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Introduccion:
(Como funciona el sistema nervioso?

El cerebro es capaz de realizar funciones complejas debido a la intrincada red de
interacciones entre sus componentes. La vision actual asume que el cerebro es un sistema
dinamico, compuesto de muchas redes neuronales interconectadas, con una cierta capacidad
de modificar estas conexiones dependiendo del medio ambiente y las necesidades del
organismo.

Algunas de las funciones que lleva a cabo el sistema nervioso involucran sintesis de
proteinas especificas en una ventana espacio temporal definida, en grupos de neuronas
funcionalmente relacionadas, como por ejemplo, la memoria a largo plazo en Aplisia y el
comportamiento sexual en los machos de Drosophila (Bailey CH, Kandel ER, Si K. 2004,
Manolli et al., 2005).

En el desarrollo del sistema nervioso, miles de neuronas funcionan como unidades
independientes, que van adquiriendo conexiones sinapticas formando redes, las cuales se
modifican a lo largo del tiempo. En el concepto de red incluimos a grupos de neuronas no
conectadas entre si, pero que comparten la expresion de un enhancer determinado durante
el desarrollo. Para entender un poco mas acerca de como funciona el sistema nervioso es
necesario comprender las propiedades de estas redes, ;cOmo se forman sus conexiones?,
(qué determina a los componentes involucrados? y ;como se comportan a lo largo del
tiempo? (Hua JY et al., 2004).

Nosotros estamos interesados en buscar las reglas de construccion de redes neuronales y
como afectan el comportamiento y el desarrollo en la mosca Drosophila melanogaster.

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster, cuenta con aproximadamente doscientas
mil neuronas. Este sistema nervioso, relativamente pequeno entre los insectos de vida libre
le permite tener conductas complejas como la orientacion en el vuelo, el aprendizaje y el
cortejo y a su vez, es un modelo sencillo de estudio en comparacidon con mamiferos y otros
organismos superiores. Drosophila nos permite utilizar una gran cantidad de herramientas
genéticas, moleculares y celulares para su estudio.

La mosca de la fruta fue uno de los primeros modelos de estudio del desarrollo del sistema
nervioso y guiamiento axonal (Seeger, M. et al., 1993), ya que es ideal para estudios de
genética (Klambt and Goodman., 1991), se puede marcar cada uno de sus 4 cromosomas y
mantener lineas con “balancers” (cromosomas que no recombinan, lo que nos permite
mantener una mutacion o transgen estable y a la vez seleccionarla mediante un marcador
asociado a un fenotipo), y existen disponibles miles de lineas con mutaciones, inserciones,
deleciones y genes reporteros. Su genoma esti secuenciado en su totalidad y existe una
gran variedad de técnicas disehadas y estandarizadas que permiten resolver muchas
preguntas. Se ha descrito con gran detalle su ciclo de vida y la organizacion anatomica
basica de su sistema nervioso, a lo largo de sus diferentes estadios de vida (Demerec, 1946.
Hertweck, 1931. Taylor, 1992).



Ciclo de vida de Drosophila melanogaster:

El ciclo de vida de D. melanogaster desde el huevo hasta la eclosion del individuo adulto es
de 10 dias a 25°C, después de esto emerge como un adulto totalmente desarrollado y vive
en promedio 60 dias. La embriogénesis comienza con 13 rapidas divisiones sincronicas del
nlicleo ya fecundado, y posterior a esto sucede la celularizacion. A partir de este momento
se le conoce como blastodermo celular.

El desarrollo del blastodermo celular se divide en 17 estadios, a largo de los cuales se
llevan a cabo cambios morfologicos importantes como la gastrulacion (estadio 6-8), cuando
se forman las tres capas celulares mesodermo, endodermo y ectodermo, que dan origen a
los diferentes linajes celulares. El proceso de embriogénesis completo toma alrededor de 24
horas en completarse; después la mosca pasa por tres estadios larvarios y de dos mudas. La
primera muda ocurre a las 25 horas, la segunda a las 48 horas, y la tercera a las 72 horas.
Después le sigue una etapa corta de prepula y posteriormente la formacion del pupario
alrededor del cuarto dia. La pupa se desarrolla durante 5 dias y eclosiona como un adulto
completamente desarrollado alrededor del décimo dia (Bate and Martinez, 1993).

A B C D E
Figura 1.- Estadios larvarios y pupales de D. melanogaster. A-Primer instar. B- Segundo instar. C-Tercer
instar. D-Prepupa. E-Pupa (Modificado de Demerec, 1946).

Desarrollo del sistema nervioso:

El sistema nervioso central (SNC) de la mosca se empieza a desarrollar durante las
primeras 24 horas de la embriogénesis. En las etapas mas 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 células que permanecen en la forman el
ectodermo, y las que se invaginan forman el endodermo y el mesodermo. La region ventral
media del ectodermo se convierte en el neuroepitelio formado de una lamina uniforme de
células ectodermales.

Durante la gastrulacion (estadio 8) el ectodermo, mediante una delaminacion, da origen a
precursores neurales llamados neuroblastos (NB). Después de la gastrulacion, estos NB
migran y comienzan a dividirse. Cada uno de ellos, a través de 70 divisiones asimétricas en
promedio, genera un linaje propio (Doe, 1985. Doe., 1992; Broadus et al., 1995, Bossing,
1996). Se puede saber de que linaje embrional o neuroblasto provino una neurona adulta,
debido a que mantienen una posicion fisica en el cerebro de la larva. Se han hecho mapas
de cada segmento del ganglio toracico abdominal, con el nimero y posicidon exacta de
algunos NBs y todas la células que se originaron a partir de éstos (Bossing., 1996,
Schmidt., 1997).



Durante la embriogénesis, el sistema nervioso se remodela drasticamente, desde los
precursores neurales mas tempranos alrededor del estadio 5, el inicio de la diferenciacion
neuronal cercana al estadio 10, hasta el cerebro completamente formado en el estadio 17
(Figura2) (Hartensen, 1993).

"'_.-~;";Ii~..f.;',g '
' ';i'_l NI ’fi'-e

Figura 2.- Embrion de larva con su respectivo corte transversal. Estadid 5, 9 y 17. Region ventral neurogénica
(vino), mesodermo (azul claro), neuroblastos (azul obscuro).

La actividad funcional del sistema nervioso se define por el comienzo de los movimientos
musculares después de las primeras 12 horas de vida del embridon ademas de la aparicion 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).

En la larva el sistema nervioso central se localiza en el tercer segmento toracico ocupando
hasta el final del primer segmento abdominal, y en la pupa y el adulto se localiza dentro de
la cabeza y el torax (Fig.3).



Figura 3.- Localizacion del sistema nervioso central en el desarrollo de D. melanogaster. A.- Larva de tercer
Instar. B.-Pupa. C.-Adulto, neuronas primarias (rosa), neuroblastos (azul) neuronas secundarias (morado)
(Modificada de Hartenstein, 1993).

El cerebro de la larva consta de dos hemisferios y un ganglio ventral compuesto. Los dos
hemisferios estan conectados entre si en la parte ventral. Toda la estructura de la cabeza
esta conectada a través del ganglio subesofagico con el ganglio ventral compuesto (ganglio
toracico-abdominal (GTA) El GTA esta compuesto por tres pares de segmentos del ganglio
toracico y ocho pares del ganglio abdominal. La region mas anterior del ganglio ventral
inerva a los masculos maxilares, los masculos de la cabeza y 6rganos sensores de esta
region. Del primer y segundo ganglio torasico surgen los nervios del primer y segundo par
de patas, del primer y segundo segmento torasico y de los 6rganos sensores de éste. El
tercer ganglio inerva directamente al tercer segmento toracico y de forma indirecta esta
comunicado con el tercer par de patas (Demerec, M. 1950) (Fig. 4).

T1 Primer par pata
A6
T3 Tercer par Al A2 A3 A4AS
pata
T2 Segundo par pata

Figura 4.- Cerebro de larva de tercer instar vista lateral A.-16bulo dptico. B.-Ganglios toracicos T1-3. C.-
Ganglios abdominales 1-8. D.- Ganglio Subesofagico. (Modificado de Demerec, 1946).

En la larva, la proliferacion neuronal es completada poco antes de convertirse en pupa y la
metamorfosis es el momento en el desarrollo para la maduracion y/o remodelacion de las
nuevas neuronas adulto-especificas (Truman., 1988. Fig. 5).
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Figura 5.- Estructura y cambios del SNC de Drosophila durante la metamorfosis. A-cerebro. B-neurémeros
toracicos 1-3. C-neurdmeros abdominales D-cerebro de larva tercer instar. E- cerebro de mosca de 12 horas
después de pupar. F- 24 horas despues. G-48 horas despues. H-cerebro de adulto (Modificada de Truman,
1990)

Desarrollo de la musculatura:

Durante el desarrollo de la larva, la musculatura adulta deriva del mesodermo embrionario;
en el abdomen, los primordios estan representados por pequenos grupos de células que se
asocian a los nervios periféricos de la larva. En la cabeza y el torax, los precursores de la
musculatura adulta forman grandes grupos de células pegadas a los discos imagales, por lo
que se les llaman células adepiteliales y estas proliferan durante el periodo larvario (Bate
and Martinez, 1993).

Durante la pupacion, la gran mayoria de los musculos de la larva degeneran, y los
precursores de los masculos del adulto establecen el nuevo patron muscular. Los masculos
del torax larvario degeneran durante el estadio de pre-pupa, los masculos abdominales
persisten a la pupacidon y participan activamente en la metamorfosis y algunos de ellos
sobreviven hasta etapas adultas tempranas (Bate et al, 1990, Fernandez et al., 1991).

