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Antecedentes:

¢Como lleva a cabo sus funciones el sistema nervioso? Esta es una pregunta
fascinante y muy amplia; (Como el cerebro es capaz realizar una gran cantidad
de procesos tan complejos como el aprendizaje? El enfoque tradicional de la
genética relacionaba un gen con una funcién de manera directa. Esta
estrategia, que ha sido muy exitosa, busca atribuir un fenotipo a un gen, y deja
a un lado otros niveles de regulacién también muy interesantes como la

interaccidn entre neuronas y estructuras cerebrales.

En mamiferos, se ha observado que existe una correlacidén entre ciertos
estimulos y la actividad de diversas dreas del cerebro, de esta forma se ha
podido asociar regiones de la corfeza cerebral con la memora a corto plazo
(Deco ef al,, 2003. Satoru., 2003). La alta complejidad y la no linealidad de las
interacciones en el cerebro nos permite, en parte, explicar los
comportamientos complejos de los seres vivos. Por ejemplo lo que vemos de
forma general en un proceso como la memoria a largo plazo es la sintesis de
proteinas en una ventana de tiempo, expresadas en un grupo de neuronas
funcionalmente relacionadas, lo que conduce a la funcién (Bailey CH, Kandel ER,

Si K. 2004),

La relacién entre la estructura y la funcién se hace evidente cuando se dafia
una regién del cerebro y se observa un fenotipo; y si fomamos en cuenta que al
mutar un gen dado observamos también un fenotipo especifico, podemos

vislumbrar la compleja regulacién que existe en los procesos del sistema



nervioso central. La idea de una regulacién a un nivel celular o estructural es

consistente con el concepto de control genético.

El cerebro es capaz de realizar funciones complejas debido a la intrincada red
de interacciones entre sus componentes. En el desarrollo neuronal, millones de
heuronas funcionan como unidades fundamentales que forman conexiones
sindpticas, con ayuda de herramientas moleculares podemos ver estas
interacciones como circuitos definidos relacionados con funciones bioldgicas
caracteristicas, como la motilidad. Por esta razén comprender la complejidad
del sistema nervioso de un animal superior requiere de un andlisis detallado a
muchos niveles tales como el genético, el celular, el fisioldgico y el desarrollo.
Para nosotros es particularmente interesante estudiar como las neuronas

interactian formando circuitos neuronales que controlan funciones especificas.

Introduccion:

Si algo nos ha mostrado la historia de la neurobiologia es que el desarrollo del
sistema nervioso es extremadamente complejo. El estudio de redes o circuitos
neuronales es un importante tema de estudio para entender cémo funciona el
sistema nervioso (Hua JY ef al., 2004). La formacién de redes neuronales se da
por la "creacién” o “destruccién” de conexiones sindpticas entre un subgrupo
de neuronas interconectadas. Es asi como podemos relacionar la funcién
genética con la regulacién a nivel celular; por ejemplo los genes involucrados
con el transporte retrogrado y anterogrado en las neuronas, que se expresan
diferencialmente en una poblacién definida de neuronas y glia durante el

desarrollo, conducen a la formacién de estructuras en el cerebro involucradas



en una funcidn determinada. En el ratén se han estudiado ampliamente la
formacidn de estos circuitos neuronales con diversos marcadores moleculares
y celulares en los que se han encontrado mapas definidos de conexiones en el
hipocampo, con un nivel de precisién de una sola neurona (Maskos. ef al. 2002).

Si bien estudiar el sistema nervioso de un mamifero es sin duda la
aproximacién mds interesante, es dificil desde el punto de vista metodolégico,
por eso elegimos un modelo que nos permita una mayor cantidad de
herramientas técnicas para su estudio. Un modelo con un sistema nervioso lo
suficientemente complejo como para realizar comportamientos especificos y

con un numero razonable de neuronas como para ser analizadas.

Tal es el caso de la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, que cuenta con
aproximadamente doscientas mil neuronas, éste sistema nervioso
relativamente pequefio entre los insectos de vida libre, le permite tener
conductas complejas como el aprendizaje, y es un modelo sencillo de estudio en
comparacién con mamiferos y otros organismos. Drosophila es un organismo que
permite utilizar una gran cantidad de herramientas genéticas, moleculares y
celulares para su estudio; la mosca de la fruta ha sido por muchos afios un
modelo ideal para estudios de genética y es utilizada por muchos de grupos de
investigacién como un sistema para resolver preguntas acerca del sistema
nervioso. No es casualidad que se haya usado a la mosca de la fruta como uno
de los primeros modelos del desarrollo del sistema nervioso. D. melanogaster
tiene la caracteristica de tener una recombinacién casi nula en los machos
(Hiraizumi. 1971), la ventaja de poder marcar cada cromosoma y mantener lineas
estables con “balancers” (cromosomas que no recombinan), y miles de lineas con

mutaciones, inserciones, deleciones y genes reporteros. Su genoma esta



secuenciado en su totalidad y existe una gran variedad de técnicas disefiadas y
estandarizadas que permiten resolver muchas preguntas. Una ventaja de D.
melanogaster como modelo, es que se ha descrito con gran detalle tanto su
ciclo de vida como la organizacién bdsica de su sistema nervioso a lo largo de

sus diferentes estadios de vida (Demerec., 1946. Hertweck., 1931. Taylor., 1992),

El ciclo de vida de D. melanogaster desde el huevo hasta la eclosién del
individuo adulto es de 8 dias a 25 C. La embriogénesis comienza con 13 rdpidas
divisiones sincrénicas del nicleo ya fecundado, y posterior a esto sucede la
celularizacién. A partir de este momento se le conoce como blastodermo
celular.

Este consta de 17 estadios, a largo de los cuales se llevan a cabo cambios
morfolégicos importantes como la gastrulacidn (estadio 6-8), en donde se
forman las tres capas celulares mds importantes para la formacién de los
tejidos especializados que tendrdn lugar en la larva (Bate and Martinez., 1993).

El sistema nervioso central (SNC) de la mosca se forma durante las primeras
24 horas de la embriogénesis. En las etapas mds tempranas (estadios 5-7) las
células de la parte polar y la parte media ventral del blastodermo se invaginan,
con este movimiento se generan tres capas celulares: las que células que
permanecen en la superficie se les conoce como ectodermo, y las que se
invaginan endodermo y mesodermo. La regién ventral media del ectodermo se
convierte en el neuroepitelio formado de una ldmina uniforme de células
ectodermales. Durante la gastrulacién (estadio 8) el ectodermo, mediante una
delaminacién, da origen precursores neurales |lamados neuroblastos (NB).

Después de la gastrulacién estos NB comienzan a segregarse para empezar a



dividirse. Cada uno de ellos, a través de 70 divisiones asimétricas en promedio,

_genera un linaje propio. (Doe., 1985. Doe., 1992; Broadus ef al., 1995, Bossing., 1996).

Las células provenientes de un mismo linaje embrional mantienen esta identidad
en la larva y el adulto. Al rededor del estadio 13 comienza la diferenciacion
neuronal y en el dltimo estadio el sistema nervioso central esta practicamente
formado y se reconocen las estructuras del cerebro y del ganglio compuesto.

(Hartensen., 1993) (Fig.1).
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Fig. 1 Embri6n de larva con su respectivo corte transversal. A- estadio 8. B- estadio 9. C- estadio 17. D-
Regidn ventral neruogénica (vino). E-Neuroblastos (azul obscuro) F- Mesoectodermo (azul claro) G-

Mesodermo H-Cerebro (neuronas y células progenitoras color morado) (Modificado de Hartensen., 1993).

La actividad funcional del sistema nervioso se define por el comienzo de los
movimientos musculares después de las primeras 12 horas de vida del embridn:
ademds de la aparicién de actividad de acetilcolinesterasa en el SNC, la cual no

es apreciable antes de las 10 horas, y posteriormente el pico en la actividad de



ésta enzima corresponde al periodo de mayor movimiento en la larva (Poulson
and Boell, 1946).

La larva pasa a través de tres estadios y de dos mudas. La primera ocurre a las
25 horas, la segunda a las 48 horas y finalmente la formacidn del pupario

alrededor del cuarto dia.

A B C D

Fig. 2 Estadios Larvarios y Pupales de D. melanogaster. A-Primer instar. B- Segundo instar. C-Tercer instar.
D-Prepupa. E-Pupa (Modificado de Demerec., 1946)

En la larva el sistema nervioso central se localiza en el tercer segmento
tordxico ocupando hasta el final del primer segmento abdominal (Fig.3) y en la

pupa y el adulto se localiza dentro de la cabeza y el térax (Fig.4).

Cerebro

Fig.3 Larva de tercer Instar. A.-Traquea. B.- Disco Antenas. C.- Disco Ojo. D.-Disco Primer Par Patas. E.-Disco Scgundo Par
Patas. F.-Disco Tercer Par Patas. G.- Disco Alas. H.-Disco de Alterio. I.-Testiculos. J.-Ovarios. K.-Discos Genitales (Modificado de
Demerec., 1946).




Fig.4 Localizacién del sistema nervioso central en el desarrollo de D. melanogaster. A.- Larva de tercer Instar.
B.-Pupa. C.-Adulto. (Modificada de Hartenstein, 1993)

El cerebro de la larva consta de dos hemisferios, y un ganglio ventral
compuesto. Los dos hemisferios estdn conectados entre si en la parte ventral.

Toda la estructura de la cabeza estd conectada a través ganglio subesofdgico
con el ganglio ventral compuesto (ganglio tordxico-abdominal 6 GTA). El GTA
estd compuesto por tres pares de segmentos del ganglio tordxico y ocho pares
del ganglio abdominal. La region mds anterior del ganglio ventral inerva a los
musculos maxilares, los misculos de la cabeza y érganos sensores de esta
region. Del primer y segundo ganglio tordxico surgen los nervios del primer y
segundo par de patas, ademds del primer y segundo segmento tordxico y
organos sensores de esta region. El tercer ganglio inerva al tercer segmento
tordxico directamente y de forma indirecta esta comunicado con el tercer par

de patas (Demerec, M., 1950) (Fig. 5).




