UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE GENETICA DEL DESARROLLO

Y FISIOLOGIA MOLECULAR

CARACTERIZACION DE MOSCAS Drosophila melanogaster
MUTANTES EN RELACION A SU RESPUESTA A NICOTINA

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
Maestro en Ciencias

P R E S E N T A:

L. en C. lvan Sanchez Diaz

DIRECTOR DE TESIS:
Dra. Verdnica Narvaez Padilla

Cuernavaca, Morelos, 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se realizé bajo la direccién de la Dra. Verdnica Narvaez Padilla en el
laboratorio del Dr. Enrique A. Reynaud Garza, en el Departamento de Genética del

Desarrollo y Fisiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.



Con mucho carifio dedico este trabajo a:
Todos aquellos que durante

este tiempo me brindaron

su apoyo de manera

incondicional,

desde mi familia

hasta mis

amigos.



L L L L L L L | R N 2 VO (VA (I

ABREVIATURAS

uL: Microlitros.

ACh: Acetylcholine, del Inglés

cAMP: Adenin mono fosfato ciclico.

ChAT: Acetylcholin Transferase, del Inglés.
CyO: Curly Oster, del Inglés

CYP-450: Citocromo P 450, del Inglés
DB:Doble Balancers.

GALA4: Factor activador de la trascripcion.

GFP: Green Fluorescence Protein, en Inglés.
L-70: Linea 70.

L-chitiri: Linea Chitiri

MKRS:.

NAChR: Nicotinic Acetylcolin Receptor, del Inglés
SNC: Sistema Nervioso Central.

SP: Esternopleura.

TM2: “Third multiple # 2”.

TeTxLC: Toxina de tétanos version E.

UAS: Upstream Activating Sequence, en Inglés.
VAChHT: Transportador Vesicular de Acetilcolintransferasa.
ACTH: hormona adrenocorticotropa.

LD50: Dosis letal media

Tm: Temperatura.

rcf: Fuerza Centrifuga Relativa, del Inglés.

rpm: Revoluciones por minuto.
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RESUMEN

La nicotina es un alcaloide que se encuentra abundantemente en las hojas de la
planta del tabaco (Nicotiana tabacum). Se ha demostrado ampliamente que de
todos los compuestos que constituyen el tabaco, la nicotina es la principal
responsable de causar la adiccion. El estudio de la susceptibilidad a la nicotina 'y a
las drogas en general, es muy complejo, pues las adicciones dependen de factores
tanto genéticos como ambientales. Recientemente se han utilizado organismos
como Drosophila melanogaster y Caenorhabditis elegans, para el estudio de este
tipo de padecimientos por ser organismos invertebrados que ofrecen ventajas sobre
otros modelos, ademas de que su bioquimica es muy parecida a la de los
mamiferos, incluido el humano. En este trabajo se realiz6 un screening de moscas
transgénicas que portan un elemento P (p{GawB}), insertado al azar en el genoma.
Se usaron herramientas genéticas tales como el sistema UAS/GAL4 (para expresar
la proteina verde fluorescente (GFP) y la toxina de tétanos (TeTxLC) en el sistema
nervioso central (SNC), asi como moscas que llevan cromosomas balanceadores
con la finalidad de caracterizar circuitos neuronales relacionados con la respuesta a
la nicotina. Se encontré una linea sensible a nicotina, en relacién al control, la cual
denominamos L-70. Se demostré que la sensibilidad en esta linea se debe a la
insercion del elemento P p{GawB} en la region del genoma catalogada como
2R:16470008 la cual corresponde a una region intergénica y no a la expresion de
TeTxLC en el SNC como inicialmente se habia planteado con la estrategia
experimental. Se observo expresion de GFP en unas pocas neuronas asi como en
glandulas salivales de larva y en discos imagales de alas y patas. Nuestros datos
sugieren que la region interrumpida puede estar regulando procesos involucrados
en la respuesta a nicotina independientes del SNC, sin embargo falta por
caracterizar la relacion de la expresion en estos lugares con el fenotipo observado.
Interesantemente la region enoncontrada es una region en la cual se han reportado
muchas mutantes inducidas por elementos P. Esto deja abierto a profundizar mas
los estudios para determinar con certeza cuales son esos factores que intervienen

en la sensiblidad a nicotina en esta linea y a que nivel participan.

vii



INTRODUCCION
NICOTINA

La nicotina es un alcaloide encontrado predominantemente en plantas de la
especie Nicotiana tabacum y en menores cantidades en tomate, papa, berenjena y
pimiento verde. Se calcula que la nicotina constituye aproximadamente entre el 0.6
y el 3% de peso seco del tabaco!".. La biosintesis se da en las raices y se acumula
en las hojas. Funciona como insecticida siendo una potente neurotoxina con
particular especificidad a los insectos; en la actualidad, derivados de la nicotina,
tales como el imidacloprid, siguen siendo ampliamente utilizados para el control de

plagas (Figura 1).

Nicotina
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FIGURAL. Especie Nicotiana tabacum de la cual se obtiene el tabaco en sus diversas
presentaciones. Muchos insecticidas estan basados en modificaciones a la molécula de nicotina

que disminuyen los efectos letales en los mamiferos aumentando la LDs.



En mamiferos concentraciones bajas de nicotina actuan como estimulante y es
uno de los principales factores responsables de la dependencia al tabaco (Tabla
1). Segun la Asociacion Americana del Corazon, "La adiccion a la nicotina ha sido
historicamente una de las adicciones mas dificiles de romper." EI mecanismo
farmacolégico que determina la adiccion al tabaco es similar al de otras drogas

estimulantes como la heroina y la cocaina?.

Tabla 1. Principales componentes del humo de tabaco ambiental ¥ sus efectos sobre la salud

Principales componentes Efecto carcinogénico Efcctos en la salud (no céncer)
{IARC)*

Fase gaseosa

Acetaldehido 2B Irritante, dermatitis
Acelona Irmtante, mareos
Acroleina 3 Irntante, ¢dema pulmonar
Benceno 1 Depresor SNC, nduseas
Monodxido de carbono Cefalea, marcos
Formaldehido 2A Irritante, inductor de asma
Metanal Meurotdxico, irmitante
N-Nitrosedietilamina 2A

MN-Nitrosodimetilamina 2A Daiio hepatico

Estireno 2B Depresor SNC, irritante
Fase particulada

2-Naftilamina | Irritante, mareos
4-Aminobifenil 1 Hematuria

Arsénico 1 Hemdlisis, neuropatia
Benzo(alantraceno 2A

Benzo{a)pireno 24 Dermatitis, irritante
Cadmio 2A Bronquitis, irritante
Cromo 1 Toxicidad renal, hemdlisis
Plomo 2B Alteraciones SNC, depresidn
Niguel 1 Alteraciones inmuncldgicas
Nicotina Adiccidn

* Clasificacion de la [ARC: Intemacional Agency for Research on Cancer.
l. Carcindgeno para seres humanos,

2A. Carcindgeno probable para seres humanos, con evidencias suficientes en animales pero no en seres humanos.
2B. Carcindgeno posible para seres humanos, con evidencias limitadas en animales y no en seres humanos.

3. No clasificable como earcindgeno para seres humanos.

Tomada de http://www.scielo.cl/



HISTORIA'Y NOMBRE

La planta del tabaco Nicotiana tabacum debe su nombre a Jean Nicot, embajador
francés en Portugal, que envio semillas de tabaco de Brasil a Paris en 1560 y
promovio su uso medicinal. La nicotina fue aislada de la planta del tabaco en 1828
por los quimicos alemanes Posselt & Reimann. Su formula quimica empirica fue
descrita por Melsens en 1843, y fue sintetizada por primera vez por A. Pictet y

Crepieux en 1893!".

QUIMICA

La nicotina es una sustancia higroscopica, liquido aceitoso que es miscible en
agua en su forma de base libre. Como una base nitrogenada, la nicotina forma
sales con acidos que normalmente son solidos y solubles en agua. Puede penetrar
facilmente la piel. Sus propiedades fisicoquimicas se muestran en la Tabla 2. La
base libre de nicotina se quema a una temperatura por debajo de su punto de
ebullicién (247°C). Debido a esto, la mayor parte de la nicotina se quema cuando
se fuma un cigarrillo. En promedio un cigarrillo contiene alrededor de 1 mg de
nicotina, sin embargo, es suficiente lo que se inhala (alrededor de un 10%)® para

producir adiccion y los efectos descritos a continuacion.

FARMACOLOGIA
Farmacocinética

La nicotina es rapidamente absorbida por los pulmones, principalmente en su
forma de base libre, y llega al sistema nervioso central (SNC) en un lapso de 8
segundos. Su absorcion es tan rapida como la de una administracion de nicotina
via intravenosa #°.

La nicotina se metaboliza en el higado por medio del grupo de enzimas del
citocromo P-450 (CYP), enzimas que tienen la funcion de biotransformar

sustancias. Esta es convertida a cotinina para eliminarse por la orina. En el



hombre alrededor del 70-80 % de la nicotina es metabolizada por CYP2A6, del
que se han identificado otras variantes (22 polimorfismos) asociadas con una
actividad reducida de la enzima. La presencia de las variantes “anormales” entre
los individuos fumadores es menos frecuente que entre los no fumadores y los
fumadores que las portan fuman menos cigarrillos al dia y tienen mas éxito en la
deshabituacion®"!. Esto sugiere que pudiera existir una diferencia metabolica a
nivel genético entre los fumadores y no fumadores.

La cotinina representa el 70% de la nicotina metabolizada. Su tiempo de vida
media es de 19 horas después de la absorcién, en cambio la nicotina tiene un

tiempo de vida media de 2 horas.

Farmacodinamica

La nicotina se une selectivamente a los receptores de acetilcolina (nAChR) en los
ganglios autondmicos, la corteza adrenal, la placa neuromuscular y el cerebro. En
dosis bajas provoca en el sistema nervioso central un efecto estimulante sobre la
vigilancia, alerta y rendimiento cognitivo. A dosis altas produce un efecto
reforzador o de recompensa sobre el sistema limbico, mediado por la via neuronal
del placer®®l  |La administracion intravenosa activa los  sistemas
neurohormonales, con liberacion de acetilcolina, noradrenalina, dopamina,
serotonina, vasopresina, beta endorfina, hormona de crecimiento y la hormona
adrenocorticotropa (ACTH). Los efectos cardiovasculares de la nicotina incluyen
vasoconstriccion periférica, taquicardia e hipertension?® 2411291,

Con el propésito de un mejor entendimiento de como es que actua la nicotina en el
organismo, se han descrito tres mecanismos de accion: a nivel de neurocircuitos,
a nivel celular y a nivel molecular, siendo los primeros dos los menos estudiados.
A nivel molecular, se sabe que la respuesta que se desencadena depende mucho
del tipo de receptor al que se une la nicotinal®®. En la unién neuromuscular, los
receptores estan constituidos por cinco subunidades: dos a1, una 1, una y y una

d (Figura 2). Cada una de estas subunidades son familias compuestas por varias



proteinas con alto nivel de homologia, asi de las o se han clonado 9 tipos (a1-a9),

de las B cuatro ($1-B4), y una respectivamente de v, 9, «.