Durante el estadio de pre-pupa, los mioblastos del abdomen estan agrupados a lo largo de
de los nervios larvales. En las siguientes 10-20 horas, estos mioblastos se fusionan y
forman arreglos en forma de fibras paralelas al eje antero-posterior (masculo tergal
longitudinal) o dorso-ventral (masculo abdominal tergosternal). Después de que la
epidermis abdominal se forma, estas fibras se insertan en los apodemas (sitios de adhesion
de los misculos dentro de la epidermis) recién formados. En el torax, los tres pares de
misculos dorsales longitudinales de la larva estan involucrados en la formacion de los
musculos longitudinales indirectos del vuelo (Fernandez et al., 1991).

Las células adepiteliales de los discos imagales del ala, migran hacia el notum y se
concentran alrededor de las fibras musculares dorsales de larva, las cuales sirven como
andamio para dirigir el patron de los mioblastos en el adulto. Otros masculos, como los de
la pata y los msculos indirectos del vuelo se desarrollan sin estos andamios formados por
las fibras larvarias (Hartenstein, 1993) (Fig. 6).



Larva e Adulto

B Girupos Musculares
Musculos de la pata -
Musculos mdirectos del voelo

Bl Nervaos perifencos =
Precursores musculares del adulto

Figura 6.- Musculatura de larva de tercer instar y pupa: misculos larvarios (amarillo), nervios periféricos
(azul), precursores musculares del adulto (verde); y musculatura de la mosca adulta: grupos musculares (verde
fuerte) misculos de la pata (verde olivo), masculos indirectos del vuelo (verde claro) (Hartenstein, 1993).

Discos imagales:

Existen estructuras tempranas que van a dar origen a tejidos en el adulto llamados discos
imagales en la larva. Estan formados por monocapas de células epidermales que dan origen
a las estructuras de las antenas, el ojo, las patas, las alas, el alterio y la genitalia. Su patron
de formacion es organizado por gradientes de morfogenos, lo que permite que diferentes
regiones adquieran identidades particulares mientras el disco aumenta de tamano (Fig. 7).

Ala __Alterio Genitales

=

Figura 7.-Los discos imagales en la larva de Drosophila y las estructuras que generan en la mosca adulta.
(Alberts, B. et al., 2002).

Posteriormente en la pupa, el desarrollo de los discos imagales toraxicos se divide en tres
procesos: elongacion y definicion de los apéndices, eversion de los apéndices y extension y
fusion del tejido periférico para formar la epidermis en el adulto (Milner ez al., 1984).

Desarrollo del ala:

El ala se desarrolla a partir de un pequeio grupo de células (15-20), las cuales invaginaron
del ectodermo embrionario. Estas células vienen de la parte posterior del segundo segmento
toracico y de la parte anterior del tercero (Cohen, 1993). Las células proliferan durante los



estadios larvarios para generar un disco imagal (5000 células aproximadamente) en el tercer
instar tardio (Cohen, 1996).

El disco imagal de ala es una lamina de monocapas de epitelio, que se divide muy temprano
durante el desarrollo en dos poblaciones de células, la anterior y la posterior, por la accion
de morfogenos (Brook, WJ. et al., 1996). La formacion del ala a partir del disco imagal es
resultado de una serie de cambios locales en la forma del saco imagal, a diferencia de la
pata que sufre cambios morfologicos generales. La superficie dorsal y ventral del ala se
separan en la pupacion cuando el disco imagal comienza a inflarse. Durante las 30 horas
posteriores a la pupacidon la bicapa se restablece y las dos superficies se separan
nuevamente a las 60 horas cuando la cuticula se deposita.

Antes de la eclosion, las células degeneran y poco después de la eclosion, el ala se desdobla
para formar una bicapa de cuticula que es en si el ala adulta. (Jonson and Milner 1987).
Para el mantenimiento de la bicapa en el ala se requieren integrinas, que son glicoproteinas
transmembranales altamente conservadas. Las conexiones entre las dos superficies del ala
son morfologicamente similares a los sitios de adhesion entre los masculos y las células
epidermales (Lai-Fook 1967; Poostledwait and Schneiderman 1970).

Las células del disco imagal de ala sufren un proceso de diferenciacion y dan lugar a las
células epidermales adultas y a los 0rganos sensoriales. De aproximadamente 5000 células
del disco imagal en una larva de tercer instar cerca de 500 seran de tipo sensorial (Romani
et al., 1989), incluyendo bristles o pelos sensores (macro y microquetas) y los campanillia
sensila.

El ala de la mosca adulta tiene 5 venas que la atraviesan longitudinalmente (L1-L5) y dos
transversalment, una anterior y otra posterior. Las venas L2 y L4 se localizan en la
superficie ventral y L3 y L5 en la parte dorsal. Su posicion final se observa entre las 3-4
horas después de la pupacion y los axones que inervan a los pelos del ala terminan su
crecimiento durante este periodo (Fig. 8).
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Figura 8.- Posicidn de las venas en el ala adulta L1-L5 (modificado de Brook et al., 1996).
Desarrollo de la pata:

El disco imagal de pata se divide en cuatro regiones de acuerdo al proceso celular durante
la morfogénesis. La region uno incluye los segmentos del tarso del 2-5, la region dos esta
formada por el primer segmento del tarso y la tibia distal, la region tres esta compuesta por
la tibia proximal y el fémur distal, y la region cuatro esta formada por el fémur proximal, la
coxa y el trochante.



La pata es un apéndice cilindrico dividido en segmentos por uniones flexibles, cada pata
tiene 9 segmentos. En la pre-pupa el disco imagal se dobla en su parte mas apical y se
depositan las primeras capas de la cuticula. La inflacion de la pata es causada por la presion
hidrostatica que ejercen las contracciones abdominales durante la eversion de la cabeza.

El mecanismo por el cual la region tibia-femoral se separa en dos segmentos distintos entre
las 18 y las 36 horas antes de la pupacion es la formacion de invaginaciones laterales que
avanzan hacia el centro por la linea media del cilindro. Esto crea un surco cada vez mas
profundo, hasta crear dos tubos epiteliales separados conectados por un solo punto similar a
una articulacion (Bate and Martinez, 1993). Las uniones y los segmentos tienen posiciones
determinadas a lo largo de la extremidad y esta organizacion esta dada por la expresion de
genes especificos, los cuales dan identidad a cada estructura dentro de la pata. Estas
moléculas dirigen y activan a otros morfégenos posteriores en el desarrollo, lo que le da a
las células toda la informacion requerida para establecer la forma, la posicion e inervacion
de los masculos y tendones en la pata (Soler, C. et al., 2004) (Fig 9).
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Figura 9.- Patron de desarrollo del disco imagal de la pata y las regiones que dan origen a los diferentes
segmentos en la pata totalmente desarrollada. Miisculos de la pata en verde y tendones en rojo (Modificado de
Galindo et al., 2002 y Soler, C. et al., 2004).

Adulto:

La metamorfosis empieza al cuarto dia, cuando la larva deja de alimentarse y sus
movimientos cesan totalmente; extiende sus espiraculos y se transforma en un pupario
inmovil. Después de esto la cuticula se torna rigida para proteger a la pupa en su interior,
mientras se diferencia a la etapa adulta; si durante éste proceso de pupacion la mosca
muere, se le conoce entonces como farato (Demerec., 1946).

Durante las ultimas horas de la pupacion, una cascada de hormonas es responsable de
coordinar los eventos requeridos para que la mosca adulta pueda eclosionar. En los
lepidopteros y dipteros, la hormona esteroide ecdisona (20-hidroxiecdisona) y cuatro
péptidos: la hormona de eclosion (EH), la hormona que dispara la pre-ecdisis (PETH), la
hormona que dispara la ecdisis (ETH) y el péptido cardioactivo de crusticeo (CCAP),
regulan y coordinan de forma conjunta la ecdisis; y por otro lado un solo péptido, bursicon,



regula los eventos de post-ecdisis en el desarrollo (Baker et al., 1999, Dewey et al., 2004,
Park et al., 2003, Ewer, J., 2005).

Durante la eclosion, la presion de la hemolinfa aumenta para la correcta expansion de las
alas y por otro lado, el inicio de la pigmentacién de la nueva cuticula; éste proceso es
iniciado por la hormona bursicon (Luo et al., 2005). Esta hormona es liberada a la
hemolinfa por neuronas del ganglio tordcico, que son reguladas a su vez por otras neuronas
que estimulan su liberacion de manera dependiente de PKA (Luan et al., 2006). En la
altima parte de la metamorfosis el adulto emerge al décimo dia, se expanden las alas, y la
cuticula se vuelve dura y se obscurece (Fig. 10).
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Figura 10.- A.-Mosca adulta. Ojos color rojo. Cabeza color naranja. Térax color amarillo. Patas y alas color
café. Abdomen color verde. B.-Abdomen vista lateral segmentos del 1 al 8 inervados por los correspondientes
nervios del ganglio toracico abdominal segmentos 1-8 (Modificado de Demerec 1946 y Hartenstein, 1993).

En la mosca adulta la cabeza contiene a las estructuras de los 0jos y las antenas, mientras
que en el torax se localizan los tres pares de patas, las alas y los genitales (Fig. 11).

Figura 11.- A-Representacidon esquemética del cerebro de la mosca adulta con las estructuras que los
conforman. Corte frontal de la cabeza. R-retina (fotorreceptores) L- lamina y M- medula de 16bulo 6ptico
(modificado de Frye and Dickinson, 2003 y Borycz et al, 2005).

Para entender como la actividad del sistema nervioso regula las funciones de Drosophila
melanogaster podemos usar diversas técnicas como “UAS-GAL4-Enhancer Trap” (O Kane
and Gehring. 1987, Brand and Perrimon, 1998) como una aproximacion experimental.



Antecedentes:

Anteriormente en el laboratorio se construy6d una coleccidon de lineas con inserciones
independientes de un elemento enhancer trap P-GAL4 de D. melanogaster (Rodriguez-
Valentin et al., 2006). En cada una de estas lineas, la insercidon atrap0 las secuencias
regulatorias de un gen en particular. Estas moscas expresan GAL4 en un patron definido
por el contexto gendmico en el que cay0 la insercion del elemento P. Estas lineas se
utilizaron para dirigir de manera especifica la expresion de la cadena ligera de la toxina de
tétanos (TeTxLC) (ver estrategia experimental pag. 19). Esta al expresarse en las neuronas
las inactivo causando un fenotipo que nos intereso estudiar.