T2 Segundo par pata

Fig. 5. Cerebro de larva de tercer instar vista lateral A.-l6bulo 6ptico. B.-Ganglios toraxicos T1-3. C.-
Ganglios abdominales 1-8. D.- Ganglio Subesofagico. (Modificado de Demerec., 1946)

En la larva, la proliferacién neuronal es completada poco antes de convertirse
en pupa y la metamorfosis es el momento en el desarrollo para la maduracién
y/o remodelacién de las nuevas neuronas adulto-especificas (Truman., 1988)

(Fig.6).
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Fig. 6. Cambios del SNC de Drosophila durante la metamorfosis. A.- Cerebro. B.-Neurémeros
Toréxicos 1-3. C.-Neurdomeros Abdominales D.-Pupacion. E.-12 horas después de pupar. F.- 24
horas. G.-48 horas, H-.78 horas (Modificado de Truman, 1990)



La metamorfosis empieza cuando la larva deja de alimentarse
aproximadamente al cuarto dia, sus movimientos cesan totaimente, everte sus
espirdculos y se transforma en un pupario inmévil. Después de esto la cuticula
se torna rigida para proteger a la pupa en su interior, mientras se diferencia a
la etapa adulta. La estructura de la cabeza everte alrededor de las 12 horas
después del inicio de la pupacién y tres dias después la mosca adulta emerge.
La mosca adulta tiene la estructura de la cabeza bien desarrollada, y contiene
a las estructuras de los ojos y las antenas, mientras que el térax y parte del
abdomen llevan a cabo las funciones motoras pues se encuentran en el las

patas, las alas (Fig.7).

Fig.7 A.-Mosca adulta. Ojos color rojo. Cabeza color naranja. Térax color amarillo. Patas y alas color
café. Abdomen color verde (Modificado de Hartenstein., 1993}

El que la anatomia del cerebro de la mosca esté tan bien caracterizada, ha
convertido a Drosophila en un modelo pionero en el estudio de circuitos
neuronales. Los primeros descubrimientos acerca de desarrollo neuronal fueron
hechos este modelo y poco a poco fueron extrapolados a mamifero. Se han
hecho mapas con el nimero y posicidén exacta de diferentes NBs, en cada
segmento del ganglio tordxico, ademds de que se ha caracterizado la identidad

de su linaje (Bossing, 1996. Schmidt, 1997). Muchos de los mapas neuronales y la
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identificacién de los genes involucrados en el desarrollo del SNC se han
logrado identificar mediante estrategias genéticas (Kiambt and Goodman, 1991).
Normalmente las bisquedas han sido en screenings o bisquedas de perdida de
funcién, en los que la disrupcién de un gen se reflejaba en un fenotipo dado
(Seeger el al., 1993, Salzberg el al., 1997, Hummel et al., 2000). Esta es una
metodologia muy usada y ampliamente validada pero tiene un problema y es que
hay genes que escapan a esta clase de bdsqueda, pues la redundancia puede
compensar la perdida de un gen y no ver el fenotipo de la forma en que lo
estamos buscando. Se ha estimado que dos terceras partes de los genes no
son fdcilmente identificados por esta clase de técnicas (Huang ez al., 2000). Es
por esto que otras aproximaciones como los screenings de ganancia de funcién
al igual que la expresidn ectdpica de genes son una alternativa y pueden usarse

de forma conjunta para tener un panorama mas completo.

Nuestra aproximacién para entender un poco mas acerca del sistema nervioso
de Drosophila melanogaster es caracterizar circuitos neuronales
caracteristicos que causan fenotipos motrices, causados por la insercion de un
elemento P que atrapo las secuencias regulatorias de genes del sistema
nervioso central. Esta técnica se llama “Enhancer Trap” (O'Kane and Gehring.
1987), que combinada con el sistema bipartito UAS/6AL4 (Brand and Perrimon.

1998) es especialmente adecuada para nuestros objetivos.

El sistema UAS-GAL4 utiliza dos médulos funcionalmente independientes UAS
y GAL4,
El gen GAL4 codifica para una proteina de 881 aminodcidos que se une al DNA

de forma dimérica. Fue identificada en Saccharomyces cerevisiae como un
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regulador trancripcional maestro de la transcripcién. Se ha estudiado y
demostrado el papel de GAL4 como activador transcripcional (Ptashne., 1988) y
se ha corroborado que su unién al DNA es directa y especifica a una secuencia
especifica conocida como upstream activator secuences (UAS) (Giniger, et al.,
1985). GAL4 no tiene secuencias blanco en el genoma de Drosophila y ha sido
expresando en diversos tipos celulares sin presentar efectos o toxicidad
alguna (Laughton and Gesteland., 1984).

Se ha demostrado que GAL4 es capaz de activar la transcripcion de genes
reporteros que se encuentran bajo el control de secuencias UAS en diversos

organismos, incluyendo Drosophila melanogaster (Fischer et al. 1988)

Primero tenemos una linea de mosca que tiene insertado un elemento P-GAL4,
éste tienen la capacidad de "atrapar’ las secuencias regulatorias de genes
vecinos, expresando asi GAL4 en un patrén espacio temporal similar al del gen
capturado y por otro lado tenemos una linea de moscas que tiene las secuencias
UAS fusionadas a un gen reportero.

Cuando se cruzan estas dos lineas de mosca, en la progenie que hereda ambos
elementos, se observa un fenotipo. Por lo tanto a menos que GAL4 se encuentre

presente, el gen reportero se encontrard apagado.

Una cualidad muy importante este sistema es que podemos dirigir la bdsqueda
de forma tejido especifica con respecto al tipo de gen reportero que
utilicemos. Como nuestro interés principal esta en encontrar genes del sistema
nervioso podemos usar un reportero que solo afecte a neuronas. Para ello la
cadena ligera de la toxina de tétanos (Tetlx), es una herramienta ideal ya que

inhibe la liberacién sindptica mediada por calcio (Sweeney ef al. 1995).
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Lacadena ligera de la toxina de tétanos es una metaloproteasa de zinc, que
bloguea la neurotransmicién ya que corta a la proteina sindptica de membrana
asociada a vesiculas sinaptobrevina (VAMP) (Vederio ez al., 1999). Estd formada
por una cadena pesada de 100 kDa y una cadena ligera de 50 kDa unidas por un
puente disulfuro. La cadena pesada esta involucrada en la unién e
internalizacién a la neurona v la cadena ligera es la metaloproteasa que corta
de forma selectiva a la sinaptobrevina.

La Tetlx actia de dos formas: extracelularmente se pega a las uniones
heuromusculares, e intracelularmente esta involucrada en el transporte
retrogrado del cuerpo neuronal al cordén espinal de las motoneuronas y la
inhibicién sindptica. (Niemann er al., 1994; Schiavo er al., 2000). Solamente
usaremos la cadena ligera de la toxina, ya que asi se inactiva solamente la

neurona que la expresd.

Esto hace que el sistema este dirigido especificamente al sistema nervioso. Con
esta toxina las neuronas no mueren pero quedan inhibidas en la liberacién de
neurotransmisores, lo que las hace quedar en "silencio” con respecto a su
entorno de comunicacién. La expresién de la Tetlx fuera del sistema nervioso
no presenta ningin fenotipo ni alteracién alguna, puesto que su accién es
especifica de neuronas.

Anteriormente en el laboratorio se construyé una coleccién de lineas con
inserciones independientes de un elemento enhancer trap P-GAL4 de D.
melanogaster (Valentin ef al., en preparacion). Estas moscas expresan GAL4 en un
patrén definido por el contexto genémico en el que cayé la insercién del

elemento P. Podemos atrapar muchas secuencias regulatorias en el genoma ya

13



que estas inserciones caen de manera casi aleatoria. Estas lineas con la
insercién del elemento P-GAL4 se utilizaron para dirigir de manera especifica
la expresién de un gen reportero (UAS-GAL4), en nuestro caso usamos la
cadena ligera de la toxina de tétanos (Tetlx). Esta al expresarse en las
neuronas las inactiva causando un fenotipo evidente. En cada una de estas
lineas independientes, la insercién atrapé las secuencias regulatorias de un gen

distinto,

Existen tres posibilidades con respecto al tipo de gen atrapado:

Primero que la insercién haya caido en un gen no neuronal, por lo tanto no
veriamos un fenotipo, ya que la proteina GAL4 se estaria expresando fuera del
sistema nervioso y se uniria a la secuencia UAS-Tetlx expresando a la toxina

de tétanos en donde no es capaz de actuar.

Segundo si la insercién si cayé en un gen neuronal, pero que éste sea de
expresién generalizada. En este caso e! sistema nervioso se apagaria y no
podriamos identificar un circuito neuronal discreto y un gen de expresién de
tan generalizada no nos interesa estudiarlo. Estas dos posibilidades son

excluidas de nuestra seleccién dado el tipo de filtros que usamos en el andlisis.

El tercer caso seria que la insercion haya caido en un gen que se expresa en un
circuito neuronal discreto, es decir uno en que se expresan solo unas pocas
neuronas con una funcién en comin, y que la inactivacion de éstas tuviera un

fenotipo definido para poder estudiarlo.
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Lo que buscamos en nuestra coleccidn fueron aquellas lineas que presentaron
deficiencias motrices como resultado de la inactivacidn selectiva de sus
neuronas por la Tetlx, la cual refleja el patrén de expresién de GAL4

(Enhancer Trap).

Una vez que se tienen las lineas con fenotipos identificados, se puede utilizar
otros genes reporteros tales como lacZ o GFP para visualizar directamente los
circuitos neuronales. El uso de reporteros como estos, nos permitirdn

visualizar la expresion de GAL4 a lo largo del desarrollo.

Nosotros decidimos utilizar la Proteina Verde Fluorescente (GFP) como
reportera en nuestro sistema. No interfiere con el crecimiento ni con la
proliferacion celular y no es toxica (Yeh, er al,. 1995. Chalfie M. ef al. 1994. Chalfie
M. 1995). Ha sido validado como gen reportero y usado ampliamente en mosca
para visualizar su sistema nervioso, esto en combinacion con el sistema UAS-
GAL4 (Sun Banhua ef al., 1999, Murria ef al., 1998). Ademds existen fusiones con
otras proteinas que sirven para dirigir la localizacién de la GFP dentro de la
célula. Dos de estas fusiones fueron de gran utilidad para este trabajo, pues
existian reportes de sus caracteristicas en Drosophila que nos interesaban. La
mCDB-GFP marca de forma preferencial membranas (Lee and Luo. 1999) y la
TAU-GFP dirige la localizacién hacia dendritas y procesos axonales en las
neuronas (Lester I ef al., 1985. Butner and Kirschner 1991). Asi tenemos una gran
variedad de herramientas moleculares para discernir con mayor claridad estos
circuitos neuronales, ademds es mayor la precisién con la que podemos ver al

reportero, usando microscopia confocal y de fluorescencia.
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Objetivo:

Caracterizar a nivel celular y molecular las inserciones 10834, 242D y 3A42.

