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Figure S1.  Northern analysis of gene expression in response to selected stresses.  Total RNA was isolated from
flies subjected to each of the  indicated stresses, and 4ug  (1X) and 8ug  (2X) quantities were analyzed  for each sample, as
indicated.  The blot was hybridized successively with the indicated gene‐specific probes, and visualized by autoradiography.
Signals were quantified using the phosphorimager, and the fold induction relative to control was calculated for both the 1X
and 2X samples, the two values were averaged, and the result  is presented below the  lanes.   For the Hsp70 gene‐specific
probe, both a darker exposure and lighter exposure are presented, as indicated.  H2O2, hydrogen peroxide. 
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Figure S2. Cluster analysis and heatmap.  A heatmap visualization of the gene expression levels across each condition for
the top 1000 differentially expressed genes (according to the F‐test p‐value from the linear model fit).  XRay, ionizing radiation.
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Figure S3. Gene RNA levels in response to selected stresses.  Quantitative real‐time RT‐PCR analysis was used to
determine RNA levels for the genes Hsp22, Drosomycin, Ade3 and CG11089 in response to selected stresses, in both male
and  female  flies, as  indicated.   HS, heat  stress;  IR,  ionizing  radiation.   Stress  treatment RNA  levels were  compared  to
control using unpaired, two‐sided t‐tests, and statistically significant differences (p < 0.05) are indicated with asterisk. 
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Figure S4.  Diagram of control and mutant GstD1‐GFP reporters.  Diagram of the genomic region containing
the GstD2 and GstD1 genes and  the structure of  the GstD‐GFP and GstD‐deltaARE‐GFP  reporter constructs.   The
conserved Foxo and ARE motifs are indicated; red lettering indicates the bases mutated in the deltaARE construct.
Numbering is relative to the +1 start site for transcription of the GstD1 gene; the diagram is not to scale. 

Figure S5.  Model for gene expression changes during aging.  The
genes that comprise the Insulin/IGF1‐like signaling pathway (IIS), the TOR
signaling pathway  (TOR) and  the sex‐determination pathway  (SD) exhibit
antagonistic  pleiotropy  (AP)  and  sexual  antagonistic  pleiotropy  (SAP),  in
that  these  pathways  act  to  promote  growth,  differentiation,  sexual
differentiation  and  reproduction  at  the expense of mitochondrial  (Mito)
gene  expression  and mitochondrial  turnover.    Decreased mitochondrial
turnover  results  in  the  accumulation  of  abnormal  and  malfunctioning
mitochondria,  and  in  turn  decreased  ATP  flux  and  increased  ROS
production.   Decreased protein  turnover due  to decreased ATP  flux and
increased protein damage due  to  increased ROS production  combine  to
increase  levels  of  protein  damage  and  misfolding,  leading  to
proteotoxicity.  Release of mitochondrial DNA fragments, formyl peptides
and ROS from abnormal mitochondria (combined with increased microbial
load)  cause  dramatic  induction  of  innate  immune  response  genes,
including  anti‐microbial  peptide  (AMP)  genes.    The  increased  ROS
production  induces  additional  types  of  oxidative  stress  response  genes,
including Gluthione‐S‐transferase (Gst) genes. Protein misfolding activates
the  heat  shock  transcription  factor  (HSF)  and  mitochondrial  unfolded
protein  response  (mUPR)  to  induce  proteotoxicity‐response  genes,
including heat  shock protein  (Hsp)  genes. Classes of  genes up‐regulated
during aging are indicated with red color font. 
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