La linea 3A42 present6 un marcado defecto en la forma de la tibia y el fémur en el tercer
par de patas y defectos en la extension de las alas. Como parte de mi tesis de licenciatura
identifiqué el sitio de insercion y el patron de expresion en el sistema nervioso larvario de
la linea 3A42 utilizando el gen reportero GFP de GAL4 (Fig.12).

nh
Figura 12.- Cerebro de larva mosca. A-Cerebro B-Ganglio Toracico Abdominal. C-Linea 3AA2/GFP en
donde observamos 10 pares de neuronas verdes a lo largo del GTA y dos pares de nervios que salen del
segundo y quinto par de neuronas.

Como antecedente del proyecto, busque el sitio de insercion del elemento P en la linea
3A42 mediante un PCR reverso, y usando un anélisis tipo BLAST identifiqué al gen
CG7922 como sitio de insercion del elemento P. Este gen codifica para una helicasa de
RNA, lo cual es inferido a nivel de homologia de secuencia y no existe ninguna evidencia
experimental acerca de su funcion.

Mediante un PCR reverso (ver estrategia experimental pag. 23) obtuve un producto de
amplificacion el cual mandé a secuenciar; hice un BLAST con la secuencia obtenida e
identifiqué al gen CG7922 como el sitio de la insercion del elemento P-GAL4 (Fig.13).



Figura 13.-A A-Hindi III (carril 1). DNA genomico de la linea 3A42 (carril 2). Digestion con la enzima de
restriccion Mspl (carril 3). B.-Marcador de pesos moleculares 100 pb (carril 4). PCR usando como templado
DNA de la linea 3A42 digerido con la enzima de restriccion Mspl con lo oligos Amp 5’ (carril 5y 6) y Amp
3’ (carril 7 y 8) (gel de agarosa 1%, bromuro de etidio).

Para corroborar el sitio de la insercion diseié oligos para amplificar 680 pb del gen
CG7922 y probé dos templados diferentes: el de la linea homodciga para insercion
3A42/3A42, el cual no deberia amplificar nada y el de la linea heterdciga 3A42/Tm?2 el cual
deberia amplificar un fragmento de 680 pb, dado que solo uno de los alelos de este gen
tiene insertado al elemento P (Fig. 14).
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Figura 14.-Marcador 100 pb (carril 1). PCR usando DNA de moscas homocigas para la insercion 3A42/3A42
(carril 2). PCR usando DNA de moscas 3A42/Tm?2 con oligos 3A Fw y 3A Rv. Estos oligos amplifican un
producto de 680 pb del gen CG7922 (carril 3) en la linea heterociga para la insercion. (gel de agarosa 1%,
bromuro de etidio).



Solo se amplificé un producto de PCR de 680 pb aproximadamente cuando usamos como
templado DNA de la linea homociga para la insercion.

Otra aproximacion para confirmar este dato fue hacer un PCR usando un oligo que alineara

dentro de la secuencia del elemento P y otro que alineara en la secuencia gen CG7922 (Fig.
15).
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Figura 15.-Marcador 100 pb (carril 1). Fragmento de PCR amplificado usando DNA de la linea 3A42/Tm2
con 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 680 pb del gen CG7922 (gel de agarosa 1%, bromuro de etidio).

Se corrobor6 como sitio de la insercion al gen CG7922, ya que se obtuvo un producto de
amplificacion usando un oligo que anilla en la secuencia de este gen (3A Fw) y otro dentro
del elemento P (Amp 3’ Fw).

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. Ademas se probo el
mismo juego de oligos pero usando el DNA de una linea con un elemento P insertado en
otro sitio como templado y no se amplifico ningn producto de PCR.






Hipotesis:

En la linea 3A42 atrapamos una red neuronal necesaria para la expansion del ala y la
correcta formacion del fémur y la tibia en la pata. La actividad quimica de estas neuronas es
necesaria durante el desarrollo para que se forme correctamente la pata y se extienda el ala.

Objetivos:

1.-Caracterizar el fenotipo de alas y patas en las moscas TeTxLC;3A42.
2.-Determinar la letalidad en las moscas TeTxLC;3A42.
3.-Cuantificar la fertilidad en ambos sexos de moscas TeTxLC;3A42.

4.-Caracterizar la red neuronal y los sitios de inervacion en larvas GFP;3A42 mediante
disecciones de cerebros y de larvas completas.

5.-Caracterizar la red neuronal en el adulto en moscas GFP; 3A42 y mCD8-GFP;3A42
mediante disecciones de cerebros.

6.-Identificar los sitios de innervacidon de las neuronas de la red en faratos GFP;3A42
mediante disecciones.

7.-1dentificar el tipo de neuronas que conforman la red, mediante inmuno-histoquimica,
usando anticuerpos contra diferentes marcadores neuronales.

8.-Identificar en que momento del desarrollo es necesaria la actividad de la red neuronal
para la formacion de estas estructuras y cual seria el efecto de inactivar la red en una mosca
adulta, usando la proteina termo sensible GALS80 bajo el control de UAS.



Estrategia experimental:

Sistema UAS-GALA4:

En este sistema tenemos dos elementos involucrados: UAS y GAL4: El gen GAL4 codifica
para una proteina que se une al DNA de forma dimérica; fue identificado en
Saccharomyces cerevisiae como un regulador maestro de la transcripcion y se ha
demostrado su papel como activador transcripcional (Ptashne, 1988). GAL4 se une al DNA

de forma directa a una secuencia especifica conocida como “upstream activator secuences”
o UAS (Giniger et al., 1985).

GALA4 no tiene secuencias blanco en el genoma de Drosophila y ha sido expresando en
diversos tipos celulares sin presentar efectos o toxicidad alguna; por otro lado las
secuencias UAS tampoco se encuentran de forma natural en el genoma de D. melanogaster
(Laughton and Gesteland, 1984). Usando animales transgénicos se ha demostrado que
GALA4 es capaz de activar la transcripcion de genes que se encuentran bajo el control de
secuencias UAS en diversos organismos, incluyendo Drosophila melanogaster (Fischer et
al., 1988).

Enhancer Trap:

Tenemos una linea de moscas transgénicas que tienen insertado un elemento P-GAL4 con
un promotor minimo el cual tiene la capacidad de “atrapar” las secuencias regulatorias de
genes adyacentes al sitio de insercion; de esta manera GAL4 se expresa en un patron
espacio temporal definido por el enhancer capturado, y podemos seguirlo mediante un gen
reportero.

Por otro lado, tenemos una linea de moscas que tienen un transposon insertado con las
secuencias UAS fusionadas a un gen reportero, o a un gen efector. Cuando se cruzan éstas
dos lineas de moscas, la progenie que hereda ambos elementos expresa el gen efector,
causando asi un fenotipo. A menos que GAL4 se encuentre presente, el gen efector no se
expresa. En teorfa podemos atrapar cualquier secuencia regulatoria en el genoma ya que
estas inserciones caen de manera semi-aleatoria (Fig. 16).
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Figura 16.- Esquema de Enhancer Trap. (Modificado de Brand and Perrimon 1993).



Una cualidad muy importante de este sistema es que podemos dirigir la biisqueda de forma
tejido especifica con respecto al tipo de gen efector que utilicemos. Como nuestro interés es
encontrar genes del sistema nervioso podemos usar un efector que solo afecte a neuronas.
Para ello la cadena ligera de la toxina de tétanos (TeTxLC), es una herramienta ideal ya que
inhibe la liberacion sinaptica mediada por calcio sin afectar la viabilidad de las neuronas
(Sweeney et al.. 1995).

Toxina de tétanos:

La toxina de tétanos (TeTxLC) es una metalo-proteasa de zinc, que bloquea la
neurotransmicion cortando de manera especifica a la proteina siniptica de membrana
asociada a vesiculas llamada sinaptobrevina (VAMP) (Verderio et al., 1999). La toxina esta
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 union e internalizacion de la
toxina a la neurona y la cadena ligera es la metaloproteasa que corta de forma selectiva a la
sinaptobrevina.

La toxina de tétanos completa actlia de dos formas: extracelularmente la cadena pesada se
pega a las uniones neuromusculares y permite la internalizacion, e intracelularmente la
cadena ligera esta involucrada en inhibicidn sindptica (Niemann et al., 1994, Schiavo et al.,
2000).

Es importante recalcar que solamente usamos la cadena ligera de la toxina, ya que asf se
inactiva solamente la neurona que la expreso, sin la posibilidad de que las células vecinas
se inactiven por difusion de la toxina, pues para ello se necesitaria de la cadena pesada.

Esto hace que el sistema esté restringido a las neuronas que expresan GAL, con esta toxina
las neuronas no se mueren pero quedan inhibidas en la liberacidon de neurotransmisores, lo
que las hace quedar en “silencio” con respecto a su entorno. La expresion de la TeTxLC
fuera del sistema nervioso no presenta ninglin fenotipo ni alteracion alguna, puesto que la
accion de la TeTxLC es especifica de neuronas.

Usando esta estrategia experimental tenemos tres posibilidades con respecto al tipo de gen
atrapado:

Primero: que la insercion atrape la secuencia regulatoria de un gen no neuronal, por lo tanto
no se vea un fenotipo, ya que la proteina GAL4 activaria la expresion de la TeTxLC fuera
del sistema nervioso, en donde no es capaz de actuar.

Segundo: que la insercidn atrape a un gen neuronal de expresion generalizad, el sistema
nervioso completo se apagaria y la progenie no seria viable. Estas dos posibilidades son
excluidas al principio de nuestra seleccion.

Tercero: que la insercion atrape a un enhancer que se expresa en una red neuronal discreta,
y que al inactivarla con la toxina se observe un fenotipo definido. Estos casos son los que
nos interesa estudiar.