Objetivos Particulares:

Caracterizar el fenotipo de las inserciones 1DB3A, 242D y 3A42 en la progenie,

mediante la cruza con las moscas UAS-Tetlx.

Identificar los circuitos neuronales de estas lineas mediante el gen reportero

GFP y dos de sus variantes, con microscopia confocal y/o de florescencia.

Encontrar la secuencia del sitio de insercidn de cada linea mediante la

secuencia obtenida con un PCR reverso.

Identificar el gen adyacente afectado por la insercién mediante un andlisis tipo

BLAST.

Corroborar el sitio de la insercidn por PCR

16




Metodologia:

Construccion de una coleccidn de lineas con inserciones independientes de un

elemento P-GAL4:

Usando una transformante parental que tenga una insercién dnica en su genoma
de un elemento-P capaz de “saltar” a otro sitio, podemos generar una gran
cantidad de nuevas lineas con inserciones independientes por simple
transposicion (Zhang and Spradling., 1994), cada una de las cuales tendrd un patrén
de expresion de GAL4 diferente.

Esta linea parental tiene insertado en el cromosoma X un elemento P (p[GAwB))
modificado (Brand and Perrimon., 1993), el cual lleva podemos seguirlo porque lleva
el gen whitey el gen que codifica para GAL4. Este elemento no es auténomo, ya
que no puede "saltar” por si mismo, es decir esta inactivo porque no contienen
el gen de la transposasa.

Por otro lado tenemos una linea de moscas que expresa la transposasa, que es
la proteina responsable de la escision e integracién de un transposdn en el
genoma huésped (Robertson ef al., 1988).

Al cruzar ambas lineas, la progenie que herede ambos cromosomas pondrd en
contacto el elemento P-GAL4 con la fuente de transposasa proveniente de la
otra linea parental. Esto le permitird saltar del sitio original en donde se
encontraba. En una proporcidn de la progenie veremos nuevas inserciones
resultado de la movilizacién del elemento P original hacia nuevos sitios (Fig. 8).
Las nuevas inserciones pueden caer tanto en el cromosoma X, donde se

encontraba originalmente, como otros cromasomas (Cooley et al, 1988).
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Seleccionamos las inserciones que cayeron en el segundo y tercer cromosoma

debido a que metodoldgicamente es fdacilmente sencillo (Rubin G. ez al., 1995).

p[GawB] PlrY+A2-3]
Transposasa

? Cvl”“ X vma& g 0

/

P[rY+A2-3]
Transposasa

A w!liE S Sb
g &ma& X BB Q FI

p[GawB]

wlllS

p[GawB} p[GawB] Nuevq. )
insercién

? sva&eas Lo ST smam éoaéa&s a "

Ojos Rojos Ojos Blancos Ojos Variegados

(Seleccionar)

Fig. 8. Esquema de mobilizacién
Modificado de Cocley et al., 1988,

Esta movilizacidn es azarosa y puede existir mds de una insercidn por individuo
por lo que el siguiente paso es balancear las lineas hasta que todos los
individuos de cada linea tienen la misma insercién repetida una sola vez en su
genoma y marcada para que podamos seguirla.

Es necesario establecer lineas con inserciones (nicas y estables antes de
caracterizarlas. Aproximadamente el 65% de las nuevas inserciones

expresaran GAL4 (Brand and Perrimon., 1993}
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Esquema de cruza de la movilizacién (F0):

FO plGawB]/++/+;+ X W™/ Y: Sp/Cyo: P [rY+A2-3], Sb/Tm2, Ubx
F1 p[GawB)/ ¥ Cyo/+: P [r¥+A2-3], Sb/+ X W'/ W' Sp/Cyo; Sb/Tm2, Ubx

F2 W' /Y. p [awB]/Cyo; Sb/Tm2, Ubx O W' /Y: Sp/Cyo; Sb/ p (6awB] (nuevas inserciones)

Es importante recordar que el fenotipo de las moscas con la transposasa es de
ojos blancos y tienen Sb, por lo tanto tienen pelos cortos. Y las que tienen la
insercién tienen ojos rojos, por lo que fdcilmente podemos seguir la insercidn
en la progenie. Como resultado, esperamos ver que se haya movilizado el
elemento P de su posicion original en una proporcion de la progenie.

De esta manera se obtiene una coleccién con un gran nimero de lineas
independientes, en las cuales todos los descendientes de cada linea tienen la
misma insercion repetida una sola vez en su genoma. Esta coleccién podemos
usarla ahora para probarla contra reporteros que nos ayuden a identificar

genes del sistema nervioso mediante e sistema UAS-GAL4.

Sistema UAS-GAL4

En este sistema tenemos dos elementos involucrados: UAS y GAL4. Es muy
importante dejar claro que estos elementos actdan como médulos
independientes, por lo que tenemos una mosca que expresa la proteina GAL4 y
otra mosca que tiene las secuencias UAS-reportero por separado. Y solo
después de cruzarlas, es en la progenie, se heredan ambos elementos; es

donde observamos un fenotipo.
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Usamos un transposén modificado (Tsubota and Dang-Vu., 1991), reportado
anteriormente. El pPTGAL es un vector para probar enhancers in vivo, lo que lo
convierte en una herramienta Util para la generacién de nuevas lineas GAL4 y

para el andlisis de sus secuencias regulatorias (Sharma et al., 2002) (Fig. 9).

iii“_t:i
d TR AN
I
AC “;F;“‘ nisivdie
I R N T T 1
G 1 2 k| 4 5 g 7
b posEpaR msi pHd
PoF T

Fig. 9. Vector P-PTGAL (Modificado de Sharma et al., 2002).

Este vector lleva el gen white de Drosophila melanogaster, el promotor minimo
Hsp70 y el gen GAL4 de Saccharomyces cerevisiae.

No existe GAL4 en la mosca, por lo que solo en aquellas lineas que tengan un
elemento P-GAL4 insertado en su genoma, expresaran la proteina GAL4.
Tampoco existen secuencias UAS de forma endégena en la mosca, por lo que se
construyo una linea transgénica que lleva las secuencias UAS precediendo a un
gen reportero en Drosophila melanogaster (Brand and Perrimon., 1993).

Se sabe que ninguna proteina de Drosophila interactia de forma especifica con
las secuencias UAS. Solo cuando estén presentes en la misma célula la proteina

GAL4 y las secuencias regulatorias UAS podremos ver un efecto de
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interaccion. Asi nuestro gen reportero se expresara solo en las células que
expresan GAL4. Por lo tanto a menos que GAL4 se encuentre presente, el gen

reportero se encontrara apagado.

Esta es la base del sistema UAS-GAL4 en el que ambos elementos actdan como
elementos separados e independientes. Estas caracteristicas permiten a este
sistema una regulacién muy fina y le da grandes ventajas técnicas, como el uso
de moduladores, por ejemplo GAL8O (Suster ez al., 2004), Este es un represor de la
transcripcidn en levaduras, que impide la accién de GAL4 mediante una
interaccion proteina-proteina con su dominio de activador transcripcional. Esto
hace que la proteina 6AL4 unida a la secuencia UAS se incapaz de activar la
transcripcion del gen reportero (Hirst et al., 2001; Melsher and Xu., 2001), Podemos
prender o apagar la expresién tanto de 6AL4 como de GALBO termosensible,
transfiriendo a las moscas 6AL4/6AL80 a la temperatura permisiva para
permitir que se expresé lo que esta bajo el control de UAS en cualquier

estadio de vida de la mosca; esto le da una enorme versatilidad al sistema.

Enhancer Trap:

Al insertarse, el elemento P-GAL4 tienen la capacidad de “atrapar” las
secuencias regulatorias de genes vecinos, expresando asi GAL4 en un patrén
similar al del gen capturado. Esta estrategia de "enhancer trap” nos permite
seguir la expresion espacio temporal del gen atrapado mediante un reportero.
De esta forma tenemos moscas que expresan GAL4 en un patrén definido por
el contexto gendmico en el que cayé la insercién. En teoria podemos atrapar

cualquier secuencia regulatoria en el genoma ya que estas inserciones caen de
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manera semi-aleatoria (Fig. 10). Solo en la progenie, que tiene ambos
transposones (6AL4, UAS-Tetlx) cuando tenemos presentes tanto GAL4 como

la secuencia UAS-Tetlx en la misma neurona, podremos ver un fenotipo

e
Pl

—

Expresién tejido-especifica de GAL4  Activacién Transcripcional del Gene X

Fig.10 Esquema de técnica Enhancer Trap (Modificado de Brand and Perrimon., 1993).

PCR Reverso:

Esta técnica nos permite identificar el sitio de insercién del transposén, la
idea bdsica es digerir el DNA gendmico completo con una enzima de restriccion
que corte frecuentemente en el genoma. Una vez digerido todo el DNA
esperamos tener una serie de fragmentos de diversos tamafios, dentro de los
cuales algunos contendrdn simultdneamente un fragmento del transposén y un
fragmento del DNA geondmico adyacente. Después, ligamos todos los
fragmentos favoreciendo que lo hagan sobre si mismos. Asi obtenemos una
coleccion de fragmentos de DNA circular, algunos de las cuales, llevaran
secuencias de nuestro transposén y secuencias genémicas adyacentes a la

insercion en una misma molécula (Sullivan ez al., 2000).
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Dado que conocemos la secuencia de nucledtidos de nuestro transposdn
podemos predecir los sitios de corte de la enzima de restriccién que usamos y
en base a eso disefiar oligos internos sobre las secuencias palindrémicas del
transposén. Los oligos amplifican lo que se encuentra hacia afuera del
transposdn. Se hace un PCR usando como templado las moléculas de DNA
circularizado para obtener un amplificado, el cual contiene las secuencias
adyacentes al sitio de la insercidn (Fig. 11). Al secuenciar este producto de PCR
se puede usar la informacién obtenida para hacer un andlisis tipo BLAST
contra el genoma completo de Drosophila melanogaster. Esto nos proporciona

informacidn del gen adyacente a la insercién.

Transposé6n

Invertidas repetidas

Sitio de restriccién

DNA gendmico adyacente Mspl
| | «—
GenSrlco pPTGAL pPITGAL  Gendmico
[ Digestion
! Mspl
) P
Ligacidn
Oligo 3’ Fw l

Oligo 3" Rv

Secuenciacion de los productos de amplificacion
BLAST

Fig.11 Esquema de PCR Reverso.
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Materiales y Métodos:

Se crecieron las moscas a 25 C en medio semidefinido (10 gr. agar, 80 gr.
Levadura de cerveza. 20 gr. Extracto de levadura, 20 gr. peptona, 30 gr.
Sacarosa, 60 gr dextrosa, 0.5gr. MgS0O4*(6H20), propidnico 6ml, 10 mi
Nipagin en 1000 ml de agua destilada).