Model of the acetylcholine receptor

acetylcholine binding sites

1
oqueot's 2 extrocelluvlar
pore ' space
A "
4 rirn : i liped
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FIGURA 2. Modelo del receptor de acetilcolina de tipo nicotinico (nAChR). En las uniones
neuromusculares los NAChR se componen de dos subunidades o, una 3, una 8 y una y que es
intercambiable por la subunidad ¢. La subunidad o es la que tiene los sitios de uniéon a la

acetilcolina. Figura tomada de www.puc.cl/sw_educ/neurociencias/esquemas/083.gif.

Cada una de estas subunidades tiene una estructura con cuatro dominios
transmembranales. Los sitios de unidn a acetilcolina se encuentran en las
subunidades o, que tienen dos residuos de cisteina préximos entre si y necesarios

para el reconocimiento del agonista. El resto de las subunidades carece de estos

elementos y no pueden unir a la acetilcolina.

Los Receptores de Acetilcolina de tipo Nicotinico (nAChR) presentes en el cerebro

son mas sencillos y estan constituidos solamente por subunidades o y . Esta



sencillez es solo aparente pues existen hasta siete subunidades o y tres 3

diferentes que pueden formar multiples combinaciones®®”.
TOXICOLOGIA

La LDsp de la nicotina es de 50 mg / kg para las ratas y de 3 mg / kg para los
ratones. De 40mg a 60mg (0.5-1.0 mg / kg) puede ser una dosis letal para los
seres humanos adultos™ !, Esto hace que sea un veneno mortal. Es mas toxico
gue muchos otros alcaloides como la cocaina, que tiene un LD50 de 95.1 mg / kg

en ratones.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de la nicotina

Nombre quimico

(S)-3-(1-metilpirrolidin-2-il) piridina

Formula quimica CioH14N2
Masa molecular 162.23 g/mol
Punto de fusion -7.9°C
Punto de ebullicion 247 °C

Vida media en el organismo 2 horas

Metabolismo

Higado enzima principal CYP2A6*1

MODELO DE ESTUDIO

Drosophila melanogaster es uno de los organismos modelo mas intensamente
estudiados en biologia y se ha demostrado que muchos de sus procesos celulares
estdn conservados hasta mamiferos. Las moscas cuentan con un sistema
nervioso con aproximadamente 300 mil neuronas y son capaces de llevar a cabo
muchos comportamientos complejos®32®  En el |aboratorio es facil
mantenerlas, teniendo un ciclo de vida muy corto y la ventaja mas grande que

ofrece es que pueden manipularse genéticamente de manera simple y a gran



escala (Figura 3). Por ejemplo, la mosca comparte con los mamiferos la mayoria
de los principales neurotransmisores que se encuentran en mamifero asi como
todas las moléculas involucradas en la sinapsis neuronal, liberacion y reciclaje de
neurotransmisores, receptores y canales para los neurotransmisores y los

mecanismos involucrados en la transduccion de sefiales!% ",

female male

1st instar larva

prepuﬁa - &

2nd instar larva
ﬁ*u Speg 5 At
i 5#41.%?%5, 1

3rd instar larva

Figura 3. El ciclo de vida de una mosca es de 10 dias desde huevo hasta que es un adulto fertil. Es
muy facil de mantener y relativamente de bajo costo. Esto permite tener grandes poblaciones en
espacios pequefios y facilitar estudios como los geneticos. Su genoma esta completamente
secuenciado y existen bancos de moscas mutantes practicamente para cada uno de los genes.

Figura tomada y adaptada de http://flybase.org/static_pages/imagebrowser/imagebrowser10.htmi



Recientemente se ha utilizado a este organismo como modelo de estudio de
enfermedades adictivas. Debido a sus ventajas, se ha avanzado mucho en los
estudios, no s6lo en el campo de la adiccion sino también en entender como actua
la molécula de nicotina en mecanismos que son independientes de los que se

generan en una dependencia.
Sistema colinérgico en Drosophila

En contraste con los mamiferos, la acetilcolina es el principal neurotransmisor
exitatorio en las moscas. El locus colinérgico en Drosophila, el cual codifica para la
acetilcolintransferasa (ChAT) y el transportador vesicular de la acetilcolina
(VAChT), esta organizado de manera muy similar al de los vertebrados . La
acetilcolinesterasa (AchE), la enzima que hidroliza a la acetilcolina, esta
codificada, en la mosca, en un sdlo locus y existen muiltiples alelos mutantes P°.
Mutaciones en AchE son letales, pero existen moscas que son mosaicos
genéticos, en las que el cerebro estda compuesto por una mezcla de células
mutantes y silvestres, lo que les permite sobrevivir, aunque con defectos en el
desarrollo y el comportamiento®®? ademas de adquirir resistencia a

insecticidas®®! B4,

Drosophila nAChRs

Drosophila no usa a la acetilcolina en las uniones neuromusculares, es decir, los
NAChRs son especificos del sistema nervioso. Analisis del genoma mostraron que
en la mosca existen al menos diez receptores nAChRs homdlogos a
mamiferos®™!'. De los genes que codifican para las subunidades que los
conforman, cuatro estan mas relacionados con las subunidades alfa, tres con las
subunidades beta y los tres restantes comparten una homologia intermedia entre
las subunidades alfas y betas. Algunas subunidades alfa de mosca pueden ser
funcionales cuando son reconstituidas con subunidades beta de vertebrados en
ovocitos de Xenpus o células de Drosophila S2B7 8 Los patrones de expresion
de estos nAChRs no han sido estudiados a detalle, sin embargo la sobre

expresion de varias de estas subunidades y la unién a la alfa-bungarotoxina han



mostrado que son especificos del sistema nervioso®®”. No han sido reportadas

mutaciones en estos receptores.
ENSAYOS DE EXPOSICION A NICOTINA

Existen diferentes protocolos de exposicion a nicotina en las moscas los cuales
arrojan diversos resultados con los que se entiende mejor la forma de como ésta
molécula afecta el sistema nervioso. Por ejemplo, al analizar por microscopia
optica el efecto de la microinyeccion de nicotina en larvas, pupas o moscas
adultas, se encontr6 que concentraciones de 1mM, disminuyen el latido del
corazon, sin embargo a concentraciones de 0.1nM en las moscas adultas aumenta
el latido del corazon!"'l La viabilidad de las moscas adultas también se ve
afectada inyectando nicotina en el abdomen. Mientras que 1nmol de nicotina no
afecta en lo absoluto, 2 y 4 nmol causan el 30 y el 100% de letalidad

respectivamente!'.

La mayor informacion se ha obtenido al exponer a las moscas (de entre 2-4 dias
post-eclosion) a nicotina volatilizada, usando una resistencia eléctrica de niquel-
cromo. Usando una solucion de nicotina (en etanol o agua), se exponen en un vial
durante 45 segundos y posteriormente son transferidas a otro vial para medir el
efecto sobre la geotaxis negativa de las moscas. Los resultados muestran una
discrepancia entre las observaciones hechas por diferentes laboratorios. Si 1uL de
nicotina disuelta en agua es vaporizada, produce una DES-50 de
aproximadamente 7pg Figura 4C!"°. Una DES (drug effect score) es un parametro
que se ha determinado para medir el porcentaje de la poblacién que se afecta en
la geotaxis negativa posteriormente a la exposicién. Por el contrario, 1uL de
nicotina disuelta en etanol al 70% produce una DES-50 de 0.6ug"?. Mucho se ha
discutido acerca de este método de exposicidn ya que no se puede controlar con
certeza cuanta nicotina ingiere la mosca ademas de que, al volatilizar, muchas
moléculas quedan atrapadas en pequefas gotas de agua haciendo que la
concentracion que inicialmente se puso disminuya. Sin embargo el efecto de la
nicotina se ha demostrado con simples ensayos de comportamiento. En general,

exposicidon a bajas concentraciones produce un incremento en la locomocion,



saltos e hiperactividad incontrolada, seguido de un periodo de hipolocomocion
interfiriendo claramente con la geotaxis negativa de las moscas Figura 4 Ay B. A
altas concentraciones produce hiperactividad seguido de una fase de tremores y

finalmente con una fase prolongada de hipolocomociént'! .

100 1

C

-
()}
L

Drug Effect Score, %

T T L]

0 3 6 9 12
Nicotine, ug

Figura 4. Ensayos de exposicién a nicotina volatilizada. Las moscas pueden recorrer un area
determinada de forma normal (A), pero cuando son expuestas a 0.5ug de nicotina se induce una
hiperactividad incontrolable (B). Curva dosis-respuesta que cuantifica el efecto que tiene sobre la
geotaxis negativa de la mosca. La DES (Drug Effect Score) es el porcentaje de moscas que no
exhiben este movimiento medido 3 minutos posterior a la exposicion (C). Figura tomada de
(Bainton et al.2000)

ANTECEDENTES

En trabajos previos en el laboratorio se utilizé a Drosophila melanogaster para
realizar estudios sobre la respuesta ante la exposicion a nicotina volatilizada vy
determinar si algun circuito neuronal en la mosca estaba relacionado con esta
respuesta. Basados en los experimentos reportados por McClung & Hirsh y
Bainton, se realizé un “screening” para buscar moscas con sensibilidad alterada a
nicotina, en un banco de moscas transgénicas las cuales llevan el sistema
UAS/GAL4 (ver materiales y métodos) para expresar la proteina verde

fluorescente (GFP) y la toxina de tétanos (TeTxLC) en el sistema nervioso central
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(SNC), asi como moscas controles con la finalidad de caracterizar genética y
citologicamente redes neuronales relacionadas con la respuesta a la nicotina. El
razonamiento detras de esta estrategia consistia en expresar la toxina de tétanos,
la cual afecta la liberacion de los neurotransmisores FiguraSb al afectar a la
proteina sinaptobrevina, implicada en los procesos de fusion de vesiculas con la
membrana interna de neuronas en las terminales sinapticas. De esta forma, aun
cuando exista la produccion de neurotransmisores, éstos no son liberados y la
sinapsis neuronal es interrumpida. La expresion de la TeTxLC esta determinada
por los elementos reguladores bajo los cuales haya caido GAL4 por lo que sélo en

aquellos en donde se le permita la expresion se vera algun efecto.