Una vez que se tiene a la linea con el fenotipo de interés, podemos utilizar genes reporteros
como GFP, para visualizar directamente la red neuronal, o genes efectores como GALS0
para regular la actividad neuronal durante el desarrollo de la mosca.



GFP:

La proteina verde fluorescente GFP ha sido usada ampliamente en la mosca como gen
reportero del sistema UAS-GAL4 para visualizar el sistema nervioso (Sun Banhua. et al.,
1999, Murray et al., 1998). No interfiere con el crecimiento ni con la proliferacion celular y
no es toxica (Yeh, et al. 1995. Chalfie M. et al. 1994. Chalfie M. 1995). Ademas existen
fusiones con otras proteinas que sirven para dirigir la localizacion de la GFP dentro de la
célula. Una de estas fusiones fue de gran utilidad para este trabajo. La mCD8-GFP que
marca de forma preferencial las membranas celulares en neuronas (Lee and Luo. 1999). Asi
tenemos una variedad de herramientas moleculares para discernir con mayor claridad a las
neuronas y sus proyecciones.

GALS0:
Otra herramienta del sistema UAS-GAL4 es la proteina GAL80. GALS8O0 es un represor de
la transcripcion, que impide que GAL4 funcione como activador mediante una interaccion

proteina-proteina. Como consecuencia, GAL80 impide la transcripcion de cualquier gen
bajo las secuencias UAS en presencia de GAL4 (Hirst et al., 2001; Melsher and Xu, 2001).

Usamos una linea de moscas transgénicas que llevan a la proteina GAL80-termosensible,
ésta proteina GAL80 modificada es funcionalmente activa a 18°C pero se desnaturaliza a
30°C, lo que nos permite tener moscas que lleven el gen de la toxina sin que ésta se
exprese, por la accion de represor GALSO (Figura 17). Esto nos permite que las moscas se
desarrollen normalmente, y tengan una actividad neuronal normal a 18°C hasta el momento
del desarrollo que necesitemos estudiar al pasarlas a la temperatura no permisiva.
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Figura 17.- Esquema de GALS0.
PCR reverso:
El PCR Reverso es una técnica que nos permitio identificar el sitio de insercion del

transposon, la estrategia es digerir el DNA gendmico completo con una enzima de
restriccidon que corte frecuentemente en el genoma. Una vez digerido todo el DNA



esperamos tener una serie de fragmentos de diversos tamanos, dentro de los cuales algunos
contendran simultaneamente un fragmento del transposon y un fragmento del DNA
geonOmico adyacente. Después, ligamos todos los fragmentos favoreciendo que lo hagan
sobre si mismos. Asi obtenemos una coleccidon de fragmentos de DNA circular, algunos de
las cuales, llevaran secuencias de nuestro transposon y secuencias gendomicas adyacentes a
la insercion en una misma molécula (Sullivan et al., 2000).

Dado que conocemos la secuencia de nucledtidos de nuestro transposon podemos predecir
los sitios de corte de la enzima de restriccidon que usamos y en base a eso disefiar oligos
internos sobre las secuencias palindromicas del transposon. Los oligos amplifican lo que se
encuentra hacia afuera del transposon. 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 insercion. Al secuenciar este producto de PCR se puede
usar la informacion obtenida para hacer un analisis tipo BLAST contra el genoma completo
de Drosophila melanogaster. Esto nos proporciona informacion del gen adyacente a la
insercion (Fig.18)
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Figura 18.- Esquema de PCR reverso






Resultados:
Caracterizacion fenotipica de la insercion 3A42:

La linea con la insercion 3A42 homociga o heterdciga no presentd ningin fenotipo, por lo
que concluimos que la insercidon per se no causa ningin defecto a simple vista. Cuando la
crucé con moscas que expresan la TeTxLC bajo el promotor UAS, observe que la progenie
con el genotipo TeTxLC/Sp; 3A42/+ presentd un defecto en la forma del fémur en el tercer
par de patas, como resultado de la inactivacion selectiva de algunas de sus neuronas por la
toxina; ademads de que los individuos no extienden las alas (Fig. 19-21).

SpTeTalC 3ndH SpiTeTalC.304E
k

Figura 19 A.-Mosca w-/w-;Sp/Cyo control. B.-Mosca 3A42/+ control de la insercion sin toxina. C y D.-
Moscas Sp/TeTxLC; 3A42/+ con defectos en el tercer par de patas (flechas) y las alas no extendidas (flechas
punteadas).



Figura 20. A.- Ala de mosca WT. B y C.- Ala de mosca TeTxLC/Sp; 3A42/+. D.- Comparacion de tamafio y
forma de un ala TeTxLC/Sp; 3A42/+ (arriba) contra una WT (abajo).

Figura2l.- A y B.- tercer par de patas de mosca WT, derecha e izquierda respectivamente, la forma de la tibia
normal es normal (flechas). C, D tercer par de patas de mosca TeTxLC/Sp; 3A42/+. Se observa una marcada
curvatura en la tibia y el fémur (flechas).

El defecto en la pata se da a nivel del fémur y de la tibia; la pata de la mosca TeTxLC;3A42
presentd el mismo tamafo que la pata de una mosca silvestre, s6lo que con una curvatura
muy marcada.

Los cromosomas balancers usados en todos los esquemas de cruzas y los fenotipos
correspondientes a cada un se muestran en la siguiente tabla:



Balancers

FMombre | Fenotipo

Cyo Alas curvas
=p Felos bajo los alterios
MRS | Pelos cortos

Tm?2 Alteracidn en el alterio

Letalidad:

El siguiente objetivo fue determinar si existia letalidad en las moscas TeTxLC; 3A42 con
respecto al resto de la poblacion. Para esto realicé 5 experimentos independientes con los
siguientes esquemas de cruzas y cuantifiqué la progenie total.

Esquema de cruza 1:

TeTxLC / Cyo;+/+ | X | Sp / Cyo : 3A42/MKRS
Progenie:
TeTxLC / Cyo; 3A42 / + TeTxLC / Cyo ; MKRS / + Sp/ Cyo; 3A42 / + Cyo / Cyo ; 3A42 / + Letdl
TeTXLC/ Sp; 3A42/ + TeTxLC/ Sp: MKRS / + Sp / Cyo ; MKRS / + Cyo / Cyo ; MKRS / + Letdl

Aqui esperaba 8 genotipos diferentes en la progenie, dos de ellos letales; y que solo un
33.3% del total de las moscas heredara la insercion y la toxina juntas, presentando como
resultado el fenotipo de patas curvas y las alas no extendidas.

Tabla 1.- Letalidad de la insercion 3442 €N presencia de
la toxina de tétanos

Progenie Nimero de Porcentaje
moscas %%,

(Obtenidas/Total)| Obtenido {Esperado}

TeTxLCiCyo, 384 2/+ 14

TeTxLCliap 342+ 15

TOTAL 297 364 8% {33 3%}
TeTxLC/Cyo MIKRES+ 103

TeTzLCiSp MKRESH+ 85

CyolSp 3A4 20+ 67

CyolSp MRS+ 80

TOTAL 335/364 92% {66 7%}




Esquema de cruza 2:

TeTxLC / TeTxLC + + | X | Sp / Cyo ; 3A42/MKRS
Progenie:
TeTxLC / Cyo ; 3A42/ + TeTxLC / Cyo ; MKRS / +
TeTxLC/ Sp ; 3A42/ + TeTxLC/ Sp . MKRS/ +

Aqui esperaba 4 genotipos diferentes, y que el 50% de la progenie total heredara la
insercion y la toxina juntas.

Tabla 2.- Letalidad de la insercion 3842 &N presencia de
la toxina de tétanos
Progenie Nimero de Parcentaje
MOSCas o
(Ohtenidas/Tatal) | Oktenido {Esperada’

TeTuLC/Cyo,3A42/+ 19
TeTxLC/5p, 354 2/+ 19
TOTAL 387258 14.72% [50%)
TeTxLC/Cyo; MRS+ 112
TeTxLC Sp; MRS+ 103
TOTAL 2204258 85,27 % {50%)

Contrario a lo esperado, solo naci6 alrededor de un 10% de la progenie esperada, lo que
indica una alta letalidad en las moscas TeTxLC/3A42. Ademas la letalidad es mayor en los
machos que en las hembras, ya que solo llega a nacer un 32% del 50% esperado. La
letalidad se presento en faratos (Grafica 1).
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Gréfica 1.- Cuantificacion de la progenie que hered6 la toxina o la insercion solos (rayas) y
la progenie que hered6 ambos elementos juntos TeTxLC/3A42 (puntos).

Como siguiente objetivo determine si existia una diferencia de letalidad entre machos y
hembras, para esto conté y separé a la progenie por sexo. Como resultado de este




experimento determiné que los machos TeTxLC; 3A42 presentan una mayor letalidad que
las hembras, ya que nace una proporcion de 70% hembras contra un 30% de machos; el
porcentaje esperado en este experimento es del 50%-50% machos y hembras
respectivamente (Grafica 2).
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Gréfica 2.- Diferencia entre la cantidad de machos y hembras TeTxLC/3A42 que nacen.

Ensayos de fertilidad:

Ahora la pregunta fue ;son fértiles son las moscas TeTxLC; 3A42?, y para contestar esto
segui el siguiente esquema de cruzas. Como control utilicé a la linea original sp/cyo:
3A42/MkRs para evaluar su fertilidad. Conté la progenie de 4 cruzas independientes en el
caso de las hembras y de 9 cruzas independientes para los machos y usé un numero
equivalente de controles.

Tabla 2 - Fertilidad de las moscas TeTxLC 38472

Esquema de cruza Frogenie | Machos |Hembras
Total
Hembra (1) bachos (3
TeTxLC/Cyo; ETVETIR Whnel: :' 263 132 131
Contral
Hembra (1 Mach
Sp/Cyo Saikrs X e ) 199 107 94
Macho (1) Hembras * 75
TeTxLCICyn;SAdEHX White &) 176 101
Control
Wacha (1) Hemb
TeTxLCICyu;SAdEHX White “ 444 210 234

* En este caso 5 de los machos no tuvieron progenie alguna.