Se cruzo a lineas identificadas por fenotipo con la linea de moscas que expresa
la cadena ligera de la Toxina de Tétanos (Tetlx) bajo el promotor UAS. Con

esto observamos el fenotipo causado por la insercion, y lo seguimos a lo largo

del tiempo.

Esquema de cruzas Progenie seleccionada Fenotipo
IDB3A /Cyo ; Sb/Tm2 X Tetlx/Tetlx; +/+ 1DB3A/ Tet!x ; Sbh/+ Pardlisis
Sp/Cyo ; 2A20/2A20 X Tetlx/Tetlx; +/+ Cyo/Tetlx ; 2A25 /+ Faratos
Sp/Cyo : 3A42/Tm2 X Tetlx/Tetlx: +/+ Cyo/Tetlx ; 3A42/+ Patas chuecas

Para la caracterizacion celular usamos a la proteina verde fluorescente (GFP)
como proteina reportera (Yeh ez al, 1995. Chalfie M. ez al. 1994.). Esto con el fin
de sequir el circuito neuronal a nivel histoldgico con microscopia confocal y de
fluorescencia (Sun Banhua. et al., 1999). Ademds se utilizaron dos fusiones de la

GFP:



TAU-GFP que marca preferencialmente dendritas y axones (Lester [ er al., 1985.
Butner and Kirschner 1991.). Y mCD8-GFP que marca principalmente membranas
(Lee and Luo. 1999),

Esquema de cruzas GFP:

Esquema de cruzas Progenie seleccionada Fenotipo
IDB3A/Cyo ; Sb/Tm2 X UAS-GFP/UAS-GFP ; +/+ IDB3A / GFP ; Sb/+ Fluorescentes
(Toda la céluia)
1DB3A/Cyo ; Sb/Tm2 X TAU-GFP/TAU-GFP; +/+ 1DB3A / TAU-GFP ; Sb/+ Fluorescentes
(Axones y dendritas)
IDB3A/Cyo : Sb/Tm2 X MCDB-GFP/MCDB-GFP ; +/+ IDB3A / MCDB-GFP ; Sb/+ Fluorescentes
{Membranas de
neuronas)
Esquema de cruzas Progenie seleccionada Fenotipo
Sp/Cyo ; 2A28/ 2A28 X UAS-GFP / UAS-GFP ; +/+ GFP /Cyo: 2A25 /+ Fluorescentes
(Toda la célula)
Sp/ Cyo : 2A28/ 2A25 X TAU-GFP / TAU-GFP ; +/+ TAU-GFP/Cyo ; 2A25 /+ Fluorescentes
(Axones y dendritas)
Sp/Cyo ; 2A25/2A25 X MCD8-GFP/ MCD8-GFP ; +/+ MCDB-GFP/Cyo ; 2A25 /+ Fluorescentes
(Membranas de neuronas)
Sp/Cyo ; 3A42 /Tm2 X UAS-GFP /UAS-GFP; +/+ GFP / Cyo: 3A42/+ Fluorescentes
(Toda la célula)
Sp/Cyo : 3A42 /Tm2 X TAU-GFP / TAU-GFP; +/+ TAU-GFP/Cyo ; 3A42/+ Fluorescentes
(Axones y dendritas)
Sp/Cyo : 3A42/Tm2 X MCDB-GFP/ MCDB-GFP ; «/+ MCDB-GFP/+Cyo ; 3A42/+ Fluorescentes

(Membranas de neuronas)
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Se disectd el sistema nervioso centrai (ganglio tordxico abdominal y |ébulos del
cerebro) y se realiaron preparaciones temporales para microscopia.
Las larvas y adultos fueron separadas por sexo para su andlisis posterior y se

prepararon de la siguiente manera:

Larvas:

Se separaron por sexo y se lavaron 2 veces en PBS 1X

Se disectd en ganglio tordxico abdominal y los Iébulos del cerebro.
Se fijo durante 20 min. en formaldehido al 4% en buffer fosfato.
Se lavo Buffer de Fosfatos durante 20 min.

Se coloco en un portaobjetos con citifluor como agente de montaje

Las muestras fueron observadas al microscopio antes de 36 horas.

Adultos:

Se separaron por sexo

Se coloca en un vidrio de reloj con PBS1X

Se disecté el ganglio tordxico abdominal y los |6bulos del cerebro.
Se fijo durante 20 min. en formaldehido al 4% en buffer fosfato.
Se lavo Buffer de Fosfatos durante 20 min.

Se coloco en un portaobjetos con citifluor como agente de montaje

Las muestras fueron observadas al microscopio antes de 36 horas.

Buffer fosfatos:
Fosfato de potasio dibdsico 0.1 M (KH2PO4*2H20.
22.82 gr. en 1Lt Agua destilada. Ajustar ap.H. 7.4
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PBS:
8 gr. NaCl, 0.2 gr. Kcl, 1.44 gr. Na2HPO4, 0.24 gr. Kh2PO4 en 1 Lt Agua
destilada. Ajustar a p.H. 7.4 (Maniatis, T. 1989)

Para el andlisis de PCR reverso se extrajo DNA geondmico de las tres lineas de

forma independiente mediante el siguiente protocolo:

Triturar de 50-100 moscas en 2 ml de Douncing Buffer con un pistilo
suavemente.

Filtrar el homogenizado a través de un poco de fibra de poliéster en una
jeringa de 3ml.

Recolectar el filtrado en un eppendorf y centrifugar 1 min.

Aspirar el sobrenadante y resuspender el pellet en 100l de douncing buffer.
Agregar 300ul de Lisis buffer y mezclar suavemente.

Agregar 400ul de fenol , mezclar suavemente y centrifugar.

Agregar 400ul de fenol+400ul cloroformo mezclar y centrifugar (3X)

Agregar 400ul de cloroformo, mezclar y centrifugar

Precipitar con butanol si es un volumen grande

Precipitar con Ac. de Na. 3M pH 5.2 + Etanol 100% + glicégeno

Lavar con etanol 70% (2 veces)

Dejar secar 20 min. a temperatura ambiente y resuspender en 150 ul de H20.
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Soluciones Stock:

Douncing Buffer: 10ml 10m| Lisis Buffer :

0.15 M Nacl 300 ul (NaCl BM) 100ul 0.3 M Nacl
0.01 M Tris 100 ul  (Tris IM pH8) 50ul 0.05 M Tris
0.005 M EDTA 100 ul (EDTA O.5M pH8) 100yl 0.005 M EDTA
0.2% IGEPAL 200 ul O.1gr 1% NaSarcosy!

Oligos utilizados para hacer el PCR reverso:

Amp 5' Fw CAATCGCCETGAAGACCAGTG.

Amp 5’ Rv CTCCAGTCACAGCTTTECAGLC.

Amp 3’ Fw CAATCATATCGCTGTCTCACTC.

Amp 3' Rv CCTTAGCATETCCETGGEGTTTGAAT.

Se purificé la banda obtenida mediante un kit de Gene Clean en el caso de la
linea 2425 y IDB3A. En la linea 3A42 se obtuve una banda Gnica, por lo que se
utilizo el kit de Montage PCR de Millipore para concentrar y purificar la banda.
Esta se mando a la unidad de sintesis y secuenciacién del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM con los siguientes oligos:

Sec b' FW GCCCAGAAAGTATGTGTCAC.
Sec 5' Rv CACAACCTTTCCTCTCAACAA.
Sec 3’ Fw GACACTCAGAATACTATTC.

Sec 3' Ry CGTGGGETTTGAATT AACTC.

Programa de PCR reverso:

94 * 3 min.

94 * 30 seg. ¢
58* 1 min. 25 ciclos
72* 1.5 min,
72* 10 min.
4*
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Se hizo un BLAST con los resultados de la secuencia obtenida en:

http://flybase.net/blast/

Para correborar la insercion por PCR se disefiaron y sintetizaron los siguientes

oligos para cada linea:
IDB3A: ZincFw AATTCGAATGTGTG6AGGECA.
Zinc Rv CTAATGCGTTTCAGACTC.

2A28: MurafFw GCTTTCGGTCCATATCCA.
Mura Rv ATACGTGCGTGETTAGTT.

3A42: Fw GAGTCTATGTACCTAAGCC.
RV CTCTAACTCCTCTGGCATT.
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Resultados:
Se caracterizd el fenotipo las lineas con las diferentes inserciones
mediante la cruza con moscas que expresaban la Toxina de Tétanos bajo el

control de UAS.

Caracterizacion de la insercion IDB3A:

La progenie con genotipo IDB3A/Tetlx presentd una pardlisis motora total a
la semana de que eclosionan los adultos, como resultado de la inactivacién
selectiva de sus neuronas por la Tetlx. Antes de paralizarse, las moscas
fueron fértiles y depositaron huevos en el medio, los cuales eclosionaron
posteriormente; lo cual es interesante ya que imita hasta cierto punto los
sinfomas de algunas enfermedades neurodegenerativas humanas como la
perdida progresiva y prematura de la capacidad motriz.

Se identifico el patrdn de expresion de GAL4 en el sistema nervioso central
larvario utilizando el gen reportero GFP. La progenie IDB3A/GFP expresé a
la proteina 6FP en un nimero reducido de células que podrian representar a

un circuito neuronal discreto en el Ganglio Tordxico Abdominal (Fig. 12).

Fig.12. Cerebro de larva mosca. A-Cerebro B-Ganglio Toraxico Abdeminal. C-Linea IDB3A/GFP.



El circuito neuronal que atrapamos mediante la insercién del elemento P-
GAL4 en la linea IDB3A, estd involucrado en el fenotipo de pardlisis que

observamos debido a que solo lo observamos en presencia de la Tetlx.

Una vez identificado el circuito neuronal, nos enfocamos a encontrar el sitio
en donde cayo la insercién, porque es importante identificar el gen
atrapado para buscar si tiene un posible papel en el sistema nervioso o no.
Para esto se extrajo DNA gendmico de moscas IDB3A/CYO (Fig. 13) que se
digirié con una enzima de restriccion para hacer un PCR reverso, con el fin

de obtener un producto de amplificacién para secuenciarlo (Fig. 14).