Usando lineas que provenian de este banco, se encontré a la linea (L-70) que
presenta un fenotipo de sensibilidad a la nicotina. Sin embargo, cuando realizamos
los mismos ensayos con las moscas que no expresan la toxina de tétanos se
siguié observando el mismo fenotipo (sensible) Figura 5a. También encontramos
una linea que presenta un fenotipo resistente (L-chitiri), sin embargo esta linea
resultd de una mutacion espontanea por lo que el estudio sélo se enfoco en la
linea L70.

a
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Figura 5. a)Exposicién a 16ng/uL de nicotina de la linea L-70 (L-70-GAL4) y F1 de la linea L-70 (L-
70-GAL4/ UAS-TeTxLC). La F1 de L-70 mostré6 un comportamiento mucho mas sensible que la
linea control (UAS-TeTxLC y WHITE), pues después de 60 minutos de observacién se habia
recuperado apenas el 1% de las moscas expuestas a la nicotina. Sin embargo, a pesar de ello este
fenotipo tampoco se debia a la expresion de la toxina de tétanos, sino mas bien a la insercion
misma, ya que cuando expusimos a la linea parental (L-70-GAL4), ésta mostré6 el mismo
comportamiento. Aun asi, fue considerada para estudios posteriores. Todos los ensayos en las
lineas se realizaron 10 veces con grupos de diez moscas cada uno. Una analisis de Chi-cuadrada
mostré diferencias significativas entre los grupos control y el experimental a p<0.05. n=100
moscas. No existio diferencias entre los grupos control. Los simbolos representan el promedio de
los organismos recuperados y las barras representan el error estandar de la media. b)La TeTxLC
actua sobre la sinaptobrevina a la cual rompe e impide que interactie con otras proteinas
involucradas también en el proceso de fusién como la sintaxina y la SNAP 25. De esta forma

impide que los neurotransmisores sean liberados interrumpiendo la sinapsis (tomado de

http://ntiasiapacific.org/chapter_hyperhidrosis.asp).

JUSTIFICACION
La nicotina podria ser utilizada como tratamiento para trastornos del SNC como el

Alzheimer y el Parkinson. Segun las ultimas investigaciones, esta sustancia
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quimica ejerce un fuerte impacto sobre la actividad cerebral en pacientes con
trastornos degenerativos y psiquiatricos. Algunos experimentos han mostrado que
la nicotina puede demorar la aparicion de los sintomas del Parkinson, y otros
mostraron su poder para reducir las alucinaciones de los esquizofrénicos. Son
muchos los experimentos que sustentan que, en dosis adecuadas, la nicotina
podria tener efectos terapéuticos. Sin embargo es importante entender cuales son
los mecanismos que regulan estos procesos independientemente de los

mecanismos involucrados en la adiccion.

HIPOTESIS

Se cuenta con una linea sensible a la nicotina (L-70). Dado que dicha sensibilidad
no se debe a la expresion de la TeTxLC, consideramos que el fenotipo es debido a
la insercion del elemento P, el cual debe estar modificando la expresion de uno o

varios genes.

OBJETIVO GENERAL
Determinar si el elemento P introducido en la mosca Drosophila melanogaster

denominada L-70 es el responsable del fenotipo de sensibilidad.

OBJETIVO PARTICULAR

Identificar el sitio de insercion del elemento P introducido en estas moscas

mediante PCR inverso

Determinar si existen otras regiones, ademas del cerebro, que expresen la

proteina verde fluorescente.

Confirmar si la insercion del elemento P es la causante del fenotipo de sensibilidad

mediante la escision de este.

Seguir realizando tamizado de las lineas mutantes para determinar si su

comportamiento ante la exposicién a nicotina es diferente al control.
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MATERIALES Y METODOS
BUSQUEDA DE LINEAS SENSIBLES A NICOTINA

Se utilizé un banco de lineas transgénicas las cuales llevan el sistema GAL4/UAS.
Este sistema de expresién ofrece ciertas ventajas. Por un lado se pueden
mantener las lineas de manera independiente y por otro, permite una expresion
espacio-temporal de genes de forma controlada (Figura 6). El sistema funcioné de
la siguiente manera. Se aislaron hembras virgenes de la linea transgénica
TeTxLC. Se hicieron grupos de 5 hembras virgenes con uno de los machos de las
lineas que tienen GAL4. En cada cruza realizada se analiz6 muy bien el fenotipo
ya que de eso dependia la eleccion de las moscas F1 para el estudio. Esto fue
posible haciendo analisis genéticos a partir de los marcadores que tenian los
progenitores; marcadores tales como esternopleura (sp), curly (cy), ojos rojos
(w+), entre otros. Todas las moscas de la F1 seleccionadas de cada cruza, fueron
sometidas al ensayo antes mencionado para exposicion a la nicotina. Las curvas
obtenidas en cada ensayo de la linea de moscas probada se analizaron soélo por
desviacion estandar. De estos anadlisis resultaron dos lineas con un
comportamiento distinto, una sensible, la linea L-70 y una resistente, linea L-chitiri,

a la nicotina.
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Figura 6. Sistema UAS/GAL4.En este sistema de dos componentes, hembras virgenes que
acarrean el elemento responsivo UAS (UAS-GFP 6 UAS-TeTxLC) son cruzadas con machos que
tienen la secuencia para el activador trascripcional GAL-4. El resultado es una progenie que cuenta
con los dos elementos, progenie que soélo incorpora uno u otro elemento y progenie que no
incorpora ninguno. Asi la expresion de GAL-4 prende la expresion del gen que esté bajo el control
de UAS, en nuestro caso es la proteina verde fluorescente (GFP) y la toxina de tétanos (TeTxLC),
coincidiendo con el patrén de expresion de GAL4. Tomado de JosephB.Duffy genesis34:1—
15(2002).

PCR INVERSO
Extraccion de DNA de moscas

1) Se homogenizaron 100 moscas cuyo genotipo correspondia a L-70/L-70 todas

adultas con 1200uL de Buffer de homogenizacién.

2) Se filtré el homogenizado con fibra de poliéster en una jeringa de 3mL y se paso

a tubos eppendorf.
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3) Se centrifugd a 18000 rcf (14000 rpm) por un minuto en una Mircrofuge® 18

Centrifuge Beckman Coulter .

4) Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 100uL de buffer de
homogenizacién y 5uL de SDS, SIGMA®, al 10%. Se usé Vortex.

5) Se agregaron 300uL de buffer de lisis, mezclando 5 veces.
6) Se agregaron 400uL de Fenol, RESERCH ORGANIC®, mezclando 20 veces.
7) Se agregaron 400uL de Cloroformo, J.T.BAKER®, mezclando 10 veces.

8) Se centrifugd a 18000 rcf (14000 rpm) por 2 minutos. Se recuperd el

sobrenadante en nuevos tubos.
9) Se repitieron los pasos 6 a 8 dos veces mas.

10) Se agregaron 400uL de cloroformo y se centrifugd a 18000 rcf (14000 rpm) por

2 minutos. Se recuperod el sobrenadante en un tubo nuevo.

11) Se agregaron 4L de buffer P3 (1/10 del volumen de la muestra) y se precipito

con etanol al 100%. El volumen de etanol usado fue de 1000uL.

12) Se centrifugé a 18000 rcf (14000 rpm) por 10 minutos.

13) Se decant6é con mucho cuidado y se resuspendio en etanol al 70%.
14) Se centrifugd a 18000 rcf (14000 rpm) por 10 minutos

15) Se repitieron 13 y 14 dos veces mas.

16) Se dejo secar el pellet a temperatura ambiente y finalmente se resuspendié en

50 yL de agua estéril.

EXTRACCION DE DNA DE UNA MOSCA
1) Se coloco una mosca adulta en 50uL de SB y maceré de 5 a 10 segundos.
2) Seincubo a 37°C durante 40 minutos.

3) Se inactivdo a la proteinasa K, ROCHE®, calentando a 95°C durante 5

minutos.
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4) Se almaceno a 4°C.

DIGESTIONES Y LIGACIONES

Se usaron las siguientes enzimas de restriccion. El 5’ y el 3’ corresponden a la

orientacion dentro del elemento P.

Extremo &’ Extremo 3'
Enzima Secuencia de corte Enzima Secuencia de corte
Pst | ctgcaly Bam HI gfgatce
Hind 11 alagctt Kpn | gotacic
Sal gftcgac
¥ba | tictaga
Msp | cloog

Las digestiones se realizaron en volumenes de 20 microlitros usando las

siguientes proporciones:

DNA 1uL (1 a 3ug)
*Buffer 10X 2uL

Enzima 2uL (20u/uL)
H,0 estéril 15uL

Los tiempos de digestion dependieron de la enzima utilizada variando de 2 horas

hasta 20 horas.

*La composicién del buffer dependié de la enzima utilizada. Todos los buffers usados
fueron comerciales (Roche y New England BioLabs ® Inc.) y venian con la enzima

correspondiente.

Finalmente las reacciones eran inactivadas por temperatura de 65°C a 95°C

durante 5 a 30 minutos.

Las ligaciones se hicieron en volumenes de 400 microlitros con todo el DNA

recuperado de las digestiones:
DNA digerido 18uL (concentraciones de 1 a 3 ug)
Enzima T4 DNA ligasa 1uL(400u/pL)
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*Buffer de enzima T4 DNA ligasa 40uL
H,O estéril 341uL
*El buffer es comercial y viene con la enzima New England BioLabs ® Inc
La reaccion se dejo a 4°C durante 16 horas.
Las muestras se purificaron de la siguiente manera:

1) Se agregdé 1mL de butanol, MERCK® y se centrifugé a 18000 rfc (1400rpm)

por 10 minutos
2) Se elimind el butanol con una micropipeta dejando siempre la fase acuosa.
3) Los pasos 1y 2 se repitieron hasta eliminar la fase acuosa.

4) Se agregé 1mL de etanol, MERCK®, al 70% y se centrifugé a 18000 rfc
(1400rpm) por 15 minutos

5) Se decanté con mucho cuidado de no tirar el pellet y se dejo secar a

temperatura ambiente.