No hubo una diferencia significativa en el caso de las hembras con respecto a la progenie
que tuvieron (Grafica 3), en cambio, los machos que llevaban la insercion y la toxina
tuvieron menos de la mitad de la progenie esperada (Grafica 4). Ademas en 5 de las 9
cruzas los machos no tuvieron progenie alguna.
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Grafica 3.-Progenie de hembras silvestres (rayas) y machos TeTxLC/ 3A42 (puntos)
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Grafica 4.-Progenie de machos silvestres (rayas) y machos TeTxLC/ 3A42 (puntos)

Para éste experimento les corté las alas a las hembras para que los machos pudieran
alcanzarlas y no afectara en la fertilidad.

GFP

Caracterizacion de la red neuronal en el SNC:

Los moscas TeTxLC; 3A42 presentaron una diferencia en la letalidad dependiente del sexo,
por lo que busqué diferencias entre machos y hembras en el patron de expresion de GAL4
en el sistema nervioso de larvas, usando como reportero GFP.



Posterior Posterior

Figura. 22.-Vista dorsal del cerebro completo de larvas de tercer instar GFP; 3A42. A- Cerebro de una larva
macho, B-Cerebro de una larva hembra (5X).

En la figura 22 podemos ver que no hay ninguna diferencia a simple vista en el patron de
expresion de la GFP entre machos y hembras en larvas que pudiera explicar la desigualdad
en la letalidad y la fertilidad. Se observan 10 pares de neuronas a lo largo de la linea media
del GTA y del par 3 y 5 salen grandes proyecciones nerviosas hacia la parte dorsal de la
larva (flechas).

Posterior Anterior Posterior Anterior

Figura 23.-Vista dorsal del Ganglio Toracico Abdominal de larva de tercer instar GFP; 3A42 (10X) Panel A:
Reconstruccion confocal y panel B: imagen en contraste de fases para mostrar la integridad del tejido.

En la figura 23 se observa con mayor aumento el GTA, en el panel A (GFP) resaltan los 10
pares de neuronas a lo largo de la linea media vistos anteriormente, ademas se aprecian
mejor neuronas en la parte mas posterior y neuronas laterales al linea media del GTA
(flechas) y en el panel B se muestra el contraste de fases.



Caracterizacion de la red neuronal en la larva:

Como siguiente objetivo identifique la red neuronal en la larva completa haciendo
disecciones tipo “filetes”. Para esto usé larvas de tercer instar MCD8-GFP; 3A42 para seguir
el patron de expresion de la insercion en las proyecciones nerviosas con mayor facilidad
(Sullivan et al., 2000).

Figura 24.- Reconstruccion de la red neuronal en la linea MCD8-GFP/Cyo0;3A42/+ en larva de tercer instar
fileteada completa con microscopia confocal (10X), la barra blanca indica la posicion del GTA y la flecha
indican algunas interneuronas.

En la figura 24 se observan neuronas fuera del GTA que tienen proyecciones hacia la parte
posterior, que se conectan con interneuronas, y estas a su vez son las que inervan la parte
mas posterior de la larva. En la siguiente figura se muestran con mayor acercamiento estas
estructuras.

Figura 25. Neuronas periféricas que salen del GTA (20X) en microscopia confocal e interneuronas a lo largo
de la parte media de la larva en microscopia de fluorescencia. Linea MCD8-GFP/Cyo; 3A42/+.

En la figura 25 podemos ver con mayor aumento el grupo de neuronas que surgen del GTA
y sus proyecciones, también se aprecian las primeras interneuronas con las que se conectan.
Larvas de primer instar sin abrir en filete presentan estructuras marcadas por la GFP que se
localizan a todo lo largo de la parte dorsal de la larva (Figura 26).



Figura 26.- Larva de Primer instar MCDS8-GFP; 3A42 A.- larva completa (5X) B.- (20X)

Tincion de Faloidina Rodaminada:

Para saber si estas estructuras eran de tipo muscular hice tinciones especificas con
Faloidina Rodaminada (FR) (Figura 27). La faloidina se une de manera especifica a F-
actina que se encuentra mayoritariamente en masculo. Para ver la faloidina se acopla al
fluor6foro rodamina, que emite en rojo a una longitud de onda de 579nm.

Figura 27- Filetes de Larva de tercer instar GFP; 3A42. A y D- fluorescencia en verde (GFP), B y E-Tincion
con Faloidina Rodaminada en rojo, C y F-Traslape de iméagenes y de la fluorescencia verde y roja.

Como se puede ver en la figura 27 la GFP (verde) no colocaliza con la FR (rojo), porque se
encuentran en planos diferentes de la proyeccion. Por lo que concluimos que estas
estructuras no son tejido muscular.

Para poder ver los discos imagales en la larva hice tinciones con yoduro de propidio que
tine el DNA y evidencia los niicleos celulares en color rojo en preparaciones de filetes de
larvas MCD8-GFP; 3A42 (Figura 28).



Figura 28.-Circuito completo en filete de larva. A- Larva MCDS8-GFP; 3A42 con tincion de yoduro de
propidio, en rojo se observan algunos discos imagales cerca del cerebro y el disco genital en la parte mas
posterior de la larva. B-Larva MCD8-GFP; 3A42 si yoduro de propidio para comparar.

Figura 29.-Vista dorsal de dos innervaciones de las proyecciones nerviosas hacia la epidermis en la parte
media de la larva Mcd8-GFP (40X).

Figura 30.- Vista dorsal de la parte anterior y media de una larva mCD8-GFP/Sp; 3A42/+, tincidén con yoduro
de propidio. A-GTA en rojo y proyecciones a los nervios laterales en verde (5X) B, C y D- Nervios laterales e
inervaciones en verde y células de la epidermis en rojo (20X).

Figura 31.-Sitios de inervacion en la parte lateral de la larva por microscopia de fluorescencia y confocal
respectivamente (40X).

En los filetes de larva observe la misma estructura lineal en posicion diagonal marcada con
la MCD8-GFP que se repite simétricamente en 7 segmentos de la larva (Figura 30 panel B y



C). Estas estructuras son inervadas directamente por proyecciones nerviosas provenientes
del GTA (Figura 31).

Figura 31.-A-Vista dorsal de la parte posterior de larva MCD8-GFP/Sp; 3A42/+ con tincion de yoduro de
propidio (5X). B y C- Proyecciones nerviosas (verde) que inervan al disco imagal genital (rojo). D.-
Inervaciones nerviosas (verde) hacia la parte mas posterior de la larva (células de la epidermis en rojo) (40X).

En la parte mas posterior de la larva llegan proyecciones que parecen estar inervando al
disco imagal genital (Figura 30 panel B y C) y algunas de estas proyecciones estan bastante
ramificadas (Figura 31 panel D).

Discos Imagales:

Observe la expresion de la GFP en los discos imagales de pata y ala, y para esto us¢ GFP
sola, debido a que la fusibn MCD8-GFP marca preferentemente las proyecciones nerviosas y
la sefial citosolica era mas débil.

Figura 32.- Disco imagal de pata GFP; 3A42. Representacion esquematica del disco imagal y las zonas
precursoras de los estructuras de la pata en el adulto.

En la figura 32 se observa la expresion de la GFP en el disco imagal de pata, cera de la
parte media pero no en el centro (flechas) lo que correlaciona con la zona en el esquema
del disco imagal que formara las estructuras del fémur y la tibia en la pata adulta. Se
observan también algunas células Ginicas y su proyeccion (flechas punteadas).



Figura 33.- Disco imagal de ala de larva GFP, 3A42. Esquema de las zonas que daran origen a las diferentes
estructuras en el ala adulta.

En la figura 33 observamos la expresion de la GFP en un disco imagal de ala de moscas
GFP; 3A42. La mayor parte de la expresion se concentra en el centro y vemos que la
proyecciones se dirigen a la base del disco imagal (flechas).

Expresion de GFP en la Pupa:

Otro momento en el desarrollo de la mosca en donde busque la expresion de la GFP en la
linea 3A42 fue en la pupa. En la figura 34 observamos que la mayor parte de la expresion
de la GFP esta en las antenas (panel B), las alas (panel C) y las patas de la mosca (panel D).

=

Figura 34.- A Farato WT en donde se sefialan las antenas, la pata y el ala con flechas. Farato de mosca GFP;
3A42 mostrando la expresion de la GFP en antena, C-pata y D-ala.

Caracterizacion de la red neuronal en el adulto:

Como siguiente paso caracterice la red neuronal en la mosca adulta, debido a que es aqui en
donde se presenta el fenotipo. La linea con la insercion 3A42 presentd el siguiente patron
de expresion de GAL4 en el sistema nervioso del adulto, visto con la proteina reportera
GFP. Atrapamos una red de neuronas en la parte media del ganglio toracico abdominal y en
los 16bulos opticos del cerebro principalmente.



Figura 35.- A.- Ganglio toracico abdominal de mosca adulta GFP/Sp; 3A42/+ contraste de fases. B.-
Reconstruccion de confocal.

En la figura 35 se observa la red neuronal en el cerebro de la mosca adulta en el ganglio
toracico abdominal, en la linea media posterior del segundo y tercer segmento toracico. Se
observan proyecciones nerviosas y algunos cuerpos neuronales en el primer segmento de
forma simétrica.

Figura 36.- A y C- Vista dorsal del lobulo optico del cerebro de una mosca adulta GFP/Sp; 3A42/+ en
contraste de fases y B y D-Reconstruccion confocal mostrando las neuronas y proyecciones en la parte media.



Figura 37-. A- Vista dorsal del 16bulo del cerebro adulto en contraste de fases y B- fluorescencia. C- Parte
media del cerebro en contraste de fases y D- Fluorescencia.