23,130 pb
9416 pb
6,557 pb

4,361 pb
2,322 pb
027 pb

(S

564 pb

A-hindi  IDB3A 2A2D 3A42 SALU3AL MSP1

Fig. 13 Marcador de pesos moleculares A-Hindi LI (carril 1). DNA gendmico de las lineas 1DB3A, 2A23 y
3A42 respectivamente (carril 2, 3 y 4). Digestion del DNA de la linea IDB3 A con las enzimas de restriceion
SAU3AI (carril 5) y Mspl (carril 6) (gel de agarosa 1%, bromuro de etidio)



1 2 3 4 5

2,072 pb

1,500 pb

500pb

100 pb Control Oligo 5* Oligo ¥’

Fig. 14 Marcador de pesos moleculares (100pb) (carmil 1). Control de amplificacion (carril 2 y 3). PCR
usando como templado DNA de la linea 1DB3A digerido con la enzima de restriccion SAU3AIL con lo
oligos Amp 5° (carril 4) y Amp 3’ (carril 5) (gel de agarosa 1%, bromuro de etidio).

Se incluyeron dos contrales positivos de amplificacién, usando como templado
DNA digerido de las lineas 2425 y 3A42 (Fig. 14 carril 2 y 3), con oligos
disefiados para amplificar el fragmento silvestre de 630pb. En el carril 5
observamos que amplificamos tres productos de PCR de diferente peso
molecular cuando usamos los oligos Amp 3' (flechas) los cuales se mandaron a
secuenciar. Mientras que usando los oligos Amp 5' no lograron amplificar
ninguna banda con las condiciones que utilizamos (Fig. 14 carril 4). Los tres

productos dieron la misma secuencia.

Resultado de la secuencia:

TATTTTAAAGTTTTATTTTTCATAATTTGGAGTTTCCAATTAACTTTTGTTTITTGATTITTTAATTITCAATTTT
TTTGTTGAAGTACTTAATTCTAAAATATATTCTAATTTTAAAATAAAAAGATTTTACTTGTTTATCAACATCG
ACGTTTCGCGETGCTAATATTAATTTTTCCTTTACATTATTTGTAATTTCACAATTATTATTATTITGTATAATG
CAAAAAAATACATTCTAGCTCTTTTAACTTCTCTTGAAATTTTTCGGACGECTTAATAAGTCCGCCGTGAGACAC
CTCETCGACNTATETAAATETCAAATTTTCTTTTACTTTGTCACTGNATTCTCAANTTTGET
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Primero hice un alineamiento contra el vector pPTGAL para identificar que
parte de la secuencia correspondia al elemento P y cual al DNA geondmico
adyacente a la insercién, encontrando que de la base 3 a la 29 (azul) de
nuestra secuencia tenia un 100% de homologia con el vector, por lo que
descartamos este fragmento y usamos para el BLAST, dnicamente la secuencia

desconocida correspondiente al gen adyacente a la insercion.

PPTGAL: 3409 caaattattaaaaataaaactttaaaa 3435
FEErEret tEber e

ID33A : 29 caaattatgaaaaataaaactttaaaa 3
Esta secuencia se utilizé para hacer un andlisis tipo BLAST comparando la
secuencia de! nucledtido 50 al 250 contra el genoma completo de Drosaphila

melanogaster (Fig. 15).

Fig. 15 BLAST

Color Key for Alignnent Scoreas

1

Ji

Il

i

2C093098 : Drosophila melanogaster, chromeosome 2R, region 47E-48... 415 0.008
ACO05653 : Drosophila melanogaster chromosome 2 clone DS02304 (D... 45 0.008
ACO05638 : Drosophila melarogaster, chromosome 2R, region 47E1-4... 15 0.008
REC03826 45 0.008
ACC93098 415 0.008
ACO05638 _4s 0.008
ACO018190 _ 45 0.008
ACO05653 45 0.008
AE003826 type=scaffold; loc=2R:6219987..6530078; ID=ARL003826; na... 45 0.008

|
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BcDNA:1LD05335 AY069340 [similar by BLASTN (0.0) to CG11163-RA
"Transcript of gene CG11163 location 41F9%-41FS"

Homologia 92%

IDB3A: 45 aaaatatattctaattttaaaataaaaa 72

PEEEEEEEer ety e il
AY069340: 1887 aaaatatattctaattttagaattaaaa 1814

El loci AY069340 contiene al gen CG11163; este codifica para un RNA
mensajere CG11163-RA de 1928 nucleétidos y que a su vez se traduce en una

proteina de 498 aminodcidos.

Esta proteina tiene un dominio de transportador de salida de cationes, lo que
probablemente le da una actividad de transportador de zinc, no existe
evidencia experimental de que tenga esta actividad, y solo es inferido por
homologia de secuencia.

La insercién se encuentra en el brazo R del segundo cromosoma, en la posicion
41F9, lo cual correlaciona con nuestros datos genéticos, ya que el mapeo de la
insercién corresponde al segundo cromosoma (Fig. 16).

Existen tres alelos reportados, 2 alelos mutantes (EP2070 y K600356) para

los cuales no se tiene reportado fenotipo, y el alelo silvestre.

Chr 2R:853645..981726 CG11163
A1F8 41F9 41F18  41F11

rd

Fig. 16. Localizacién Citogenética Cromosoma 2, Brazo R 41F9-41F10
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http://flybase.bio.indiana.edu/ bin/fbidg.htm{?FBgn0025693&content=full-report

Para corroborar que la insercién se amplifico por PCR un fragmento usando un
oligo del elemento P y otro que amplifica parte de la secuencia del gen C611163

(Fig. 17). 1 2 3 4

23,130 pb
9416 pb
6.557 pb
4,361 pb

2,322 pb
2,027 pb

564 pb

A-hindi 1DB3A InFwt
Control Amp ¥Fw Amp. 5'Fw

Fig.17 Marcador de pesos moleculares L-Hindi III (carril 1}. Control de amplificacién esperando 356 pb del
gen CG11163 con oligos Zn Fw y Zn Rv (carril 2}. Producto de PCR de la linea 1DB3A heter6ciga, con
oligos Zn Fw v Amp 5> Fw (carril 3). Producto de PCR de la linea IDB3A heteréciga, con oligos Zn Rv v
Ampl. 3’ Fw (carril 4). (Gel de agarosa 1%, bromuro de etidio)

Se corroboré la insercion por PCR ya que se amplifico un fragmento usando el
oligo del gen Zn Fw y el oligo Amp 5' Fw del elemento P. Asi mismo se hizo un
PCR control usando todos los oligos por separado para comprobar que no se

amplificara ninguna banda al usar el oligo solo sin su complementario.
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Caracterizacion de la insercion 2A23:

En el genotipo Tetix/+ ; 2A28/+ la mayoria de los machos fueron incapaces de
eclosionar (faratos), presentando anormalidades en el desarrollo. Sin embargo

las hembras parecen ser normales y no pudimos encontrar un fenotipo asociado

a dicho genotipo (Fig. 18).

Fig.18 A.- Mosca macho 2A28/Tetlx antes de eclosionar “faratos” B.-Mosca antes de eclosionar
macho controi. C.- Patas. D.- Alas

Se identificé el patrén de expresidn de GAL4 en el sistema nervioso larvario
utilizando como reportero GFP. La linea con genotipo 2A25/GFP atrapé un

grupo de neuronas en el ganglio tordxico abdominal de larva (Fig. 18).

Tanto en machos como en hembras se observd el mismo patrén, y en vista de
que daba mucho ruide ya que la GFP llena a las neuronas completas, usamos la
proteina TAU-GFP, que marca preferencialmente axones como reportera. Con

esto se definid mucho mejor el circuito {Fig. 20).
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Fig. 19 Cerebro de larva mosca. A-Cerebro B- Ganglio Toraxico Abdominal. C- Linea 2A28/GFP

y

AW,

AT

Fig. 20 Cerebro de larva mosca. A- Cerebro B- Ganglio Torixico Abdominal. C- 2A28/TAU-GFP.

Una vez identificado el circuito neuronal, nos enfocamos a encontrar el sitio en
donde cayd la insercidn. Para esto se extrajo DNA geonémico de moscas con
genotipo 2A23/Tm2, el cual digerimos con la enzima de restriccién MspI (Fig.
21). Usando esté DNA digerido como templado, se hizo un PCR reverso (Fig.
22). El producto de amplificacidn obtenido fue secuenciado para determinar el

gen adyacente a la insercién de nuestro elemento P.
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23130 pb
4361 pb
2322pb
2.027pb

23.130 pb
9416 pb 564 pb
6,557 pb

1361 pb

Ahindi 3A42 2A25 Ahindi 2A25
(Mspl)

Fig.21 Marcador de pesos moleculares A-Hindi 111 (carril 1 y 4). DNA gendmico de las lineas y 3A42 y

2A28 respectivamente (carril 2 y 3). Digestién DNA de la linea 2425 con la enzima de restriccién Mspl
(carril 5) (gel de agarosa 1%, bromuro de etidio)

23,130pb
9,416 pb
6,557 pb

4361 pb

2,322pb
2.027pb

564 pb

Fig.22 Marcador de pesos moleculares A-Hindi 11l (carril 1). PCR usando como templado DNA de la linea
2A23 digerido con la enzima de restriccién Mspl con lo oligos Amp 5°(carril 3) y Amp 3’(carril 2, 4, 5) (gel
de agarosa 1%, bromuro de etidio).

En los carriles 2, 4 y 5 observamos que se amplificaron dos productos de PCR
de diferente peso molecular cuando usamos los oligos Amp 3' (flechas), los
cuales se mandaron a secuenciar con los oligos Sec 3' Fw y Sec 3' RV. Usando

los oligos Amp 5' no amplificamos ninguna banda en estas condiciones (carril 3).