6) Se resuspendié en agua estéril en un volumen de 50pL.
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CONDICIONES DE REACCION DEL PCR INVERSO

Los oligonucleétidos usados para la amplificacion del DNA por PCR inverso fueron

los siguientes:

Oligonucleétido . Pasicion en el templado
Secuencia 5'--> 3'

Cédigo | Neinbre pGawB Gendmico
2007-3548 |GaléFwd CETCACAGATAGATIGECTTCAGTGE 538-563 —-
2007-3542 |GaldR=v GCETCGETGAGTGLCACGATAGGGL g84-1007 | 00 -
2007-1774 |AmpliB'F |CAATCGCCETGAAGACCAGTG 54045424 ——
2007-1775 |Ampi5'R  |CTCCAGTCACAGCTTTSECAGC no match | 0 -
2007-2668 |SecS’ GCCCAGAAASTATGTSTCAC 2546 | ee—e
2007-266% 15ecB5'R CACAACCTTTCCTCTCAACAA 84-104 ————-
2007-3876 |5ec5'Fwd |CCCGTCGATAGCLGAAGCTAGL 25-36
2C07-3856 |5'Fud GLACGTTTGCTTGTT6AGAGGAAAGG 74-99 -
2007-3855 |5'Rev CEETAAGCTASCTTCEELTATCE 3052 | 00000 e
2007-1772 |Ampli3'F  |CAATCATATCGCTSTCTCACTCA 10937-1095% | -
2007-1773 (Ampli3'R  |CCTTAGCATETCCGTEEGEETTTGAAT 19902-10%27| -
2007-2666 |Sec3’F GACACTCAGAATACTATIC 10970-10¢88| 0 --e-
2007-2667 |Sec3'R CETGEEETTTGAATTAACTC 10896-10915} = -——-
2009-5817 |nusvoFwd |GAACGACCTACACCGAAL i0070-10087 | 00000 —eeee-
2009-5818 |nuevoRev |CTCAAAATASGAAAAAGTCTG S 2R:16472507-16472527
2008-6302 |Prubb'FwdAG5AGGETACAAATICAAAATETG ——— 2R:16472336-16472352
2008-5303 |PrubS FwdBCCCATITGCCCTAATCTCCE 1 e 2R:464Z700-4642214
2008-6304 Prubb'FwddGAAAACTTACCCCAAAGTGGC | ——— 2R:3478397-3478383
2006-2516 |Fwdbell GATTCGTTTITAAAGTAATCAG ——— 2R16471546-16471566
2009-2519 [Revbeil STGATATTTATGCYTETTTITG | = 2R:16472415-16472436
2000-2517 (Fedbel?2 [|GCTAATTETTAGTATAAGGC S~ | 2R16471665-16471684
2002-2518 [Revbhel2 GATATTTTTITCACATITGCE -

2009-4703 |Fwd ana  |GAATICCATIGAACTCGAAATCITIGIG | —v 2R:16473001-1647 3028
2009-4704 |Rev ana CTETTCEGTGETATTITATTCATTITG | e 2R:1&474943-16474568
2009-4604 |Fwdize SEGAAATLGAAGGAATTICGCE S | - 2R:16472014-16472033
2309-4605 |Reviza GETCCETICTTTITCGATT TG ————— 2R:16472078-16472593
Z008-b194 |Sal Fwd TCTCTTECLEALCEEGACC 11029-11046 ——
2008-5193 |Sol Rev TEGCOAAAGSEEGGATETG 8010-8027 | @00 -

L.as condiciones de reaccion fueron muy similares en todos los casos, el volumen

total de reaccién fue de 50uL..

*Buffer 1X

*DNTP’s 5 mM
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Primer Fwd 3-5 ng/uL

Primer Rev 3- 5 ng/uL

DNA digerido y ligado a una concentracion de entre 100-400 ng
Agua destilada

*Enzima Taq polimerasa 6 Expand High Fidelity

*La composicién del buffer dependié de la enzima utilizada. Todos los buffers usados
fueron comerciales (Roche y New England BioLabs ® Inc.) y venian con la enzima

correspondiente. Los dNTPs fueron de la marca Roche.

94° C 5 minutos

parar para poner enzima (Taq polimerasa o High Expand Fidelity)
94° C 3 minutos

94° C 30 segundos

50°-68° de 1 a 2 minutos 30 ciclos

72° C de 2 a 4 minutos

72° C 10 minutos

4° C para almacenar

NOTA: El termociclador usado para realizar las reacciones de PCR fue
GeneAmp®PCR System 9700 Applied Biosystems.

PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR INVERSO PARA LA
SECUENCIACION

Se realizo la purificacion de los productos obtenidos del PCR inverso de acuerdo
al manual de Montage PCR Device ® MILLIPORE Kkit.

1) La muestra se ajusté a un volumen de 100uL.
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2) Se montd el Montage PCR sample reservoir en un vial especial de 1.5mL

(incluido en el kit).

3) Se adicionaron 300uL de agua destilada estéril.

4) Se adicionaron los 100uL de la muestra para un volumen final de 400uL.

5) Se centrifugd por 5 minutos a 1000 rcf.

6) El Montage PCR sample reservoir se paso6 a un nuevo vial y se le adicionaron
300uL de agua destilada estéril.

7) Se centrifugd por 3 minutos a 1000 rcf.

8) El Montage PCR sample reservoir se paso a un nuevo vial y se le adicionaron
200uL de agua destilada estéril.

9) Se centrifugd por 5 minutos a 1000 rcf.

10) El Montage PCR sample reservoir se invirtid y se pasoé a un nuevo vial; se le
adicionaron 30pL de agua destilada estéril.

11) Se centrifugd por 2 minutos a 1000 rcf y se recuperdé para almacenar a —20°C.

12) Se cuantifico el DNA obtenido y se mandé a secuenciar siempre una

concentracion mayor a 150ng/pL.

13) La concentracion del oligonucledtido fue siempre mayor a 3pmol/uL. Para cada
muestra que se mandd a secuenciar sélo se uso un oligonucleétido (el Fwd o el

Rev) correspondiente a la secuencia.

14) Las muestras se concentraron en un volumen final de 16 L (tanto DNA como

oligo) a las concentraciones antes mencionadas.

DISECCION DE LARVAS

1) Se realizaron cruzas con la linea L70-GAL4 con moscas UAS-GFP, ambas
homacigas, para obtener moscas L70-GAL4/UAS-GFP.

2) Se seleccionaron larvas de 3er instar para realizar las disecciones.
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3) Se banaron en paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y se observaron

sin ninguna preparacién al microscopio de fluorescencia.

4) Se disecaron e incubaron en PBS 1X (de 5 minutos a 1 hora) y

posteriormente en paraformaldehido al 4% durante 5 minutos.

5) Se hicieron lavados con PBS (3 lavados) de 5 minutos cada uno en

agitacion constante.

6) Se montaron en porta objetos con 10uL de Citifluor TED PELLA INC.
(producto No. 19470).

7) Se observaron al microscopio de fluorescencia.

COMIDA'Y MANTENIMIENTO DE LAS MOSCAS

Las moscas se mantuvieron en comida de maiz y a una temperatura constante de
25°C con una humedad relativa del 70%. Para realizar las cruzas se aislaban
hembras virgenes (generalmente de la linea TNTE) que se mantenian a 18°C y
una vez que se ponian con el macho (5 hembras por cada macho) eran

mantenidas nuevamente a 25°C. Las moscas a 18°C crecen mas lentamente.

Se utilizaron machos para cada ensayo de entre 3 y 5 dias posteclosion y eran
aislados 24 horas antes de realizar el ensayo. Se utilizaron s6lo machos ya que en
protocolos anteriores se ha establecido que los machos tienen menor variabilidad

en ensayos de comportamiento.

Ingredientes y proporciones:
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PRODUCTO  |0.5L 1L 2L 2.5L 3L
LEVADURA  [10.5g 21g 42g 52.5¢ 639
AGAR 3.59 79 14g 17.59 21g
DEXTROSA  [24.37g 48.75g 97.5g 73.125g 97.5g
SACAROSA  [10.5g 21g 42g 52.5g 639
CORNMEAL  [30g 60g 120g 150g 180g
A.PROPIONICO[2 mL 4mL 8 mL 10mL 12mL

Se mezclan todos los ingredientes, excepto los ultimos dos, y se calientan (en

microondas o parrilla) hasta que hiervan. Hervir por 1 minuto agitando.

Adicionar el cornmeal mientras se revuelve constantemente y posterior a esto
regresar al microondas o a la parrilla y calentar a ebullicion. Asegurarse de que

hierva o la mezcla no se hara adecuadamente.
Remover y dejar que se enfrie a menos de 60°C

Adicionar el acido propidnico y mezclar MUY BIEN. Verter en los viales y en las

botellas y tapar INMEDIATAMENTE. El acido propionico inhibe el crecimiento

de moho y de algunas bacterias por lo que funciona como un conservador.
SOLUCIONES

*Buffer de Homogenizacién (100mL)

0.15M de NaCl (3mL de NaCl 5M)
0.01M de Tris pH 8.00 (0.5mL de Tris 2M)
0.005M de EDTA (1mL de EDTA 0.5M)

0.2% de N P-40 (200uL de NP-40 100%)
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*Buffer de Lisis (100mL)

0.3M de NaCl (6mL de NaCl 5M)

0.05M de Tris pH 8.00 (2.5mL de Tris 2M)
0.005M de EDTA (1mL de EDTA 0.5M)

1% de N-Sarcosil (10mL de N-sarcosyl al 10%)

*Squishing Buffer (SB) 5mL

10mM de Tris pH 8.2 (50uL de Tris 1M)
1mM de EDTA (10uL de EDTA 0.5M)
25mM de NaCl (25uL de NaCl 5M)
Aforar a 5 mililitros

NOTA: Para una reaccion de 50uL se agregan 49.5uL de SB y 0.5uL proteinasa K
(200pg/uL).

*PBS 1X (1L)
NaCl 8g

KCI 0.2g
Na;HPO, 1.44g
KH,PO,4 0.24g

Disolver en 800mL de H,O destilada. Se ajusté el pH a 7.4 con HCI. Se esterilizd y

se almacend a 4°C.

*Buffer de Fosfatos 100mM pH 7.4 (100mL)

Na;HPO,4 1.42g

Disolver en 80mL de H,O destilada y ajustar el pH a 7.4. Finalmente aforar a
100mL.
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*Paraformaldehido 4% (10mL)

*Buffer P3 :
KAc 3 M
pH=5.5

*Todos los reactivos utilizados para la preparacion de las soluciones anteriores fueron de

la marca J.T.BAKER®.

Buffer para Pst I, Sal | y Bam HI (1X NEBuffer 3)

Tris-HCI 50 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 10 mM
Ditiotreitol 1 mM
pH 7.9

Buffer para Hind Ill y Msp | (10XBuffer B)

Tris-HCI 100 mM

NaCl 1 M

MgCl, 50 mM

2-mercaptoetanol 10 mM

pH 8.0

Buffer para Xba | (1X NEBuffer 4)

Tris-acetato 20 mM

Acetato de potasio 50 mM
Acetato de Magnesio 10 mM
Ditiotreitol 1 mM

pH 7.9

Buffer para Kpn | (1X NEBuffer 1)

Bis-Tris-Propano-HCI 10 mM
MgCl; 10 mM
Ditiotreitol 1 mM
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pH 7.0

Buffer para Tag DNA polimerasa (1X ThermoPol Reaction Buffer)
Tris-HCI 20 mM

(NH4)2S04 10 mM

KCI 10 mM

MgSO4 2 mM

Triton X-100 0.1%

pH 8.8

ELIMINACION DEL ELEMENTO P DE LA LINEA L-70

Se utilizdé a la linea A-2,3, la linea Doble Balancer (DB (CyO/Sp ;
MKRS,sb/TM2,Ubx)) y la linea L-70. La linea A-2,3 cuenta con el gen de la
transposasa, enzima que puede actuar en trans y necesaria para movilizar al
elemento P que se encuentra en el genoma de la linea L-70. Las cruzas se
realizaron de la siguiente manera: dos hembras virgenes A-2,3 con un macho DB
por cada vial de comida. De esta cruza solo se seleccionaron los machos con el
genotipo +/Cy0O ; A2-3,sb/TM2,Ubx. Posteriormente se hizo la cruza de la linea L-
70 con las moscas obtenidas de la cruza anterior. Las cruzas se hicieron usando
hembras virgenes de la linea L-70 con machos A-2,3 y hembras virgenes de la
linea A-2,3 con machos L-70. De esta cruza se seleccionaron solo hembras
virgenes con genotipo L-70/CyO ; +/A2-3, sb (un total de 72 hembras) las cuales
fueron cruzadas con machos DB, un macho por cada hembra y un vial de comida
por cada pareja. La caracteristica principal para elegir a las hembras es que
tuvieran los ojos variegados. De esta cruza se selecciond a moscas con 0jos
blancos y genotipo CyO/AL-70 ; TM2,Ubx/+. Finalmente para estabilizar a la linea,
las moscas obtenidas se cruzaron con moscas DB para obtener CyO/AL-70 ;
TM2,Ubx/MKRS,sb. Estas moscas se cruzan entre hermanas del mismo genotipo

y asi se mantiene a la linea.
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RESULTADOS

IDENTIFICACION DEL SITIO DE INSERCION

La coleccion de moscas utilizadas lleva la insercion del elemento P{GawB} Figura
7 el cual esta conformado por 11067pb. Esta construccion cuenta con los
siguientes elementos: GAL4 con 2899pb, el promotor Hsp 70, white y pBluescript Il

para el resto de la secuencia.