En los l6bulos Opticos del cerebro se observan neuronas en la parte media de la médula y la
lamina, se observan proyecciones que conectan las dos hileras de neuronas presentes en la
médula Observamos dos hileras de neuronas en la medula y la ldmina del 16bulo 6ptico en
la parte mas cercana a la retina conectadas entre si por proyecciones (Figura 36 y figura 37
panel Ay B). También se observan neuronas en la parte media del cerebro (Figura 37 panel
CyD)

Expresion de GFP en la pata:

En el adulto revise la estructura de la pata en moscas GFP; 3A42 para ver los sitios de
expresion de la GFP (Figura 38). Observe proyecciones en verde en la parte media de la
coxa y el fémur, mientras que en la tibia las proyecciones se ven cercanas a la parte dorsal
de la pata. En el tarso y metatarso no se ve expresion de la GFP. La cuticula se ve en color
amarillo debido su autofluorescencia.
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Figura 38.- Esquema de una pata de moscas GFP/3A42, en donde se indica cada uno de los segmentos
observados en los siguientes paneles.

Expresion de GFP en el ala:
En alas de moscas GFP; 3A42 se expresa la GFP a lo largo de la vena L1 y en la parte
media del ala en una de las venas que la atraviesan verticalmente (Fig. 39).
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Figura 39.-A- Esquema de un ala completa de moscas con las venas L1-L5. B- ala de moscas GFP/3A42.

Debido a que la cuticula autofluorece, tome imagenes con mayor acercamiento para
distinguir la GFP en verde (Figura 40).



Figura 40.-Vista ventral de ala de mosca GFP; 3A42. A-parte central de ala 10X, B-20X. C- Vena L1 10X, D-
20X, se observa una neurona en cada pelo a lo largo de la vena.

Caracterizacion neuro-quimica de la red neuronal en la linea 3A42:

Como antecedente en la literatura se han reportado mutantes en Drosophila que presentan
fenotipos similares a los de nuestra linea 3A42. Moscas en las que se inhibe la liberacion
neuronal de la hormona bursicon son incapaces de extender las alas, presentan un retardo
en la pigmentacion de la cuticula y el tercer par de patas presenta una curvatura marcada en
el fémur (Dewey et al., 2004 ).

Bursicon:

Bursicon es una hormona peptidica producida por un grupo de neuronas secretoras
especializadas, localizadas en el ganglio toracico abdominal, que a su vez, son estimuladas
por otro grupo para que liberen esta hormona a la hemolinfa justo antes de que la mosca
adulta eclosione (Luo et al., 2005).

Esta hormona es secretada por 14 neuronas especificas del ganglio tordxico abdominal poco
antes de la eclosion (Luan et al., 2006), y se une a su receptor ricket en el ala permitiendo
que ésta se extienda. Mutantes en el receptor presentan el mismo fenotipo que mutantes en
bursicon (Mendive et al., 2005, Baker and Truman., 2002).

Mapa genético:
Busque en que sitio del genoma de Drosophila se encuentra el gen de bursicon y encontré
que éste se localiza cerca del sitio de la insercion del elemento P (Figura 41).
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Figura 41.-Mapa genético de la insercion de la linea 3A42 en la base 17308047 y la localizacion del gen
bursicon en la base 17595273 del tercer cromosoma

Debido a que un nuestro elemento-P puede atrapar enhancer’s cercanos, es posible que las
secuencias regulatorias del gen bursicon estén atrapadas en nuestra linea 3A42.

Inmunohistoquimica:

Para comprobar si algunas de las neuronas atrapadas en la linea 3A42 son las mismas que

las que secretan bursicon, us¢ un anticuerpo contra la sub-unidad _-bursicon, y encontre

que algunas de estas neuronas correlacionan con las neuronas atrapadas por la insercion
3A42, en cerebros de moscas GFP/Sp; 3A42/+ recién nacidas.




Figura 42.- Inmunohistoquimica contra bursicon (ro0jo), en un cerebro completo de mosca adulta GFP; 3A42
(neuronas atrapadas en nuestra linea en verde).

Figura 43.- Inmunohistoquimica contra bursicon (rojo), en un cerebro de mosca adulta GFP; 3A42 (neuronas
atrapadas en nuestra linea en verde).

Figura 44.- Ganglio toracico abdominal de moscas adulta GFP, 3A42 40 X. A-Plano unico de confocal donde
se muestra la coexpresion de la GFP y bursicon en una sola neurona. B-Red de neuronas activadoras de la
secrecion de bursicon que coexpresan la GFP y bursicon en la parte mas anterior del GTA.



Figura 45.- Parte posterior del ganglio toracico abdominal de moscas adultas GFP, 3A42. A- 20X B- 40 X
Donde se muestra el sobrelape de bursicon (rojo) y la GFP (verde).

Actividad de la red neuronal en el desarrollo (GALS80):
Ahora la pregunta es ;en que momento del desarrollo es necesaria la actividad de esta red
neuronal para que las estructuras de la pata y el ala se desarrollen correctamente? Para
contestar esto use una linea transgénica de moscas que lleva en un transposon a la proteina

GALSO termosensible.

Esquema de cruza:

Sp/ Cyo ; 3A42 / MKRS X

| +/+;GAL80/GAL80 |

Progenie:

Sp/+;3A42/ GALSO

Sp/+; MKRS / GALSO

Cyo / + ; 3A42 / GALS0

Cyo /+; MKRS / GAL80

Esquema de cruza:

‘ TeTxLC / TeTxLC;MKRS / Tm2 X Cyo/ KRS / GALS0
Progenie:
TeTxLC/+;GAL80/Tm2 TeTxLC/+;GAL80O/MKRS TeTxLC/+;MKRS/Tm?2 TeTxLC/+;MKRS/MKRS
letal
TeTxLC/Cyo;GAL80/Tm?2 TeTxLC/Cyo;GAL80/MKRS TeTxLC/Cyo;MKRS/Tm2 TeTxLC/Cyo;MKRS/MKRS
\ letal

Esquema de cruza:

TeTxLC/Cyo;GAL80/Tm?2

| Sp/ Cyo ; 3A42 / MKRS |




Progenie:

TeTxLC/Cyo; 3A42/GALSO TeTxLC/Cyo;MKRS/GALSO TeTxLC/Cyo;MKRS/3A42 TeTxLC/Cyo;MKRS/MKRS
Letal

TeTxLC/Sp; 3A42/GAL80O TeTxLC/Sp;MKRS/GALSO TeTxLC/Sp;MKRS/3A42 TeTxLC/Sp;MKRS/MKRS
Letal

Cyo/Sp; 3A42/GALSO Cyo/Sp;MKRS/GALSO0 Cyo/Sp;MKRS/3A42 Cyo/Sp;MKRS/MKRS
Letal

La primera cruza la mantuve a la temperatura permisible de 25°C, y cuando naci6 la
progenie la cambie a 18°C durante tres dias antes de llevar a cabo la segunda cruza. De
forma importante en la segunda cruza solo usé hembras con el genotipo
TeTxLC/Cyo;GAL80/Tm2 para que GALS80 estuviera siempre presente por herencia
materna, y reprimiera la expresion de la toxina desde el principio.

Resultados GALS0:
* Moscas que crecieron toda su vida a la temperatura no permisiva de 30°C, N= 6 cruzas
independientes:

Tahbla 4.- Moscas GALBOAALZ 5 30°C
Adultos Adultos Faratos | Larvas
muertas
TeTxLC/CyoMKRSIGALED
TeTxLC/Cyo; 3A42iGaL80 | T8TALCRAR MRRSIGALED
TeTxLCisp: 3a4ziGaLsn | CyoSpMHRSIGALED
' CyolSp b RSISA42
Cy0/Sp, 30 42/GAL B0
13 126 172 2

I:l Faratos y larvas muertas

B Total

|:| Progenie

|:| Progenie

[ Progenie sin TNTE o GAL80

NUmero de moscas

A esta temperatura hubo mucha letalidad, cerca de un 50% de la progenie no pudo
eclosionar, quedando en diferentes momentos del desarrollo como faratos y casi no hubo
letalidad en larvas. Las moscas TNTE/Sp;3A42/GAL80 no extendieron las alas y
presentaron la curvatura en el fémur y en la tibia. Como control en todos los experimentos
GALS8O conte a las progenie TeTxLC/3A42 (en verde) para corroborar que la toxina
estuviera inactivando a las neuronas marcadas por la inserciéon 3A42.

* Moscas que crecieron a 18°C y en larva de tercer instar se cambiaron a la temperatura no
permisiva de 30°C, N=6 cruzas independientes:



Tabla 5.- Moscas GALBDSALZ crecidas hasta larva de tercer
instar a 18 °C y despuas a 30°C

Adultos Adultos Faratos | Larvas
muertas

TeTxLC/Cyo MK RESAGALE0

TeTxLC/Cyn; 3a42iGaLa0 | 18T ALCRAR MRRSIGALED

. CyoiSp MKRSIGALED
TeTxLC/Sp 344204180 ;
lALLiop, CynispMKRE 442

Cyo/Sp;3A42/GALE0

25 20 210 a]

I:l Faratos y larvas muertas

. Total

[ Progenie sin TNTE 0 GALSO
|:| Progenie

|:| Progenie

NUmero de moscas

A esta temperatura también hubo letalidad, en este momento del desarrollo, pero a
diferencia de la anterior, habia mas larvas muertas y faratos sin poder eclosionar. Las
moscas TNTE/Sp; 3A42/GAL8BO si extendieron las alas y presentaban una pequefia
curvatura en el fémur pero no en la tibia.

* Moscas que crecieron a 18°C y en pupas a punto de eclosionar (8 dias) se cambiaron a la
temperatura no permisiva de 30°C, N= 6 cruzas independientes:

Tahla B.- Moscas GALSDA3ALL crecidas hasta pupas a punto
de eclosionar (8 dias) a 18 "C y después a 30°C

Adultos Adultos Faratos | Larvas
muertas

TeTxLC/Cyo MK RESAGALE0

TeTxLC/Cyn; 3a42iGaLa0 | 18T ALCRAR MRRSIGALED

. CyoiSp MKRSIGALED
TeTxLC/Sp 344204180 ;
lALLiop, CynispMKRE 442

Cyo/Sp;3A42/GALE0

19 209 213 a
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Esta temperatura en este momento del desarrollo también causo letalidad; poco menos del
50% de la poblacion se queda como farato sin poder eclosionar. Estas moscas TNTE/Sp;
3A42/GALS8O extienden las alas de una manera anormal, con algunos defectos en el
despliegue total del ala y algunas presentan un ligero defecto en la forma del fémur, pero no
de la tibia.