Resultado de la secuencia Sec 3' FW:
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CATATATTAGCGAAATTATT TTGTAGAGTTTCTATCTETTTAATAATETGCGAGTACGCAAAGCTTEGCTGCAGGTCGAL
TCTAGTGEATCTAATCAGTGAGCCATAGCGCTTCTTCTTTGTTTCCCCCCACCAAAAAAAGTTGCAAAAGAAGCAGACAL
TTTGTCTACGCGATTCGE6ACATETTCETETGTTTATTAACCTAGTECATGATGAAATAACATAAGGTGGTCCCGTCGGE
AAGAGACATCCACTTAACGTATGCTTGCAATAAGTECEAGTCGAAAGGAATAGTATTCTGAGTGTCETATTGAGTCTEAGT
GAGNGCCCCAANTATGATTGAATG

Resultado de la secuencia Sec3' RV:

CTGCCTTATTGCAGCATACETTAAGTGGATETCTCTTEGCCEACEE6ACCACCTTATETTATTTCATCATGCACTAGSTT
AATAAACACACGAACATGTCCCGAATCECETAGACAAAGTETCTGCTTCT T TTGCAACTTTTTTTGGTEGEEGEGAAACAA
AGAAGAAGCGCTATGGCTCACTGATTAGATCCACTAGAGTCGACCTGCAGCCAAGCTTTECGTACTCGCAAATTATTAAA
AATAAAACTTTAAAAATAATTTCGTCTAATTAATATTATGAGTTAATTCAAACCCCAGAACCATTGCTAAGGAGCATATA
TTTACACAATGETAACGCGECTCACCTETTACACAGT TTGGGLTAGAAAAATAGCAAAAATAGCATTATTACCTATAGTT
ACCTATGTTCTATTCCATCTAATAACGTAATETATCTTGAAATETATCTTGCAGTGCATETTGCAGTGTATCTTGCAGTE
CATCTTECAGTETATCTTGCAGTGTATCTTGCAGTENATCTTE6CAATETATCTTGAAATETATCTTGCAGTEL

Después de descartar la secuencia del vector pPTGAL encontramos la siguiente
secuencia gendmica:

Sec 3' FW:

PPTGAL: 3516 ctcactcagactcaatacgacactcagaatactattcctttcactcgecacttattgcaag 3575

(R R R AR RN R R AR AR RN R R RN
3n42: 323 ctcactcagactcaatacgacactcagaatactattectttcactcgcacttattgcaag 264

PPTGAL: 3576 catacgttaagtggatgtctcttgocgacgggaccacettatgttatttcatcatyg 3631

PEPEEEREETE ettt r e e et
3R42 : 263 catacgttaagtggatgtcrtcttgecgacgggaccaccttatgttatttcatcatg 208

pPTGAL: 3364 ttagatccactagagtcgacctgcagcccaagcetttgegtactcgeaaattattaaa 3420

PEETYTEEEE e et e e et e et et et et
3R42: 94 ttagatccactagagtcgacctgcag-ccaagetttgegtactecgeacattattaaa 39

PPTGAL: 6392 catgatgaaataacataaggtggtcccgtcg 6422

FEEEEERRErrrrrr e e rrreetl
3R42: 208 catgatgaaataacataaggtggtcccgtcg 238

! .
Sec 3'RV:
PPTGAL: 3364 ttagatccactagagtcgacctgcagcccaagctttgegtactcgecaaattattaaaaat 3423

FERETEEEEET et e e e e ettt
3n42: 185 ttagatccactagagtcgacctgcagcc-aagctttgegtactecgcaaattattaaaaat 243

PPTGAL: 3424 aaaactttaaaaataatttcgtctaattaatattatgagttaattcaaacccca 3477

PEEETEEE R e ettt r e b et e by e e e e
3n4d2: 244 aaaactttaaaaataatttcgtctaattaatattatgagttaattcaaacccca 297

PPTGAL: 3565 cttattgcaagcatacgttaagtggatgtctettgecgacgggaccaccttatgttattt 3624
R R R AR R RN R R R N R R RN AR R RN R Ry
3R842: 6 cttattgec-agecatacgttaagtggatgtetettgecgacgggaccaccttatgttattt 64

pPTGAL: 3625 catcatg 3631

FEEETT
3R42: 65 catcatg 71

39



Con esta informacidn encontramos que el gen en donde cayé la insercién es
murashka (mura), también conocido como CG9381. Existen 8 alelos reportados;
sietes mutantes disponibles y un silvestre.

Este gen codifica para tres RNA mensajeros: mura-RA (3995 nucleétidos),
mura-RB (3978 nucledtidos) y mura-RC (4943 nucledtidos).

Estos transcritos codifican para tres polipéptidos respectivamente: mura-PA
(868 aa); mura-PB (868 aa) y mura-PC (1173 aa).

La proteina Mura-PC tiene un peso molecular de 1,265 KDa aprox. y tiene un
dominio tipo dedo de zinc C3HC4 asociado a una actividad de E3 ligasa de
ubiquitina. Esto es inferido mediante el andlisis de homologia de secuencia. La
proteina Mura-PA tiene un peso molecular de 92619 Da aprox. Tiene el mismo
tipo de dominio dedo de zinc, con la diferencia que su actividad esta asociada a

una proteina E1 del complejo de ligasa de ubiquitina.

En estudios anteriores se han aislado mutantes en este gen por los defectos en
el aprendizaje y memoria a largo plazo en D. melanogaster (Dubnau er al., 2003.

Mutsuddi ef al., 2004).

Murashka ha sido mapeado citoldgicamente en el brazo R del tercer
cromosoma, en la posicién 85D22—24. Esto correlaciona con el mapeo genético

de la insercidn, que lo sitta también en el tercer cromosoma (Fig. 23).



Chr 3R:53035671..5437544 mura
85022

Fig. 23. Localizacion citogenética Cromosoma 3 Brazo R §5D22-85D27

http://flybase.bio.indiana.edu/.bin/fbidg.htmI?FBgn0037705&content=full-report

Para corroborar que la insercién se amplifico por PCR un fragmento usando un
oligo del elemento P y otro que amplifica parte de la secuencia del gen C69381
(mura). Se corroboré la insercién por PCR en el gen C69381, ya que se obtuvo
un producto de amplificacidn usando el oligo del gen Mura Fw y el oligo Amp 5'
Fw del elemento P. Se revisé con un PCR control a todos los oligos por
separado para comprobar que no se amplificara ninguna banda al usar el oligo
solo sin su complementario.
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Caracterizacion de la inserciéon 3A42:

En la progenie con el genotipo Tetlx/+ ; 3A42/+, tanto machos como hembras
se presento una torsidn en las patas, como resultado de la inactivacién
selectiva de algunas de sus neuronas por la Tetlx. El defecto se observa en la

parte media de la extremidad, y se observan que algunos individuos no

extienden las alas (Fig. 24).

Fig.24 A- Mosca adulta 3A42/Tetlx macho con defectos en las extremidades y alas no extendidas. B.-Mosca
adulta macho control. C- Alas. D- Patas

La linea con la insercién 3A42 presenté el siguiente patrén de expresién de

GAL4 en el sistema nervioso larvario, visto con la proteina reportera GFP (Fig.
25).

Fig. 25 Cerebro de larva mosca. A-Cerebro B-Ganglio Toraxico Abdominal .C-Linea 3A42/GFP.

42



Esta linea atrapé a un grupo de neuronas en el ganglio tordxico abdominal.
Tanto en machos como en hembras se observo el mismo patrdn, y dado que se
observan dos grandes proyecciones nerviosas, usamos la proteina TAU-GFP que
define mejor procesos axonales y dendritas. Esto con el fin de observar mejor

el circuito.

",

%,

E—

Fig. 26 Cercbro de larva mosca. A-Cerebro B-Ganglio Tordxico Abdominal.C-Linea 3A42/TAU-GFP.

Una vez identificado el circuito neuronal, nos enfocamos a encontrar el sitio en
donde cayé la insercidn. Para esto, se extrajo DNA gendmico de moscas con
genotipo 3A42/Tm2, el cual se digirid con la enzima de restriccién MspI, usamos
este DNA digerido como templado para hacer un PCR reverso (Fig.27). El
producto de amplificacién se mandd a secuenciar y con esta informacién

encontramos el gen en donde cayé la insercién del elemento p-GAL4 (Fig.28).
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23130 pb
9416 pb
6,557pb
4361 pb

2322pb
2,027 pb

564 ph

Fig.27 Marcador de pesos moleculares A-Hindi LI (carril 1). DNA genémico de la linea 3A42 (carril 2).
Digestién con la enzima de restriccién Mspl (carril 3) (gel de agarosa 1%, bromuro de etidio).

500pb

100pb 3A42 3A42 2A28 2A26
Oligos &’ y s ¥

Fig.28 Marcador de pesos moleculares 100 pb (carril 1). PCR usando como templado DNA de la linea 3A42
digerido con la enzima de restriccion Mspl con lo oligos Amp 5°(carril 2 y 4) y Amp 3’(carril 3 y 5) (gel de
agarosa 1%, bromuro de etidio).

Obtuvimos un producto de amplificacién el cual mandamos a secuenciar.

Resultado de la secuencia:

CTTAATETCETGOGTTTGAATGAGTEEGAGAACAGCCGCATATGCTTEAAGCCCCGETEACATTGCCTECE666CCCTLEE
GATTAACGCTTCTECCTACATCCCTGCAATEATGAACGAATGATCTTCTAGAGTATTTATTITGCCACACGCTAATETAAA
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ATCAATTTGTTGCTAACTTAAAACTAACATAATTATGTATTAGTTATT TACATTCTTTTGGTTGGTTACAACCAAATAAA
TAATATCACTTTTAAAAACTTAAGCCAGGAACTGAATAATTTITCTATTTGGCTTTAGTCGACGGTATCGATAAGCTTCTS
AATAAGCCCTCGTAATATATTTTCATCGAAGAATTTAGGTCCAAAAAAAAGATGGGCATTAATTCTAGTCATTI TAAAAAA
TCTATAGATCAGAGGTTACATGGCCAAGATTGAAACTTTAGAGGAGTATAGTTACATAAAAGAAGGCCAAAACGATGTAT
AAATGGAAAAGAAATTGAGATGETGCACGGATGCACAGT TGAAGTGAALTTGLCGGGETTITTTTCAGTATCCTACGAALA
TTTTACTCTTTTTTTTTGGGTTTGGETEGEGATCTTTCATCTCGAAATAGGTAGGETTAAAATCCETCCATCCATTGETG
GGCATAAACCTCCCTEGTTGTGTCCAALCGCETTTAACCGTTTGTTCCETCCAACCAGGGGECAGGEETTTTGAAATTAT
TACCACCCCATTTTTCCAAGCCCGGAGTTCETTATTCCTGGATTTCCCGACTTTTAGGAACGLCTGGEGETGEETAAAGCEC
TGGAATTTCGTTCATTGGTAAAAGTTCCGAACTTCCCTCCTGTTCAAAAGCAAGGCCACGEGTTTTCTCCAATTTTTECAC
TTTGET

En nuestra secuencia, del nucleétido 15 al 551 se observo una homologia del

95% con el pPTGAL.