Conocemos con certeza la secuencia completa de P{GaWB}, lo que nos permitié
disefiar oligonucleétidos que amplificaran el elemento P, secuencia que nos sirvi
de anclaje, para las secuencias de DNA gendmico que lo estan flanqueando La
técnica consiste en 4 pasos: extraccion, digestion, ligacion y reaccion de PCR
inverso del DNA. Los tres primeros son la purificacion de la muestra. La extraccion
puede ser a partir de larvas o adultos y se utilizan de 50 a 100 individuos. En
nuestro caso utilizamos 100 moscas adultas. La digestién se realizé para obtener
fragmentos de DNA mas o menos homogéneos en cuanto a tamafo ya que las
enzimas utilizadas cortan con poca frecuencia en el genoma. La ligacién fue para
circularizar los fragmentos de DNA obtenidos, lo que permitid la reaccion de
amplificacion. Finalmente, la reaccion de PCR inverso que consistié en colocar la
muestra de DNA obtenida de la purificacion con los elementos adecuados
(nucledtidos, enzimas, primer, buffer, etc.), para su amplificacion en el

termociclador.

Una vez obtenido el producto de amplificacion, se secuencio.

1000 300 S0 4Uon 5000 eQO0 OO0 2000 SJUU Looul pioog
| | | | | | ] | | | ]

GLTA Hep7iBE white pBloescript IT w
Bt fAapr?iAk P
- ¥ {Gawt} >
P — -
GAT. §%3 N ha aTpH arz:
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Figura 7. Elemento P{GawB} . Figura tomada de http://flybase.org/reports/FBtp0000352.html.
Elemento de 11067pb que portan las moscas mutantes L-70. En los extremos se compone de
secuencias caracteristicas (repetidas invertidas). La secuencia que codifica para GAL4 se
encuentra al extremo 5’; rio a bajo de ésta se encuentra el gen White que recupera el fenotipo de
0jos rojos regulado por promotores basales Hsp70. El segmente pBluescript Il es funcional sélo
cuando el elemento se encuentra en bacterias. Este elemento fue movilizado para generar una

escision en la linea original de la cual se fundaron 6 familias.

Se seleccionaron estas enzimas con la finalidad de cortar lo mas cercano posible

a los extremos del elemento. Los sitios de corte fueron los siguientes:

Enzima Sitio de corte en el elemento
Pst | 187,1569.3401 y 7865
Hind Il 162, 196, 3105 y 4357
Sal 1457, 3120, 3592, 5473, 6332, 7847 y
7871
¥bal 926, 3370, 3425
Msp | 8h6, 2266, 3407, 3567, 4010, 4573,
4583, 4663, 4670, 4692, 4729 4850. .
Bam HI 3413y 10815
Kpn | 10758

De todos los ensayos realizados, se obtuvieron mejores resultados con las
enzimas Sal |, Xba | y Pst |. En todos los casos se usé la enzima Expand High

Fidelity (Roche) para las reacciones de PCR inverso.

Cuando usamos la enzima Sal | y realizamos las reacciones de PCR inverso se
obtuvieron fragmentos de alrededor de 600 y 800 pares de bases usando la
combinacioén de primers Sal Rev/Sal Fwd. Usando la combinacion de primers Sal
Rev/Sec 3'Fwd se obtuvieron fragmentos de entre 1000pb y 3500pb (flechas
blancas). Esto a una temperatura de apareamiento de 50°C. Usando nuevamente
la combinacién de primer Sal Rev/Sec 3’Fwd a una temperatura de apareamiento
de 58 ya solo obtuvimos una banda de alrededor de 1800pb (flecha amarilla)
Figura 8. Cuando usamos temperaturas menores a ésta comienzan a aparecer
mas bandas de mayor y menor tamano. Todo el producto de PCR inverso

obtenido se purificd (ver materiales y métodos) y se mandé a secuenciar.
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Figura 8. PCR inverso usando la enzima de restriccion Sal I. Los productos fueron purificados y
secuenciados. 1 )Los sitios de corte de la enzima se indican con una flecha roja, tanto en el
elemento P como en el DNA gendmico. 2) Los sitios de apareamiento de los oligonucleotidos
usados se muestran con la flechas en negro. Con una flecha roja se indica el sitio final del
elemento y el inicio de la secuencia genémica. 3) Plasmido generado por la ligacion de el DNA
digerido. 4) Patrén de bandas generado por el PCR en un gel de agarosa al 1% con una
temperatura de apareamiento de 50°C y 58°C. Carriles: 1 MPM 1Kb, 2 Productos obtenidos con los
primers Sal Rev/Sal Fwd, 3 No se obtuvieron productos con los primers Sal Rev/Ampli 3° Fwd, 4
Productos obtenidos con los primers Sal Rev/Sec 3'Fwd, 5 Contro positivo primers Gal4
Rev/Ampli5’Fwd 6 Control negativo Gal4 Rev/Ampli5’Fwd.

Cuando usamos DNA digerido con Pst | y realizamos las reacciones de PCR
inverso con la combinacion de primer Ampli 5’Fwd/Ampli 5’Rev obtuvimos una
banda de alrededor de 1300pb a una temperatura de apareamiento de 59°C
(indicado con la flecha negra). Cuando usamos DNA digerido con Xba I, el

producto de PRC inverso mostré una banda de alrededor de 2000pb a una
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temperatura de apareamiento de 59°C Figura 9 aunque en la foto del gel es

practicamente imperceptible, sin embargo se obtuvo una secuencia.

5
| Gendémico
Sitio de corte de Pstl
2 Gendémico
Base 0
Base 0 Sitio de Ligacién
- A_-""-

Figura 9. PCR inverso usando las enzimas de restriccion Pst I.y Xba I. Usando estas enzimas se
obtuvo un solo fragmento como se muestra en el gel. Los fragmentos difieren en tamafio ya que el
sitio de corte de las enzimas usadas son distintos. En ambos casos se uso la combinacién de
primers Ampli 5’Fwd/Ampli 5’Rev y las digestiones se hicieron de manera independiente. Los
productos fueron purificados y secuenciados. 1) Los sitios de corte de la enzima se indican con una
flecha roja, tanto en el elemento P como en el DNA gendmico. 2) Los sitios de alineado de los
oligonucleotidos usados se muestran con la flechas en negro. Con una flecha roja se indica el sitio
final del elemento y el inicio de la secuencia genémica. 3) Plasmido generado por la ligacion del
DNA digerido. 4) Patrén de bandas generado por el PCR en un gel de agarosa al 1% con una
temperatura de apareamiento de 59°C. Carriles: 1 MPM 1Kb, 2 No se obtuvieron productos con los

primers Sal Rev/Sal Fwd, 3 No se obtuvieron productos con los primers Sec5’Fwd/Sec5’Rev, 4 No
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se obtuvieron productos con los primers Ampli 5’Fwd/Ampli 5Rev, 5 Producto obtenido con los
primers Sec 5Fwd/Sec 5’Rev, 6 Producto obtenido con los primers Ampli 5’Fdw/Ampli 5'Rev

Control positivo primers Gal4 Fwd/Gal4 Rev.

La secuencia obtenida con Sal | no se contemplé para el analisis ya que la calidad
fue muy mala, debido a las multiples bandas obtenidas. Sin embargo las
secuencias obtenidas tanto con Pst | como con Xba | fueron usadas para realizar
analisis bioinformaticos (BLAST-n) y encontramos que la secuencia alinea
perfectamente con el genoma de la mosca (base de datos de flybase) en la region
etiquetada como 2R:16470008 y hasta 2R:16470565. Figura 10. Un analisis mas
detallado mostré que el sitio exacto de la insercién se encuentra entre las bases
2R:16472008 y 2R:16472009.

Overview of 2R
OM M 2N 3M  4M 5M  6M M @M OM 10 11M 1210 131 14m  ASM  16M

170 46N 19m  zom  2in

16471K 16473k 16474k

mir-310 mir-312 Hnfla
4 4 <

mir-311  mir-313
] q

Figura 10. Mapa grafico que muestra la region en el genoma de la mosca que alinea al 100% con
la secuencias obtenidas (barras de colores). La linea roja muestra la posicion dentro del brazo
derecho del cromosoma 2 de mosca y enseguida se amplifica la region para mostrar el
alineamiento con las secuencias obtenidas de las digestiones con Pst1 (barras naranja y gris) y
Xba | (barras amarilla y verde). La variacion entre los sitios de alineamiento se debe a que se
usaron diferentes oligonucleoétidos para la secuenciacion. El sitio exacto de insercion se indica con
el triangulo verde y corresponde a la region entre las bases 2R:16472008 y 2R:16472009. Como

se observa la regidn corresponde a una zona intergénica.
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Estos datos corroboraban datos previamente obtenidos de un analisis genético
realizado a la linea L-70 en el cual se demostré que la insercion del elemento P

cayo en alguna regién del cromosoma dos.

Esta zona comprende 4094 pares de bases entre los 2 genes mas cercanos; hacia
el extremos 5’ el gen lethal (2) y al extremos 3’ el gen Nnfla Dentro de esta misma
region se encuentra un cluster de microRNAs (mir-310 — mir-313) que van de
2R:16471271 hasta 2R:16471720 poco mas de 449pb.

