D.arizonae Hembra EPS oct.2015
D.arizonae.EPS.F5 15/10/15 D.arizonae Hembra EPS oct.2015
D.arizonae.EPS.M2 15/10/15 D.arizonae Macho EPS oct.2015
D.arizonae.HPS.F1 15/10/15 D.arizonae Hembra HPS oct.2015
D.arizonae.HPS.M4 15/10/15 D.arizonae Macho HPS oct.2015
D.arizonae.HPS.M5 15/10/15 D.arizonae Macho HPS oct.2015
D.arizonae.LPS.F6 15/10/15 D.arizonae Hembra LPS oct.2015
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D.arizonae.HPS.F4
D.arizonae.HPS.F2
D.arizonae.LPS.M1
D.arizonae.LPS.M2
D.arizonae.EPS.F6
D.arizonae.EPS.M3
D.arizonae.EPS.M4
D.arizonae.EPS.M5
D.arizonae.HPS.F3
D.arizonae.LPS.F1
D.arizonae.LPS.M3
D.arizonae.HPS.M1
D.arizonae.HPS.M2
D.arizonae.LPS.F2
D.arizonae.LPS.F4
D.arizonae.LPS.M4
D.melanogaster.EPS.F1
D.melanogaster.EPS.F2
D.melanogaster.EPS.F3
D.melanogaster.EPS.M1
D.melanogaster.EPS.M2
D.melanogaster.EPS.M3
D.melanogaster.HPS.F5
D.melanogaster.HPS.F6
D.melanogaster.HPS.M3
D.melanogaster.HPS.M4
D.melanogaster.HPS.M5
D.melanogaster.LPS.F1
D.melanogaster.LPS.F2
D.melanogaster.LPS.F3
D.melanogaster.LPS.M1
D.melanogaster.LPS.M2
D.melanogaster.LPS.M3
D.melanogaster.HPS.M1
D.melanogaster.HPS.M6
D.melanogaster.HPS.F2
D.melanogaster.LPS.F4

16/10/15
02/12/15
02/12/15
02/12/15
18/03/16
18/03/16
20/03/16
20/03/16
20/03/16
20/03/16
20/03/16
21/03/16
21/03/16
21/03/16
21/03/16
21/03/16
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
29/06/15
18/07/15
19/07/15
29/10/15
30/10/15

D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.arizonae
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster

D.melanogaster

Hembra
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra

Hembra

HPS
HPS
LPS
LPS
EPS
EPS
EPS
EPS
HPS
LPS
LPS
HPS
HPS
LPS
LPS
LPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
HPS
HPS
HPS
HPS
HPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
LPS
HPS
HPS
HPS
LPS

oct.2015
dic.2015
dic.2015
dic.2015
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jun.2015
jul.2015

jul.2015

oct.2015
oct.2015
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D.melanogaster.LPS.F5
D.melanogaster.EPS.F6
D.melanogaster.EPS.F4
D.melanogaster.EPS.M4
D.melanogaster.HPS.F1
D.melanogaster.HPS.F3
D.melanogaster.HPS.M2
D.melanogaster.LPS.F6
D.melanogaster.EPS.F5
D.melanogaster.EPS.M6
D.melanogaster.HPS.F4
D.melanogaster.LPS.M4
D.melanogaster.LPS.M5
D.melanogaster.LPS.M6
D.melanogaster.EPS.M5
D.mojavensis.EPS.F1
D.mojavensis.EPS.F2
D.mojavensis.EPS.F3
D.mojavensis.EPS.F4
D.mojavensis.EPS.F5
D.mojavensis.EPS.F6
D.mojavensis.EPS.M1
D.mojavensis.EPS.M2
D.mojavensis.EPS.M3
D.mojavensis.EPS.M4
D.mojavensis.EPS.M5
D.mojavensis.EPS.M6
D.mojavensis.HPS.F1
D.mojavensis.HPS.F2
D.mojavensis.HPS.F3
D.mojavensis.HPS.F4
D.mojavensis.HPS.F5
D.mojavensis.HPS.F6
D.mojavensis.HPS.M1
D.mojavensis.HPS.M2
D.mojavensis.HPS.M3
D.mojavensis.HPS.M4

30/10/15
17/03/16
18/03/16
18/03/16
18/03/16
18/03/16
18/03/16
18/03/16
19/03/16
19/03/16
19/03/16
19/03/16
19/03/16
19/03/16
20/03/16
06/01/16
06/01/16
06/01/16
06/01/16
05/01/16
05/01/16
05/01/16
05/01/16
06/01/16
06/01/16
06/01/16
07/01/16
07/01/16
05/01/16
06/01/16
06/01/16
06/01/16
07/01/16
06/01/16
06/01/16
05/01/16
05/01/16

D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.melanogaster
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis
D.mojavensis

D.mojavensis

Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho

LPS
EPS
EPS
EPS
HPS
HPS
HPS
LPS
EPS
EPS
HPS
LPS
LPS
LPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
EPS
HPS
HPS
HPS
HPS
HPS
HPS
HPS
HPS
HPS
HPS

oct.2015
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
mar.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
ene.2016
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D.mojavensis.HPS.M5
D.mojavensis.HPS.M6

06/01/16
06/01/16

D.mojavensis

D.mojavensis

Macho
Macho

HPS
HPS

ene.2016
ene.2016
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