* Moscas a 18°C toda su vida N= 6 cruzas independientes:

Tabla V.- Moscas GALBO/EALL que crecieron toda su vida a
18 °C
Adultos Adultos Faratos | Larvas
muertas
TeTxLCiCyo MRS ALSO
TeTxLC/Cyn; 3a42iGaLa0 | 18T ALCRAR MRRSIGALED
TeTxlCisp: 3a4ziGaLsn | CyoSpMHRSIGALED
' CyolSp bk RSIEA42
Cyo/Sp, 34205150
36 2585 0 a

. Total

I:l Progenie sin TNTE o GAL80
I:l Progenie

I:l Progenie

NUmero de moscas

A 18°C no hubo letalidad en faratos ni en larvas, ademdas las moscas no presentaron
ninguna atrofia en la pata y extienden correctamente sus alas, también presentan una
movilidad normal.
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Figura 43.- Resumen de la actividad de la red neuronal durante el desarrollo, inactivando a la proteina GAL80
(18°C-30°C) para modular la transcripcion de la toxina de tétanos en la linea 3A42.

Para determinar si éstas moscas eran fértiles segui el siguiente esquema de cruzas con
machos white para evaluarlo.

Esquema de cruza:

Hembra (1) X Machos (3)
TNTE/Sp;3A42/GAL80 White




Tahbla 8.- Fertilidad de las hembras TeT:LC;3A42/GALB0

Esquema de cruza Progenie | Machos | Hembras
Total
Hembra (1) Machos
THTE/Sp; 3842134180 A White © 70 33 37
Control
Hembra (1] Mach
SpICyo 3A42MKRS 7 ‘?ﬁmﬁﬁ = 74 38 3k

No hubo ningtin defecto aparente en la fertilidad en moscas TeTxLC;3A42/GAL80 que
crecieron todas su vida a 18°C con respecto a moscas Cyo/Sp;3A42/MKRS.

Para contestar si la actividad de la red es necesaria Ginicamente en el desarrollo y cual seria
su papel en un individuo totalmente desarrollado usé moscas TNTE/Sp; 3A42/GAL8O que
estuvieron a 18°C toda su vida y que al eclosionar se cambiaron a la temperatura no
permisiva de 30°C. Estas moscas no dejaron en ningiin momento de mover las alas y las
patas normalmente y no presentaron ninguna atrofia en su movilidad.






Discusion:

La red neuronal que atrapamos con la insercion de un elemento-P en la linea 3A42 esta
involucrada en el desarrollo de la pata y la extension del ala en Drosophila. Al inactivarla
durante el desarrollo podemos observar gradualmente su papel en la correcta formacion de
la pata y la extension del ala.

Caracterizacion fenotipica:

Al inactivar la red con la TeTXLC en la linea 3A42 no se observa un fenotipo aparente en la
larva, pero si en el adulto. Las moscas TeTxLC;3A42 presentaron una curvatura
pronunciada en la tibia y el fémur del tercer par de patas. A pesar del defecto no hay una
diferencia de tamano con respecto a la pata de una mosca silvestre, lo que indica que no hay
atrofia en la extremidad.

La insercion 3A42 atrap0 algunas neuronas en el disco imagal de pata. Cuando se
inactivaron con la toxina de tétanos se afect6 la formacion de la futura pata

El otro defecto en estas moscas es que no fueron capaces de extender sus alas después de la
eclosion.

También presentaron un defecto motor evidente; ya que eran capaces de mantener el
equilibrio al caminar y cafan de espaldas; y no eran capaces de reincorporarse con la misma
velocidad de una mosca silvestre.

Letalidad:

Al cruzar a la linea 3A42 con la toxina observamos que del total de la progenie, solo nacid
un 10% de un 42% esperado con el genotipo TeTxLC; 3A42. La letalidad de las moscas
TeTxLC; 3A42 quiza se debe a que no son capaces de salir de la pupa debido al defecto en
la patas, ya que siempre se observan individuos muertos atrapados en la pupa a punto
eclosionar. En las moscas TeTxLC;3A42 existe una mayor letalidad en los machos que en
las hembras ya que nace una proporcion de 70% hembras y 30% de machos cuando el
esperado es 50 % respectivamente.

Fertilidad:

Con respecto a la fertilidad encontré que en las hembras TeTxLC; 3A42 no hay un
decremento en la fertilidad con respecto a moscas control. Sin embargo, si encontré una
marcada disminucion en la fertilidad de los machos TeTxLC; 3A42. Ademas de forma
notable, menos de la mitad de los machos tuvieron progenie; y la otra mitad que si tuvo
progenie, naci6 un 60 % menos del esperado.

Debido a que algunas de las neuronas atrapadas en esta linea inervan el disco genital en la
larva, es posible que se esté afectando el desarrollo de las estructuras reproductivas en el
macho adulto, causando la infertilidad en algunos de éstos individuos.



Visualizacion de la red neuronal con la GFP:

En larva observé una red neuronal discreta con 10 pares de neuronas en la linea media del
GTA, algunas neuronas en la parte mas posterior y en la parte lateral del GTA, y una red
mas compleja en los 16bulos del cerebro. No encontré diferencias significaticas en el patron
de expresion de la GFP entre machos y hembras, por lo que en este momento del desarrollo
no es posible determinar la causa de la infertilidad y la letalidad en los machos adultos.

La red neuronal atrapada en la linea 3A42 se remodela durante la metamorfosis para dar el
patron definitivo en el adulto. En la mosca adulta el patron de expresion de la GFP es
similar entre machos y hembras. Se pueden ver neuronas en la médula y lamina del 16bulo
optico, que estan conectadas entre si. También observé neuronas en la parte mas externa del
lobulo del cerebro y neuronas en el ganglio toraxico abdominal, en especial en los
segmentos T2 y T3.

También encontré expresion de la GFP en el fémur, la tibia, el metatarso y los segmentos
del tarso del tercer par de patas.

Por otra parte, en el ala se distingue una neurona debajo de cada pelo a lo largo de la vena
L1 que expresa la GFP. Existe también una inervacion en la parte media del ala y la GFP
solo se expresa en la parte ventral y no en la dorsal.

Identidad quimica de las neuronas involucradas en la red 3A42:

Usando anticuerpos contra la subunidad _-bursicon, identifique a la mayoria de las
neuronas que estimulan directamente al grupo de 14 neuronas que secretan la hormona
bursicon, localizadas en la parte mas anterior del ganglio toracico abdominal.

Ademas se observa que 4 de las 14 neuronas secretoras de esta hormona, fueron atrapadas
en nuestra linea. A pesar de no ver la expresion de la GFP en todas las neuronas secretoras
de la hormona, el inactivar estas cuatro, es suficiente para reproducir un fenotipo igual al de
mutantes nulas en bursicon o en su receptor ricket.

El sitio de la insercion del elemento-P se encuentra a 280 kilobases aproximadamente del
gen bursicon, lo que permite sugerir que en la linea 3A42 se atrapd parcialmente las
secuencias regulatorias de este gen.

Actividad de la red neuronal durante el desarrollo (GALSO0):

Para todos los experimentos GALSO0 utilicé el siguiente esquema de cruza: TeTxLC/Cyo;
GAL80/MKRS X Sp/Cyo; 3A42.

Siguiendo el esquema de cruza anterior, obtuve progenie que permiti crecer a la
temperatura no permisiva de 30°C, la cual tuvo una letalidad del 57.7%, y particularmente
las moscas TeTxLC/Sp; 3A42/GALS80 no extendieron sus alas y presentaron el defecto
tipico en las patas.

A esta temperatura GAL80 no es funcionalmente activa, por lo que puede compararse con
tener moscas con la insercion y la toxina sin GAL80. Por esta razon, la progenie que hered6
los tres elementos no fue capaz de extender sus alas y present6 la curvatura en las patas. El



incremento en la letalidad es debido, en parte, a la temperatura, pues el mismo porcentaje
de moscas control de ésta linea mueren a 30° C, ademés cuando reduje el tiempo de
exposicion a 30° C, disminuyo el porcentaje de letalidad consecuentemente.

Usando el mismo esquema de cruza, obtuve progenie que crecid a 18°C hasta larva de
tercer instar y después la cambie a 30°C, presentando una letalidad del 51%,
especificamente algunas de las moscas TeTxLC/Sp;3A42/GALS8O extendieron sus alas,
pero no completamente y presentaron un defecto mucho menos marcado en las patas.

En éste caso, permitimos una actividad neuronal normal con GALSO0, hasta el estadio de
larva de tercer instar, y en ese momento apagamos la red neuronal al transferir las moscas a
la temperatura no permisiva de 30° C. Esto caus6 que la mayoria de las moscas adultas
extendieran sus alas, aunque no de forma normal, y que presentaran un defecto mucho
menor en la pata y unicamente en el fémur.

El que no se rescate completamente el fenotipo se debe posiblemente a que la insercién no
atrapd a todas las neuronas bursicon positivas y, durante el desarrollo el proceso de
secrecion de bursicon se pueda compensar de alguna manera.

En el mismo esquema de cruza, permiti a la progenie crecer a 18°C hasta pupas de 8 dias (1
dia antes de eclosionar) y en ese momento las pase a la temperatura no permisiva de 30°C,
aqui las moscas presentaron una letalidad del 46.5%, y en particular las moscas
TeTxLC/Sp; 3A42/GALSO0 extendieron sus alas parcialmente y presentaron un defecto muy
ligero en el fémur, y la tibia era completamente normal.