Homologia 95%

pPTGAL: 2886 gatactgaaaaa--ccccgcaagttcacttcaactgtgeatce-gtgcaccatctcaattt 2942

rrrerrereer  brerrbrrreeerrrereerrrerrr et brerrrrrrrrr ey
3h42: 551 gatactgaaaaaacccccgcaagttcacttcaactgtgeatcecgtgecaccatetcaattt 492

PPTGAL: 2943 cttt--catttatacatcgttttg-ccttottttatgtaactatactcctctaa-gttte 2998

AR RN R R R A AR RN RN AR R RN R AR AR AR R R
3A42: 491 cttttccatttatacatcgttttggecttottttatgtaactatactectctaaagttte 432

pPPTGAL: 2999 aatcttggccatgtaacctctgatctatagaattttttaaatgactagaattaatgecca 3058

(R R AR RN NN R RN RN N AR R R R R E R RN
3R42: 431 aatcttggccatgtaacctctgatctatagaattttttaaatgactagaattaatgeccca 372

pPTGAL: 3059 tcnnnnnnnnggacctaaattcttcatgaaaatatattacgagggcettattcagaagett 3118

Il PELEEE I e et i e e et r e b e el
3a42: 371 tcttttttttggacctasattcttcatgaaaatatattacgagggcttattcagaagett 312

PPTGAL: 3119 atcgataccgtcgactaaagoccaaatagaaa-ttattcagttc-tggcttaagtttttaa 3176

PEETELIre et reei et rrr cerrrrerr i
3R42: 311 atcgataccgtcgactaaagccaaatagaaaattattcagttocctggcttaagtttttaa 252

pPPTGAL: 3177 aagtgatattatttatttggttgtaaccaaccaaaagaatgtaaataactaatacataat 3236

PO brrerrrrrrerr ey e retr e el
3R42: 251 aagtgatattatttatttggttgtaaccaaccaaaagaatgtaaataactaatacataat 192

pPTGAL: 3237 tatgttagttttaagttagcaacaaattgatttta 3271

L rrrr e errrrrrrrrrenrrr e
3a42: 191 tatgttagttttaagttagcaacaaattgatttta 15

Con los datos de la secuencia no homologa al elemento P se hizo un BLAST para
compararla contra el genoma completo de D. melanogaster (Fig. 29),
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Lo

0 b 100 150 200 250 300 350
CGC7922-RA type=transcript; loc=3R:join(17298011..17259147,172992... _35 0.37
CG4165-RB type=transcript; loc=X:join(5162818..5162880,5163194..... 33 1.4
CG4165-RC type=transcript:; loc=X:Join(5162793,.51628383,5163194..... 33 1.4
CG4165-RA type—transcript; loc=¥:30in(5162520..5162740,5163194. ..., 33 1.4
CG4165-RD type=transcript; loc=X:join(5162144..51622€1,5163194..... 33 1.4
CG32156-RE type=transcript; loc=3L:join(16022246..16022349,16024... 31 5.3
CG32156-RC type=transcript; loc=3L:joint(16000847..16001029,16001... 31 5.3
CG32156-RB type=transcript; loc=3L:join(l6000847..16001029,16001... 31 5.3
CG32156-RA type=transcript; loc=3L:join{16000847..160C1029,16001... _31 5.3
CG14980-RB type=transcript; loc=3L:complement{3878067..3878569,3... 31 5.3
CG12010-RB type=transcript; loc=3L:join(3354937..3355805,3355803... _31 5.3
CG12010-RA type=transcript; loc=3L:join{3354937..3356663,3356720... 31 5.3
CG7644-RA type=transcript; loc=2L:complement (15883217..15883897, ... 31 5.3
CG85B82-RA type=transcript; loc=2L:complement (9016681..5017635); ... 31 5.3
CGY660-RA type=transcript; loc=2L:complement (3060908..3063300,30... _31 5.3
CGS660-RD type=transcript; loc=2L:complement (3060908..30€3300,30... 31 5.3
CG9660-RC type=transcript; loc=2L:complement (3060908..3063300,30... 31 5.3
CGY9E60-RB type=transcript; loc=ZL:complement (306090&..20€3300,30... 31 5.3
CG4785-RA type=transcript; loc=2L:join(1166136..1166746,1166805.... 31 5.3
CG13693-RA type=transcript; loc=2L:join(232514..233154,233217..2... 31 5.3

CG7922-RA type=transcript;
loc=3R;join(17299011..17295147,17299205..17289538,
1729%€67..17300541,17300638..17303289,
17303353..17303568); ID=CG792Z2-RA; name=CG7922-RA;
db_xref=FlyBase:FBtr0084109, FlyBase:FBgn0038889,
Gadfly:CG7922-RA; len=4214

Length = 4214

Gencme Map
Eomoleogia 100%
ttttctccaatttttcca 379

FETREEETEET it
3294 ttttcteccaattttteca 3277

3AR4Z: 362

CG7822:

Identificamos que la insercion del elemento P-GAL4 cayd en el gen CG7922.
Se encuentra reportado solo el alelo silvestre. Este gen codifica para un RNA
mensajero C67922-RA de 4214 nucledtides, este se traduce en una proteina
de 1383 residuos de aminodcidos.

La proteina codifica para una helicasa de RNA con un dominio DEAD/DEAH

box, un dominio de helicasa en el C-terminal y un loop que contiene la actividad

de hidrolasa.
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La actividad de esta proteina se infiere por homologia de secuencia, ya que no

se ha descrito su actividad de forma experimental (Lasko., 2000).

Este gen ha sido localizado en el brazo R del tercer cromosoma, en la posicién
95E2. Esto correlaciona con nuestro mapeo genético de la insercién el cual

localizamos también en el tercer cromosoma (Fig. 30).

Chr 3R:17239011..17363268 CG7RZ:

93E1 93E2  93E3  93E4
L9 I - 1 E ]

Fig. 30. Localizacion citogenética Cromosoma 3 Brazo R 93E2-93E3

http://flybase bio.indiana.edu/.bin/fbidq.html?FBgn0038889&content=full-
report

Para corroborar la insercidn se extrajo DNA de la linea homdciga para
insercién 3A42/3A42 y de la linea heterédciga 3A42/Tm2. Usando este DNA
como templado, hice un PCR con oligos disefiados para amplificar 630 pb del
gen CG7922 (Fig.31). Para corroborar que la insercién se amplifico por PCR un
fragmento usando un oligo del elemento P y otro que amplifica parte de la

secuencia del gen €67522 (Fig. 32).
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23,130 pb
9416 pb
6557 pb
4361 pb

2,322 pb
2027 pb

564 pb

Fig. 31 Marcador de pesos moleculares 100 pb (carril 1). PCR control usando como templado DNA de moscas
homécigas para la insercion 3A42/3A42 y no obtuvimos ningin amplificado (carril 2). PCR usando como
templade DNA de moscas 3A42/Tm2 usando los oligos 3A Fw y 3A Rv, Estos oligos amplifican un producto
de 624 pb del gen CG9381 (carril 3) en la linea heterdciga para la insercién. (gel de agarosa 1%, bromuro de
etidio)

2,072 pb

1,500 pb

500pb

Fig. 32 Marcador de pesos moleculares 100 pb (carril 1). Fragmento de PCR amplificado usando DNA
templado de la linea 3A42/Tm2 con el oligos 3A Fw del gen CG7922 y el oligo Amp 3’ Fw del elemento P
(carril 2). Control de PCR usando los oligos 3A Fw y 3A Rv amplificando 624 pb del gen CG79221 (gel de

agarosa 1%, bromuro de etidio)

Para corroborar que la insercién se eamplifico por PCR un fragmento usando un
oligo del elemento P y otro que amplifica parte de la secuencia del

Se corrobord la insercidn por PCR en el gen C67922, ya que se obtuvo un
producto de amplificacién usando el oligo del gen 3A Fw y el oligo Amp 3' Fw del
elemenfo P. Se hizo un PCR control a todos los oligos por separado para
comprobar que no se amplificara ninguna banda al usar el oligo solo sin su

complementario.
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Discusidn:

En este trabajo se caracterizaron tres lineas que tienen una insercién de un
elemento P-GAL4 en su genoma. Cuando cruzamos estas lineas con moscas que
llevan la toxina de tétanos bajo el control de las secuencias UAS, la progenie
que llevaba ambos elementos, presenté un fenotipo definido. En ésta progenie
observamos que cuando inactivamos un subconjunto de neuronas con la toxina
de tétanos obteniamos fenotipos definidos y observables. Cuando visualizamos
mediante la proteina reportera 6FP obtuvimos un mapa neuronal de estos
circuitos.

De forma importante concluimos que el fenotipo de cada linea es resultado de
la inactivacidn selectiva de un grupo de neuronas especificas, debido a que solo
cuando se expresa la Tetlxc se observa el fenotipo. Es a la inactivacién de
cada circuito en particular a lo que le atribuimos el fenotipo especifico de
cada linea, puesto que la insercidén per se no causa ningln efecto aparente en

ninguna de las lineas.

Linea 1DB3A:

La primera linea que caracterizamos fue la 1DB3A, la cual tiene insertado en su
genoma un elemento P-GAL4. Este transposén atrapé las secuencias
regulatorias del gen en donde cayd. Cuando cruzamos esta linea con otra que
lleva las secuencias UAS-Tetlx, dirigimos de manera especifica la expresion
de la toxina en un subset de neuronas, lo cual se manifesté en un fenotipo de
pardlisis motora en esta linea. De forma interesante la pardlisis fue progresiva
en las moscas con genotipo 1DB3A/TetLx y a la semana de que los individuos

eclosionaron ya estaban paralizados totalmente. Esto recuerda a algunas
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enfermedades neurodegenerativas humanas como por ejemplo la
adrenoleucodistrofia (ALD) (Peters et. al., 2004) o el mal de Parkinson.

Las neuronas del GTA inervan diferentes grupos musculares en larva, y algunos
de estos patrones se mantienen durante su desarrollo. En el en el adulto, el
cerebro y los |ébulos dpticos estdn relacionados principalmente con el
aprendizaje y el procesamiento de la informacién que proviene del medio
ambiente, mientras que el ganglio tordxico abdominal estd mayoritariamente
involucrado en procesos motrices ya que las neuronas de esta estructura
inervan a diferentes grupos musculares que estdn presentes en las patas, las
alas, los intestinos y el tracto uro-genital.