Para demostrar que efectivamente el sitio de insercion es el que postulamos
realizamos un ensayo de PCR normal. Determinamos, por el analisis
bioinformatico que el sitio preciso de insercidon fue la region 2R: 16472008 Figura
11a. A partir de este sitio tomamos 597pb del posible DNA gendémico y 200pb del
elemento P. En base a la secuencia de DNA gendmico disefiamos 3 oligos
(Prueba 5Fwd AB y C) para usarlos con el oligo Ampli5’Rev Figura 11b. El
fragmento esperado con Prueba 5’Fwd A/Ampli5’Rev fue de 578pb, con 5'Fwd
B/Ampli5’'Rev fue de 545pb y con 5’Fwd C/Ampli5’Rev fue de 452pb.

5 - 3

797

1
DNA Gen6mico GGCT//ATGGTCT/ /GCATA

A
Base 0
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200pb
5

Ampli5’Rev

Prueba5’Fwd
A,ByC

Fragmentos de:
A) 578pb
B) 545pb
C) 452pb

Figura 11. Estrategia experimental para demostrar que el sitio de inserciéon es la region
2R:16472008. (a). Consideramos a la base 0 el punto donde inicia el DNA gendmico y el elemento
P{GawB} en base a la secuencia obtenida y alineada con el DNA genémico. Tomamos un total de
797pb de las cuales 597 eran del DNA gendmico y 200 del pP{GawB} . A partir de esta secuencia
se disefaron 3 oligos, Prueba 5" A, B y C, para usarlos con Ampli 5 Rev previamente disefiado y
utilizado en el PCR inverso. De esta forma obtendriamos fragmentos de diferentes tamafos segun
la combinaciéon de oligos solo si el elemento P se encuentra en la region que propusimos (b). De lo
contrario la amplificacion no se daria y/o los productos con los tamafios esperados no se
obtendrian.

Realizamos los ensayos de PCR con los oligos disefiados, todos a una Tm de

55°C. Para estas reacciones utilizamos tanto DNA gendmico como el DNA
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digerido con Pst | y ligado. Con excepcion de 5Fwd C/Ampli5’Rev, si se

obtuvieron los fragmentos esperados Figura 12.

Figura 12. Productos de PCR. Carriles: 1) MPM 100pb, 2) DNA de Pst | con primers
Prueba5’FwdA/Ampli5’Rev, 3) DNA de Pst | con primers Prueba5’FwdB/Ampli5’Rev, 4) DNA de Pst
I con primers Prueba5’FwdC/Ampli5’Rev, 5) Control negativo, 6) DNA gendmico con primers
Prueba5’FwdA/Ampli5’Rev, 7) DNA gendmico con primers Prueba5’FwdB/Ampli5’Rev, 8) DNA
gendémico con primers Prueba5’FwdC/Ampli5'Rev, 9) Control negativo de Gal4, 10) DNA gendmico
con primers Gal4Fwd/Gal4Rev. Soélo se obtuvieron bandas con la combinacion de oligos
Prueba5’Fwd A/Ampli5’Rev y Prueba5'Fwd B/Ampli5’Rev tanto con DNA tratado como con el DNA
genomico (carriles 2, 3, 5 y 6 respectivamente). Como control positivo se puso la amplificaciéon de
un fragmento de Gal4 (marcado con una punta de flecha) usando DNA gendmico del cual se
obtuvieron todas las muestras.Como control negativo se hizo el mismo tratamiento para los tubos
de reaccion sin DNA; para igualar el volumen se agregé agua. Gel de agarosa al 1%, MPM:
marcador de peso molecular de 100pb, en cada carril se cargd 10uL de muestra con 4uL de

loading Buffer y se corrié a 80 volts.

Otro ensayo realizado para determinar que efectivamente se trataba de la
secuencia planteada, fue digerir a los productos de PCR obtenidos. Se tom¢ la
secuencia de los productos obtenidos y se seleccionaron 2 enzimas, Nde | y Xba |
Figura 13a, las cuales producirian fragmentos de distintos tamafios en funcion del
producto obtenido con las diferentes combinaciéones de primers Figura 13b. Para

el producto obtenido con la combinacion Prueba 5’Fwd A/Ampli5’Rev digerido con
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Xba | se obtendrian, tanto con el DNA genémico como con el DNA tratado,

fragmentos de 53pb y de 525pb. Para esa misma combinacion pero digerido con

Nde | se obtendrian fragmentos de 299pb y 279pb. Para el producto obtenido con

la combinacion Prueba 5'Fwd B/Ampli5’'Rev (de igual forma tanto con el DNA

genémico como el DNA tratado), digerido con el Xba | se obtendrian fragmentos

de 53pb y 492pb mientras que la digestion con Nde | produciria fragmentos de
279pb y 266pb Figura 13 c.

a
57 Bsa Al
S1 Gdill
31 Eagl
51 B85kl 461 Ddel
50 Mol 460 gl
44 HirdIll 451 7l 624 85|
35 MinPi1l 451 Hinfl 619 Ssml
35 Hhal 436 Tat| 581 8s!1
30 Prull Ze-BerE 578 Mscl 725 Hpall
30 Msp bl 418 Ndel | S41 Hindl 673 CstMl
9 Sfel i 370 Faul..d66.BEsSl 578 Hael 724 Beatl
9 Pst 202 Xbal 368 DsrBl 477 Psile 599 Hoy 188 756 Hoy CH4!I
[I 1L I | LI I | Y |
PGawBconDNAgeomico 797 bp Unique Sites HMode: Global
b

Digestion con Xba 1

Fragmento espera

Digestion con Nde 1

ragmento esperad

Primers Primers
' - 53pb ' - 259ph
Prueba 5Fwd A/Ampli5Rev 53555 rueba 5'Fwd A/Ampli&'Re ST555
53pb Z70pb
Prueba 5Fwd B/AmpliSRev Prueba 5 Fwd B/Ampli5'Rev
492pb Z66pb
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Figura 13. A) Mapa grafico el cual muestra el total de la secuencia usada para la digestiones y se
indica en un recuadro rojo punteado los sitios de corte de las enzimas utilizadas. B) Resumen la
combinacion de primers usados y los productos de digestion esperados para cada enzima. C) Gel
de agarosa al 1% que muestra los fragmentos obtenidos del tamafo esperado. Carriles: 1.- MPM
100pb, 2.- Ndel/Pstl A, 3.- Ndel/Gendmico A, 4.- Control Genoémico A/BufferH, 5.- Control Pstl
B/Buffer 2, 6.- Xba I/ Gendmico A, 7.- Xba I/ Gendmico B, 8.- Xba I/ Pstl A, 9.- Xba I/ Pstl B. Las
flechas indican tamafos de 300pb (abajo) y 500pb (arriba). No se observan las bandas de 53pb.

ELIMINACION DEL ELEMENTO P

Para demostrar que el elemento insertado es responsable del fenotipo que
observamos, decidimos eliminarlo de ese lugar. Para ello se planted la
movilizacion del mismo mediante herramientas genéticas de tal manera que
generamos un evento de escision de DNA, en este caso del fragmento
correspondiente al elemento P (poco mas de 11 mil pb). Cuando se genera una
movilizacion de este tipo pueden ocurrir 2 eventos; el primero es que cuando se
moviliza no altere ninguna de las regiones de DNA por las que esta flanqueado
dejando integra la secuencia de DNA que se encontraba interrumpiendo, lo cual
produciria lo que se denomina una movilizacion perfecta. En segundo lugar y

contrario al caso anterior, cuando el elemento es movilizado puede llevarse
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consigo parte de la secuencia que lo flanquea causando una delecion, a lo que se

denomina movilizacién imperfecta.

El elemento P{GawB} carece de la enzima necesaria para catalizar esta reaccion,
no obstante contamos con otra linea de moscas transgénicas que expresa a esta
enzima, la transposasa (la linea A-2,3). Cuando cruzamos a estas moscas con
nuestra linea L-70 generamos moscas que ya no cuentan con el p[P{GawB} ] (el

elemento P).

Consideremos lo siguiente. EI genoma de la mosca se conforma por 4
cromosomas, estos pueden ser representados por barras (/) por encima y de bajo
de ellas se escribe el nombre del gen, mutacion, insercion, etc.,con el que se
trabaja. Una coma (,) separa a dos locus de un mismo cromosoma y un punto y
coma (;) a un cromosoma de otro; una cruz (+) representa un fenotipo silvestre,
una X representa la cruza entre dos lineas y en este esquema de cruzas se uso un

signo de interrogacion (?) cuando no se sabia que alelo heredo la progenie.

Las cruzas se realizaron de la siguiente manera:

Cruza 1

@ o}

+/+ ; A2-3,5b/TM2,Ubx X CyO/5PF; MKR3,sb/TM2,Ubx
+:A2-3,5b +: TM2.Ubx
CyiQ; MKRS,sb @ +/Cy0 ; TM2,Ubx /MKRS sb
5P; MKRS,sb @ +/5P ; TM2,Ubx/MKRS. sb
3P TM2,Ubx +/5F ; A2-3.50/TM2,Ubx @

12 viales: con 2 moscas hembras virgenes A2-3 y un macho DB

Progenie total obtenida: 184 hembras de las cuales 90 eran CyO
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117 machos de los cuales 56 eran CyO

Cruza 2

$ of

L-FOMCYO ; +/+ X +/CyO ; TM2 Ubx/? s5b
L-FO ; + CYO : +
L-F0f+ ; +f ?.5b CyO/f+; +/?sb
+; TM2 Ubx L-TOf+ ; +/TM2, Ubx CyO+ - +/ TM2, Ubx
cyo: 2 s L70/Cy0 - +72.5b 54
Cy0 ; TM2 Ubx L-FTO/CyO : +/TM2,Ubx @

22 viales con: 2 hembras L-70 y un macho A2-3.
19 viales con: 3 hembras A2-3. Y un macho L-70

Se obtuvo: 7175 hembras de las cuales s6lo se seleccion6 a 72 hembras virgenes

ISIDICYOISARRESISH d< ojos variegados.

Se obtuvo un total de 6724 machos.
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Cruza 3

@ of

L-70/Cy0 ; A2-3.5b/+ X CyO/5P; MKRS,sb/TM2,Ubx
CyO; MKRS. sk CyO: TM2,Ubx SP: MKRS,sb SP; TM2,Ubx
CyO; A2-3sb @ @ t;@ SP/CyO ; TM2 Ubx/A2-3.5b
CyO;+ t;@ @ SP/CyO ; MKRS sb/+ SP/CyO ; TM2, Ubx/+
L-70: A2-3.sb t;@ CyOfAL-70 [ TM2,Ubx/A2-3.5b ‘::@ SP/AL-70 : TM2.Ubx/A2-3 sb
L-70: + CyO/AL-70 [ MKRS,sb/+ _ SPfAL-TO ; MKRS.sb/+ SP/AL-70 ; TM2/+

72 viales con: 1 hembra virgen L-70/CyO; A2-3,sb/+ con 1 macho DB.

Se obtuvo: En 5 viales moscas [BYOIMEIOMNEZIBRE dc ojos blancos. Golic
(1994) report6 una tasa de transposicion de 18/97 (18.5%) del cual el 0.7% obtuvo
deleciones o duplicaciones. En nuestro caso obtuvimos 5/68 (7.4%).

En 14 viales no se obtuvo progenie de los 4 murieron los padres

Se obtuvo un poblacion total de 5413 moscas (machos y hembras)

Cruza 4
CyOfAL-70 * TM2,Ubx/+ X CyO/SP: MKRS,sb /TM2,Ubx
CyO : TMZ,Ubx CyO:+ AL-70 ] TM2.Ubx AL-70;+
CyO: TM2,Ubx @ @ :@: AL-70/Cyo [+/TM3,Ubx
$P: MKRS.sb CyO/5P ;/TM2,Ubx/MKRS,sb CyO/SP ; +/MKRS,sb AL-70/SP © TM2.Ubx/ MKRS. sb AL-70/SP | +/MKRS.sb
SP: TM2, Ubx @ CyO/SP ; +/TM2, Ubx @ AL-70/5P | +/TM2.sb

10 viales: 1 hembra virgen CyO/AL-70;TM2,Ubx/+ con 1 macho DB

Sélo se selecciond a moscas con genotipo [HIETICYOIMNZIEBRNERSIEE
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Cruza 5

?

AL-70/CyO ;| TM2, Ubx/ MKRS.sb X

d

CyO/5P; MKRS,sb/TM2,Ubx

AL-70 [ TM2,Ubx

AL-70 [ MKRS, sb

CyO : TM2 Ubx

CyO ; MKRS.sb

CyO: MKRS,sb

CyO; TM2 Ubx

¥ ¥

3P; MKRS, sb

AL-TO/SP ; TM2.Ubx/ MKRS sb

£
701650 s s
&

CyO/ 5P : TM2. Ubx/MKRS.sb

¥ %9)| %0

3P TM2 Ubx

)

AL-70/SP ; MKRS.sb/ TM2,Ubx

&)

-~

CyO/5P : MKRS,.sb/TM2, Ubx

Cuando no se obtuvieron hermanos, macho y hembra del mismo genotipo, se

realizd esta cruza para no perder la linea y seguir manteniendo al genotipo

deseado.

Cruza 6

?

AL-TO/CyO [ TMZ, Ubx/ MKRS sb

X

o}

AL-TO/Cy O [ TM2, Ubx/ MKRS, sb

AL-70 ] TM2,Ubx

AL-T0 [ MKRS,sb

CyO ; TM2,Ubx

CyO ] MKRS,sb

AL-70 7 TMZ Ubx

5

e

AL-70/ AL-70 [ MKRS,sb/ TMZ,Ubx

&

AL-TOSCy0 [ TM2,Ubx/ MKRS.sb

AL-70 [ MKRS.sb

AL-70/ AL-70 ;[ TM2.Ubx/ MKRS.sb

52

=

Cy0Q/ AL-70 [ TM2,Ubx/ MKRS, sb

CyO ] TM2.Ubx

52

-

AL-FOfCyQ [ MKRS.sb/ TM2Z, Ubx

CyO ] MKRS,sb

AL-70/Cy0 [ TM2 Ubx/ MKRS,sb

%

-

¥ %D

¥ ¥

Cruza para la fundacién y amplificacion de las familias. De las 10 familias

obtenidas solo se pudieron establecer 6.
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Se establecieron 6 familias las cuales nombramos: Familia 1.1, Familia 1.2,
Familia 2, Familia 3, Familia 5 y familia 7.2. Las etiquetamos de esta forma de
acuerdo al vial en el que fueron encontradas, por ejemplo las familias 1.1 y 1.2
fueron obtenidas en un solo vial, la familia 3 en un vial independiente y asi
respectivamente. Obtuvimos también a las familias 1.3, 7.2 y 7.3, sin embargo no

se pudieron establecer.

Consideramos la region 2R: 16472008 como la base 0 y tomamos 500pb rio arriba
y 500pb rio debajo de esa regién. Disefiamos oligos (FwdDel2/RevDel2) de tal
forma que amplificaran fragmentos de 672pb. Este fragmento sélo se amplifica si
no estan presentes las poco mas de 11mil pb que se encuentran en medio de esta
region. También utilizamos los oligos Gal4Fwd/Gal4Rev para demostrar que las
familias ya no cuentan con el elemento P Figura 14. En base a nuestros datos
determinamos, por PCR y secuenciacion, que la escision fue perfecta en todas las

familias, es decir, que no provocé ninguna delecion en el lugar del que se

escindio.
Reglén 16471998 Reglén 16472061
l Regicn 16472008-09 l
Genomico 15 0T AR AGG ] ITTTTI
w A A TR AR OB CACGRAR T AR GERRTTC CCCAGR TRCACA TTTITTTTTARCA
s ) . )
2 .....:.:\. e B - B L 2r i g B p o Sl g B LR Wi L el g L o R L L£f - 1 11110113ty

Figura 14. Determinacién del tipo de movilizacion. Los productos de PCR fueron secuenciados y
analizados mediante un alineamiento simple con respecto a la secuencia gendmica. Lo que
observamos es que, al menos 5 de las 6 familias establecidas, no sufrieron ningun dafio en la
region donde se encontraba insertado el elemento (marcado con el cuadro rojo). Usamos como
control a la linea WHITE, moscas que no cuentan con P{GawB} . En la figura sélo se muestra un
fragmento de la secuencia (16471996-16472061). El elemento se encontraba insertado entre la
base 16472008 y 16472009.
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RESCATE DEL FENOTIPO

Nuevamente se realizaron los experimentos de exposicion a nicotina con las

familias establecidas.

Se realizaron ensayos con las familias, 1.1, 1.2, 5y 7.2, tanto las que cuentan con
una sola copia del cromosoma original (AL 70/CyO ; MKRS/TM2) Figura 15a como
las que portan las dos copias (AL 70/AL 70 ; MKRS/TM2) Figura 15b. Se observé
que bajo las mismas condiciones, exposicién a 16ng/puL durante 15 segundos,
mostraron un fenotipo muy similar a la silvestre, es decir, la linea WHITE. Cuentan
con un tiempo medio de recuperacion que va de 10 a 30min en cambio la linea
original sigue mostrando un fenotipo de sensibilidad. También se observo que los
grupos que portan una sola copia del cromosoma original muestran menor

variabilidad con respecto a los que portan las 2 copias

Con estos datos se puede concluir que efectivamente el fenotipo que inicialmente

se reporto es debido a la insercion del elemento P{GawB} que porta la linea L70.

a Exposicidn a nicotina 16ng/ul b Exposicion a nicotina 16ng/ul

——WHITE
19 ——FAMILIA 1.1 CyO+ 119
—B—FAMILIA 1.2 CyO/+
FAMILIA 5 CyO/+
FAMILIA 7.2
—8—1.70/CyO

—&—WHITE

——L-70 +/+

—

0.5 FAMILIA 1.1

—l—FAMILIA 1.2 +/+
##—FAMILIA 2 +/+

FAMILIA 7.2 +/+

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo de Recuperacién (mi Tiempo de Recuperacion (mi

Figura 15. Exposicién a nicotina de familias que carecen de P{GawB} . a) Las familias 1.1, 1.2, 5y
7.2 fueron expuestas a 16ng/puL de nicotina en forma volatilizada. Se observa que a diferencia de la
linea original (L-70) presentan un tiempo medio de recuperacion de 10 a 30 minutos que aun a
pesar de tanta variabilidad entre estos grupos no difieren mucho del comportamiento de la linea

control (WHITE). b) Sdélo las familias 1.1, 1.2, 2 y 7.2 tienen 2 copias del cromosoma original; de
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igual forma fueron expuestas a nicotina volatilizada y se observa que a diferencia de las familias
que portan so6lo una copia, muestran un comportamiento mucho mas variable, sin embargo el
analisis estadistico de chi cuadrada muestra una diferencia claramente significativas a p<0.05.
n=100 moscas entre la linea mutante y las familias obtenidas. Los simbolos representan el

promedio de los organismos recuperados y las barras representan el error estandar de la media.

EXPRESION DE GFP EN MOSCAS L-70

Mediante el sistema de expresion bipartita GAL4/UAS, se pudo dirigir la expresién
de la proteina verde fluorescente (GFP) mediante el control de los elementos que

regulan la expresion de GAL4 en la linea L-70.

Por experimentos previos demostramos que existe una expresion muy discreta en
el sistema nervioso central de la mosca (SNCM) Figura 16 a, tanto en larvas como
en adultos. También demostramos que el fenotipo de sensibilidad es
independiente de la expresion de la TeTxLC que afecta directamente al SNCM
Figura 6. De tal forma que lo siguiente era determinar si existen otras regiones,
ademas del cerebro, que expresen la proteina verde fluorescente. Esto daria un
indicio de que elementos regulan la expresiéon de GAL4 y por consecuencia si

tienen de alguna manera participacion en el fenotipo que se observa.

Realizamos observaciones en larvas de 3er instar vivas y también realizamos
disecciones para obtener discos imagales. La observaciéon de los discos imagales
tienen la finalidad determinar si existe un tejido en particular que exprese a la GFP
ya que estas estructuras son precursores de 6rganos en el adulto. En los discos
imagales se observd una expresion discreta de la GFP. En larvas vivas era posible
observar la expresion Figura 16 d-g. No se observé expresiéon en el cuerpo graso
Figura 16 b.
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Figura 16. Consistente con experimentos previos se observé expresion de GFP en pocas neuronas
del sistema nervioso de la mosca (a) tanto en el ganglio toracico (flecha amarilla ) como en los
I6bulos 6pticos (flechas blancas). También se observé expresion en discos imagales (marcados
con *). Se observaron larvas completas vivas y mostraron expresion de GFP en glandulas salivales
(d-g). Para confirmar este dato se realizaron disecciones de todo el tejido y se observd que la
expresion de GFP era solamente en las glandulas salivales (b y c) y no se observd expresion en
ningun otro tejido. El cuerpo graso (marcado con *) se encuentra unido a las glandulas salivales,
sin embargo tampoco se observo expresion de GFP (b). Las lineas punteadas muestran la posicion
de las glandulas salivales en larvas vivas en contraste de fases, tanto en posicion ventral (d) como
lateral (g). En las moscas control no se observé expresion de GFP (datos no mostrados). En h se
muestra un esquema de una larva completa en posicién ventral y lateral para ubicar la posiciéon de
las glandulas salivales en las fotografias. Todas las fotos fueron tomadas en microscopio de
fluorescencia a un aumento de 10X.