Usando como gen reportero GFP, pudimos observar un circuito neuronal
discreto bien definido en el ganglio tordxico abdominal en la larva. Esto
correlaciona con el hecho de que el ganglio esta relacionado a las funciones

motrices

Los diez pares de neuronas que expresan GFP en esta linea, se localizan en los
dos dltimos segmentos del ganglio tordxico (T2 y T3) y en los ocho segmentos
del ganglio abdominal, por lo que quizd estas neuronas estén inervando a
regiones importantes para la motilidad. La células nerviosas como es el caso de
las motoneuronas, inervan a grandes grupos musculares del térax y el abdomen,
lo que podria sugerir que ésta desregulacién sea responsable del fenotipo
progresivo de pardlisis que observamos. El hecho de que sigan alimentdndose
aun paralizadas nos indica que los misculos maxilares no estdn afectados, lo
que correlaciona con el hecho de que no observamos sefial de GFP en el ganglio
subesofdgico, sitio de donde provienen los nervios que inervan a éstos

musculos.
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Otra explicacién seria quizd, que las moscas si se puedan mover, pero que estén
deprimidas, es decir que el circuito este formado por neuronas secretorias y
que la falta de algiin neurotransmisor, por ejemplo la serotonina, cause la
pardlisis progresiva (Valles et al., 1988). Esto lo proponemos debido a que las
moscas son capaces de vivir mucho tiempo sin moverse, (inicamente
alimentdndose, por mas de 40 dias. Lo cual indica que los misculos del
intestino y del tracto uro-genital estdn activos y funcionando. Para poder
encontrar la causa de la pardlisis podemos hacer inmunohistoquimica para
determinar si son neurcnas de tipo neuro-secretor, interneuronas,

motoneuronas o neuronas sensoriales (Bate and Martinez., 1993).

Identificamos al gen C611163 como el sitio en donde cayé la insercién. Este gen
codifica para una proteina la cual, por andlisis de homologia de secuencia,
presenta una actividad de transportador de zinc. Se encuentra clasificado
dentro de una familia de proteinas cuya funcién es la salida de cationes de la
célula, y al igual que los demds miembros, se predice que es un componente
integral de membrana. Estas proteinas son consideradas bombas de salida de
cationes divalente de la ¢élula y su importancia radica en mantener la correcta
homeostasis de zinc en la célula; también se ha reportado que aumentan la
tolerancia a otros cationes divalentes como cobalto y cadmio. (Xiong A. et. al.,
1998. Kunito T. et. al., 1996. Conklin D.S. et. al., 1992). No se tiene reportado que al
alterar este gen se observe un fenotipo similar al que nosotros encontramos.
Pero dado que no se tienen pocos datos in vivo de ésta proteina, estamos

interesados en estudiar posteriormente su posible papel neurolégico.
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Concluimos que el fenotipo de pardlisis que observamos es causado por la
inactivacién de un circuito neuronal discreto, ya que el fenotipo solo aparece en
presencia de la UAS-Tetlx. La insercién per se no presentd ningin fenotipo
aparente en las moscas heterdcigas para la inserciéon 1DB3A/Cyo, ni en las

homécigas 1DB3A/1DB3A.

Linea 2A28.

La segunda linea que caracterizamos fue la 2425, la cual presento un fenotipo
machos “faratos” en respuesta a la inactivacién selectiva de sus neuronas por la
TetLx. Esta linea presentd un circuito neuronal extenso en el ganglio tordxico
abdominal y en los Iébulos dpticos de larva, al usar como reportero GFP. Por
esta razén usamos el reportero TAU-GFP con lo cual definimos mejor el

circuito.

Los faratos son individuos adultos que ya pasaron por todo el proceso de
metamorfosis pero que son incapaces de eclosionar. El proceso de eclosién del
pupario requiere una vigorosa actividad muscular, asi la cabeza del farato
adulto es ciclicamente "inflada”, lo cual hace la funcién de una cufia dentro de
la parte anterior de la cdpsula de la pupa, el operculo, este proceso termina por
abrirlo, permitiendo la eclosién (Laing., 1935; Crossley., 1978). Este continuo
inflar y desinflar es llevado a cabo por la contraccién de los musculos
abdominales forzando a la hemolinfa hacia la cabeza, para desinflar se usan los
musculos retractores de la cabeza. De forma importante los individuos faratos
2A28/Tetlx no everten la cabeza. Especulamos que la inactivacién del circuito

causa un defecto en la neuromodulacion de musculos necesarios para que las
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moscas puedan everter la cabeza en los machos, y estd alteracién temprana en
el desarrollo de la pupa, se refleje quizd posteriormente en el fenotipo de

faratos.

Algunos de los individuos lograron escapar al fenotipo de faratos, el hecho de
que haya individuos que lleguen hasta la etapa adulta, puede deberse en parte
de que las neuronas que estamos inactivando modulan a la mayoria de los
musculos involucrados en la eclosién, pero no a todos, permitiendo asi que una
pequefia proporcidn de los individuos sea capaz de eclosionar. Los machos que
logran eclosionar no presentan ninglin efecto evidente, lo cual no descarta que
tengan problemas a otro nivel o que quizd se manifiesten en etapas mds tardias
de su vida,

Otra posibilidad es que se trate de un fenotipo endocrino, pues existen
hormonas involucradas en la eclosién como la EH, la cual es producida por
células neuro-secretoras en la parte ventral media del cerebro de larva, pupa y
faratos. Esta hormona de eclosién esta involucrada con los procesos de muerte
celular programada de los mdsculos abdominales, lo que esta relacionado con el
proceso de mudar la cuticula de la pupa (ecdisis), lo que es indispensable para
que la mosca adulta emerja (Kimura and Truman., 1990). Otras hormonas como la
ecdisona es necesaria para el inicio de la pupacién y posteriormente del
desarrollo en el adulto, ademds de que es necesaria para la liberacién de
péptidos necesarios para la ecdisis (Li and Bender., 2000). Mutantes
condicionales de ecdisona son incapaces de eclosionar a menos que se les

suministre ecdisona de forma exégena (Klose et al., 1980).
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El gen C69381 fue identificado como sitio de insercién del elemento P en la
linea 2425, este gen, también conocide como muraska ya ha sido descrito. En
estudios anteriores se han aislado mutantes en este gen asociado a defectos
de aprendizaje y memoria a largo plazo en D. melanogaster, esto apoya nuestra

hipétesis de que atrapamos un gen neuronal (Labourier ef al., 2002. Dubnau e? al,,
2003. Mutsuddi et al., 2004).

El transcrito del gen muraska se traduce en dos proteinas de alto peso
molecular, las cuales tienen un dominio de E3 ligasa y de El activadora de
ubiquitina respectivamente. Esto es inferido mediante el andlisis de homologia

de secuencia.

Concluimos que el fenotipo de "faratos” observado solo en los machos, es
causado por la inactivacién de un circuito neuronal sexo especifico, ya que el
fenotipo solo aparece en presencia de la TetlLx. La insercién per se no presenté

ningdn fenotipo aparente en las moscas heterécigas para la insercidn 2A25/Tm2.

Linea 3A42:

La tercera linea que caracterizamos fue la 3A42, la cual tiene insertado en su
genoma un elemento P-GAL4. Este transposén atrapé las secuencias
regulatorias del gen en donde se inserté. Cruzamos esta linea con otra que lleva
las secuencias UAS-Tetlx y buscamos en la progenie aquellos individuos que
llevaban ambos elementos. De esta forma observamos que la inactivacién
selectiva de un grupo de neuronas del ganglio tordxico abdominal (6TA) en

estas moscas causé un fenotipo de "patas chuecas” en los individuos, ademds de
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que la gran mayoria no extendia las alas. Dos pares de estas neuronas de éste
circuito presentaron proyecciones nerviosas muy largas hacia afuera del
sistema nervioso central. Probablemente el primer par de nervios que
observamos con la GFP, provengan del tercer segmento tordxico del GTA, el
cual inerva a érganos sensoriales, y de forma indirecta, al tercer par de patas.
El segundo par de nervios que observamos con la GFP probablemente se trate
del tercer segmento abdominal del GTA, el cual inerva al tercer segmento del

abdomen del adulto (Fig. 33).
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Fig. 33 A-Mosca adulta. Ojos color rojo. Cabeza color naranja. Térax color amarillo. Patas y alas
color café. Abdomen color B-Abdomen vista lateral segmentos del 1 al 8 inervados por sus
correspondientes los nervios del Ganglio tordxico abdominal segmentos 1-8. (Modificado de Demerec
1946 y Hartenstein., 1993)

Estamos interesados en encontrar hacia a donde se dirigen estos nervios, ya
que quizd inerven musculos de las patas y/o las alas, los cual explicaria el
defecto en éstas. Dos pares de las neuronas del circuito quizé estén inervando
y estimulando a mdsculos de forma directa, ya que presentan estas largas
proyecciones nerviosas. Esto no descarta que el resto de las neuronas que

conforman el circuito sean quizd interneuronas,
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Identificamos al gen C67922 como el sitio de la insercidn del elemento P-GAL4
Este gen codifica para una helicaza de RNA y se predice que tienen un dominio
DEAD/DEATH box, esto es inferido por homologia de secuencia (Lasko, 2000). Las
proteinas con esta firma se clasifican dentro de una familia de ATP-asas, las
cuales se propone que regulan re-arreglos estructurales de RNA en una
variedad de procesos celulares como el splicing, en ensamble de los ribosomas,
la sintesis de proteinas, el transporte nuclear y la degradacién del RNA

(Wassarman ef al.,1991. Aubourg S. ez al.,1999. De la Cruz J ef al .,1998).

Concluimos que el fenotipo observado es causado por la inactivacién de un
subconjunto de neuronas en el ganglio tordxico abdominal por la accién de la
Tetlx. La insercién per se no presenté ninglin fenotipo aparente en las moscas

heterdcigas para la insercién 3A42/Tm2,
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Perspectivas:

Estamos interesados en visualizar el circuito neuronal a lo largo del tiempo y si
es que éste se remodela, mediante disecciones de individuos de cada una de las

lineas en los diferentes estados de vida.

Queremos identificar también los sitios de innervacién de las neuronas de cada
circuito con fluorescencia (GFP) y seguir asi sus proyecciones axonales
mediante disecciones de organismos adultos, ya que en estos es en donde

observamos el fenotipo, incluyendo a la linea 2426 como faratos adultoes.

Es importante identificar el tipo de neuronas que conforman cada circuito,
para lo cual podemos hacer inmunohistoquimica, usando anticuerpos contra
diferentes marcadores neuronales y neurotransmisores. En Drosophila
melanogaster el principal neurotransmisor de neuronas de tipo exitatorio es el

glutamato, por lo que este seria uno de los primeros blancos a buscar.

Finalmente también queremos estudiar el efecto de la inactivacién de las
neuronas de cada circuito con la TetLx hasta su etapa adulta y no antes, esto
se puede modular finamente mediante un represor como GAL8O (Suster et. al.,
2004). De esta forma quizd lograriamos ver en la linea 2A25 eclosionar a los
individuos adultos y estudiar que pasaria si en ese momento inactivamos el

circuito.
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