DISCUSION

Nuestros datos muestran que a pesar de que existe una gran variabilidad cuando
realizamos el protocolo de exposicion a nicotina se puede establecer un parametro
de comparacion, lo que denominamos tiempo medio de recuperacion. Este
método ya se ha reportado anteriormente, sin embargo existe una gran
discrepancia entre las dosis usadas por nosotros y las reportadas. Por ejemplo, en
el ensayo realizado por Bainton et al., se necesita una dosis de 12ug de nicotina

para afectar al 100% de la poblacion "% En nuestros experimentos utilizamos una
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dosis de 2ug de nicotina y esto afecté al 100% de la poblacién. Estas diferencias
las atribuimos a varios factores, en primer lugar, el equipo de exposicion no
permite tener un control fino de cuanta nicotina se suministra realmente, pues a
pesar de que tenemos la certeza de cuanta nicotina colocamos en la resistencia,
no podemos medir si toda la nicotina se volatiliza o si se forman productos
quimicos secundarios y en su defecto, cuanto de la concentraciéon inicial de
nicotina absorbe cada mosca durante el tiempo establecido. Otro aspecto a
considerar son los factores genéticos, mucho de los datos reportados muestran

diferencias segun la linea de mosca utilizada en cada estudio.

Otra forma de exposicion es mediante la ingestion crénica en la comida. Midiendo
otro parametro, la LTsp (tiempo requerido para que el 50% de las moscas muera),
se ha determinado que poniendo una concentracién de 1mg/mL en la comida, las
moscas tienen una LTsyp de 8 dias mientras que una LTsp de 0 cuando se
administra 10mg/mL!"®!. Por ejemplo, moscas Hikone R, en las cuales se encontré
que mostraban resistencia a la letalidad inducida por un insecticida (DDT) debido a
la sobre expresion de la enzima CYP-G1, fueron expuestas de manera cronica a
nicotina (2mg/mL) y mostraron a una LTsy de 3 dias, un porcentaje de
sobrevivencia de aproximadamente un 60% Figura 17 a y b, mientras que moscas
Canton S (linea con fondo genético distinto) mostré un porcentaje de sobre-

vivencia de casi el 0% a la misma LTs. ['"1"®

. Esto plantea un amplio campo de
estudio en el cual se pueden determinar los componentes genéticos que influyen
en el metabolismos de la nicotina. Mas interesante es que, combinando ensayos
de exposicidn cronica a nicotina y exposicion a nicotina volatilizada, se ha podido
encontrar que las vias metabdlicas implicadas en la asimilacion de esta molécula
en la mosca son distintas segun el método de administracion. Dos lineas mutantes
aisladas de un “screening” genético mostraron a una LTsp (2 2mg/mL) de 3 dias un
porcentaje de sobre-vivencia de 0%, mientras que cuando son expuestas a
nicotina volatilizada una linea mostré una DES de 0.8 mientras que la otra mostré
una DES de 0.2 Figura 17 C y D, una diferencia notable segun el método de

administracion de nicotinal*?.
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Figura 17. Efectos diferenciales en las moscas segun el método de exposicion. Lineas de moscas
de fondo genético distinto muestran una sensibilidad distinguiblemente diferente cuando son
expuestos de manera crénica a nicotina (A), sin embargo cuando son expuestas a nicotina
volatilizada las diferencias no son tan notables (B). Otras lineas obtenidas de un screening
genético que poseen el mismo fondo genético, cuando son expuestas de manera crénica a nicotina
a los 3 dias muestran un porcentaje de sobre-vivencia de 0% (C), sin embargo cuando son
expuestas a nicotina volatilizada es efecto es claramente distinto (D). C-S: linea de moscas
Canton- S, Hik R: linea de moscas Hikone R, P1 y P2: moscas que portan mutaciones inducidas

por elementos P aisladas de un screening genético. Figura tomada de Shannon et al.2007

Nuestros datos muestran que la linea de mosca denominada L-70 muestra un
fenotipo de sensibilidad a nicotina bajo las condiciones establecidas.
Demostramos también que el fenotipo se debe a la insercién del elemento P
(pP{GawB} ) insertado en la region del genoma de la mosca denominada
2R:16472008. Estos datos fueron corroborados cuando realizamos la movilizacion
del elemento P para revertir la mutacion en la linea L-70 de la cual se
establecieron 6 familias. Estas fueron expuestas nuevamente a nicotina bajo las

mismas condiciones y se observd que presentaban un comportamiento de
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recuperaciéon muy similar a la linea control. Sin embargo entre cada familia se
observa una gran variabilidad de comportamientos pero en relacion a la linea

original muestra una clara diferencia (Figura 15 a y b).

Cuando realizamos el analisis molecular observamos que cinco de las siete
familias establecidas mostraban una escision perfecta. Sin embargo, es dificil
concluir sélo con este analisis si el genoma no sufrié alguna otra alteracién en otra
region.

Nuestros datos muestran que el fenotipo de sensibilidad es independiente de la
expresion de la toxina de tétanos por lo que decidimos analizar si existian otros
tejidos, ademas del sistema nervioso, que resulten afectados por la presencia del
elemento P. El elemento P P{GawB} es un “enhancer trap”, por lo que su
expresion depende de los elementos reguladores en los cuales haya caido. Por tal
razon podemos expresar a la GFP a través de Gal 4 bajo estos elementos
reguladores.

La presencia de la GFP se pudo observar en el sistema nervioso en un patron muy
discreto de neuronas en la larva y en discos imagales de alas y patas (Figura
16A). Lo interesante de este analisis fué que se observé una expresion muy
abundante de GFP en las glandulas salivales.

Las glandulas salivales de la larva Drosophila producen jugos digestivos y una
secrecion la cual es utilizada para adherir al insecto al substrato cuando inicia la
formacion de pupa. Cercano a las glandulas se encuentra el llamado “fat body” o
cuerpo graso. Este tejido es el equivalente al higado en mamiferos. Funciona
como reservorio de energia cuando la mosca pasa del estado larvario a adulto
pues es una etapa en la cual la mosca pasa hasta 58 hrs sin alimentarse. Durante
la metamorfosis, este tejido degenera por un mecanismo de autofagia, un tipo de
muerte célular progamada, pero algunas de estas células contindan en circulacién
en la hemolinfa durante uno a 2 dias en el adulto joven®*”. Ademas de proveer de
alimento, estas células producen muchas de las enzimas de la familia de los
citocromos P-450. En mamifero esta bien descrito que estas enzimas metabolizan

cientos de compuestos enddégenos y exdgenos. Sin embargo en insectos esta
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menos estudiado aunque también hay evidencia de que algunas subfamilias como
la CYP-G1!"" esta involucrada con la resistencia a insecticidas.

Tanto las glandulas salivales como el cuerpo graso son tejidos intrerconectados y
a pesar de no ver expresion de GFP en éste ultimo, podriamos pensar que estan
interactuando bioquimicamente. Como ya se menciond, utilizamos machos de
entre 3 y 5 dias posteclosion, tiempo en el cual las células del cuerpo graso
permanecen en circulacion en la hemolinfa. Si tienen alguna influencia en el
metabolismo y estas células, o los factores involucrados, estan alterados por la
presencia del elemento P, se podria explicar perfectamente el fenotipo de
sensibilidad observado en la linea L-70.

Es importante analizar con mayor detalle la regidén intergénica en la cual se
encuentra insertado el elemento P. Son poco mas de 4 mil pares de bases en la
que se encuentra un cluster de microRNAs (mir-310 — mir-13). Se ha descrito poco
sobre la funcion que realizan pero se sabe que estan involucrados en procesos de
organogénesis durante la metamorfosis de la mosca mediante la sefalizacién de
esteroides y la remodelacion neuronal. Hacia el extremo & del elemento se
encuentra el gen letal (2) 05510 del cual se desconoce su funcién. Lo que se ha
reportado es que es importante durante el desarrollo del sistema nervioso y
mutaciones heterécigas causan letalidad *?. Hacia el extremo 3’ del elemento se
encuentra el gen Nnfa1 el cual se ha descrito que participa en la regulacién de la
segregacion de los cromosomas durante mitosis. No existe un fenotipo evidente
reportado®'!. Es dificil relacionar estos genes con el fenotipo observado en la linea
L-70 pues no se observa ningun fenotipo parecido a las alteraciones descritas

cuando estos genes estan alterados.

Un detalle importante a mencionar es que existen muchas inserciones de
elementos P descritas en esta region. Estas secuencias podrian contener
informacion que de alguna forma le indican a los elementos P que deben
insertarse ahi haciendo una funcidn de atrayente de estas secuencias de DNA
moviles, sin embargo haria falta un estudio mas profundo para descartar o aceptar

esta hipotesis.
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La estrategia experimental planteada nos llevé a encontrar una linea mutante, la
cual denominamos L-70 y nuestros resultados muestran que es independiente de
un sustrato neuronal aunque no lo descartamos por completo pues el analisis de
microscopia de fluorescencia, por la expresion de la GFP bajo el “enhancer trap”
de esta linea, mostré que en el sistema nervioso existe un patrén muy discreto de
neuronas que expresan GFP y que aun no sabemos si estan relacionadas o no
con el fenotipo de sensibilidad. El analisis molecular mostré que en estas moscas
no se esta interrumpiendo a ningun gen y que es muy probable que la zona en la
cual se maped la insercidén sea un elemento regulatorio de los genes cercanos y/o
genes distantes que de alguna forma intervengan en el procesamiento de la
molécula de nicotina en algun nivel y su mal funcionamiento resulta en la
sensibilidad que observamos en esta linea. Esto deja abierto a profundizar mas los
estudios para determinar con certeza cuales son esos factores y a qué nivel

participan.

CONCLUSIONES
e El sitio de insercidon se encuentra en el cromosoma 2R: 16472008.

e El sitio es una regién intergénica, esta zona podria estar regulando de
alguna forma el fenotipo observado ya que demostramos que el fenotipo es

exclusivo de la region afectada

e Se establecieron 7 familias a partir de la linea L-70, en las cuales se realizé
una movilizacion y escisién del elemento P. Estas famiias muestran un
fenotipo revertante, es decir, sin el elemento P su comportamiento es muy

similar al control.

e Solo 5 familias se han analizado a nivel de secuencia y muestran una

movilizacion perfecta.

e Para 3 de los genes que se encuentran cercanos al sitio de insercidon se

desconoce la funcién que realizan.

e La secuencia parece favorecer la insercion de elementos P, ya que hay
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muchas reportadas en particular en esa zona.

PERSPECTIVAS

Demostrar la naturaleza molecular del dafio provocado por la insercién.

Demostrar que el fenotipo de sensibilidad se debe al locus de la insercién y
no al cambio en el resto de los cromosomas resultado de la movilizacion del

elemento P.

Identificar si la funcidn de los microRNAs que se encuentran en esa region
estan involucrados en procesos que afecten de alguna manera el fenotipo

de sensibilidad a la nicotina.
Identificar si alguno de los genes adyacentes se afectan por la presencia de
la insercién del elemento P{GawB} y si esto tiene alguna relacién con el

fenotipo observado.

Caracterizaciéon del patron de expresion durante el desarrollo de los genes

involucrados en el fenotipo de sensibilidad.

Realizar un perfil metabdlico para determinar si existen diferencias entre la

linea silvestre y la mutante en cuanto a la degradacion de la nicotina.
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