En esta cruza, la actividad de la red neuronal se mantuvo activa durante todo el desarrollo
de la mosca, y poco antes de eclosionar la inactivamos. Esto tiene como consecuencia que
las alas se extiendan de forma casi normal, y que la pata presente solo una muy pequeiia
curva en la parte mas dorsal del fémur.

Mientras mas tiempo permanece activa la red neuronal durante el desarrollo, menos
marcado es el defecto en la pata, lo cual indica que se trata de un problema ontologico.

Finalmente con el mismo esquema de cruzas, obtuve progenie que crecié toda su vida a
18°C y como consecuencia, no hubo letalidad ni en larvas ni en faratos, y no presentaron
ningun defecto en las alas ni en las patas.

Esto indica que la proteina GALSO, al evitar la transcripcion de la TeTxLC, permite que las
neuronas de la red 3A42 lleven a cabo sus funciones quimicas normalmente durante el
desarrollo de la mosca, lo que conduce, entre otras cosas, a una liberacion normal de
bursicon, permitiendo asi la completa extension del ala y de la pata.

Los datos sugieren que se trata de un defecto en la secrecion de la hormona bursicon, que es
responsable de la extension de la pata y el ala en la mosca, ya que al inactivar la red en
diferentes momentos del desarrollo observamos gradualmente la aparicion de estos
defectos. Es necesaria la actividad del grupo de neuronas atrapado en la linea 3A42, al



menos durante el desarrollo larvario, para que la estructura de la pata se forme
correctamente y pueda extender sus alas completamente.

En el adulto, el inactivar ésta red neuronal con la toxina de tétanos no causa ningln
fenotipo aparente.

Esto indica que la actividad de la red neuronal 3A42 es necesaria inicamente durante el
desarrollo, ya que inactivarla después de eclosionar no causa ningun defecto en el adulto.
Esto correlaciona con la idea de que estamos afectando en algtn nivel, la secrecion de
bursicon, la cual es una hormona importante solo para los eventos de pupacion y eclosion
en la mosca.



Conclusiones:

-Identifique un conjunto de neuronas importantes para la extension del ala y la pata en
Drosophila melanogaster en la linea 3A42.

-Al inactivar ésta red neuronal con la toxina de tétanos en moscas que llevan la insercion,
causa un defecto en la forma del tercer par de patas (fémur y tibia) y en la extension de las
alas.

-La inactivacion de ésta red con la toxina causa una letalidad del 75 % y probablemente se
deba a los defectos en las patas y problemas motrices favoreciendo que las moscas queden
atrapadas en la pupa.

-Concluimos que las hembras TeTxLC; 3A42 son igual de fértiles que las moscas de la
linea 3A42 sin toxina; sin embargo la fertilidad en los machos TeTxLC; 3A42 se ve
disminuida, en la mayoria de los individuos a la mitad, mientras que en otros machos es
nula.

-Los machos TeTxLC; 3A42 viven en promedio 10 dias, mucho menos que un macho
normal que vive aproximadamente 50 dias; las hembras viven normalmente.

-Identifiqué a la red neuronal completa y sus proyecciones nerviosas con la GFP en filetes
de larvas de tercer instar; éstas inervan al disco genital y estan presentes en los discos
imagales de ala y pata.

-Identifiqué las caracteristicas morfoldgicas de la red neuronal en cerebros adultos, pupas y
las estructuras adultas del ala y la pata con la GFP.

-La insercion posiblemente atrap6 secuencias regulatorias del gen bursicon, ya que algunas
neuronas bursicon positivas coexpresan el gen reportero GFP.

-Los datos de GALSO sugieren fuertemente que es necesaria la actividad de esta red
neuronal a lo largo del desarrollo, ya que posiblemente se atrapd a la mayoria de las
neuronas que estimulan al grupo de 14 células neuronales especializadas en la secrecion de
bursicon, y como consecuencia el ala y la pata no se extienden en estas moscas.



Perspectivas:

Inyectar hemolinfa de moscas silvestres (que lleve la hormona bursicon) en el ala de
moscas TeTxLC; 3A42 recién nacidas y observar si esto rescata el fenotipo del ala.

Inyectar hemolinfa en larvas de tercer instar y ver si se rescata el fenotipo de la pata.

Inyectar el anticuerpo contra bursicon en moscas 3A42 y ver si éstas son incapaces de
extender el ala de forma similar a moscas TeTxLC; 3A42.

Buscar los sitios de inervacion de la genitalia en machos TeTxLC/GFP; 3A42/+ y ver si
existe alguna anomalia lo que este causando la infertilidad de estas moscas.

Medir los niveles de bursicon en la hemolinfa de moscas recién nacidas TeTxLC;3A42.



Materiales y Métodos:

Medios de cultivo:

Se crecen las moscas a 25C 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. MgSO4*(6H20), propionico 6ml, 10 ml
Nipagin en 1000 ml de agua destilada).

Esquemas de cruzas:

Se cruzd a linea 3A42 con la linea de moscas que expresa la cadena ligera de la Toxina de tétanos (TeTxLC)
bajo el promotor UAS. Con esto observamos el fenotipo causado por la insercion, y lo seguiremos a lo largo
del tiempo.

Esquema de cruzas Progenie seleccionada Fenotipo

Sp/Cyo; 3A42/MKRS X TeTxLC/TeTxLC ; +/+ y TeTxLC/Sp; 3A42/+ Defectos en patay ala

Para la caracterizacion celular usamos a la proteina verde fluorescente (GFP) como proteina reportera (Yeh et
al., 1995. Chalfie M. et al. 1994.). Esto con el fin de seguir el red neuronal a nivel histoldégico con
microscopia confocal y de fluorescencia (Sun Banhua. et al., 1999). Ademas se utilizd la fusion de la GFP:
mCD8-GFP que marca principalmente membranas (Lee and Luo. 1999).

Esquema de cruzas GFP:

Esquema de cruzas Progenie seleccionada Fenotipo

Sp/Cyo ; 3A42/ Tm2 X UAS-GFP/UAS-GFP ; +/+ GFP/Sp ; 3A42/+ Fluorescentes
(Toda la célula)

Sp/Cyo ; 3A42/Tm2 X MCD8-GFP/MCD8-GFP ; +/+ MCD8-GFP/Sp ; 3A42/+ Fluorescentes

(Membranas de neuronas)
Esquema de cruzas GAL80 a 18°C:

Esquema de cruzas Progenie seleccionada Fenotipo

18°C 30°C
Sp / Cyo ; 3A42/ MKRS X GAL8O / GALBO; +/+ Cyo /+; GAL80 /MKRS Normales
TeTxLC/TeTxLC; MKRS/Tm2 X Cyo /+; GAL8O /MKRS TeTxLC/ Cyo; GAL80/ Tm2 Normales
TeTxLC / Cyo ; GALBO / Tm2 X Sp/Cyo 3A42/Tm2 TeTxLC / Cyo ; 3A42/GAL80 Normales Patas Chuecas

Se disectd el sistema nervioso central de larva y de adulto (ganglio tordcico abdominal y 16bulos del cerebro)
y se realizaron preparaciones temporales para microscopia. Las larvas y los adultos se separan por sexo para
su analisis posterior y se preparan de la siguiente manera:

Protocolos de diseccion:

Larvas:

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

Se disect6 el ganglio toracico abdominal y los 16bulos del cerebro.
Se fij6 durante 20 min. en formaldehido al 4% en buffer fosfato.
Se lavo Buffer de Fosfatos durante 20 min.

Se colocd en un portaobjetos con citifluor como agente de montaje
Las muestras se observaron al microscopio antes de 36 horas.

Filetes de Larvas
Se separaron por sexo y se lavaron 2 veces en PBS 1X
Se fijo a la larva por la cabeza y la cola con fibra de vidrio a una placa de silicon.



Se cortd a la larva por la mitad y se removieron los 6rganos internos para dejar expuesto el sistema nervioso
central y la musculatura.

Se fijo con fibra de vidrio en cuatro puntos, extendiendo a la larva todo lo posible.

Se fija durante 20 min. en formaldehido al 4% en PBS.

Se lavo PBS durante 20 min.

Adultos:

Se separaron por sexo

Se colocaron en un vidrio de reloj con PBS1X

Se disect6 el ganglio toracico abdominal y los 16bulos del cerebro.
Se fij6 durante 20 min en formaldehido al 4% en buffer fosfato.

Se lavo Buffer de Fosfatos durante 20 min.

Se colocd en un portaobjetos con citifluor como agente de montaje
Las muestras se observaron al microscopio antes de 36 horas.

Preparaciones con Faloidina Rodaminada (FR):

Se bloquearon las muestras con PBS Glicina 0.1M durante 5 min.

Se permeabilizaron con PBS Triton X-100 al 0.1% durante 1 min.

Se tifieron en PBS FR (1:100) durante 30 min.

Se lavaron en PBS 3 veces durante 10 min.

Se colocaron los filetes en un portaobjetos con citifluor como agente de montaje

Tincion con Yoduro de Propidio:

Se trataron las muestras con RNAsa (10mg/ml) durante 2 horas.
Lavar la muestra 3 veces durante 5 min.

Incubar con Yoduro de Propidio/PBS (1:1000) durante 1 hora.
Lavar la muestra 3 veces durante 5 min.

Montar en un portaobjetos con citifluor.

Extraccion de DNA gendmico:

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 100ul 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 1:10 volimenes de Ac. de Na. 3M p.H. 5.2 + 2 volimenes de Etanol 100% + 1 ul de glicogeno
Lavar con etanol 70% (2 veces)

Dejar secar 20 min temperatura ambiente y resuspender en 150 ul de H2O.

Inmunocitoquimica:

Disecar el tejido en PBS

Fijar por 20 min en 4% parafolmaldehido en buffer de fosfato 0.1M pH 7.4
Lavar 3 veces en buffer de fosfato por 15 min

Lavar 3 veces en TNT

Bloquear en TNT con 4% de suero de chivo por 4 horas.

Agregar anticuerpo en solucion bloqueadora e incubar toda la noche a 4 °C
Lavar 6 veces en TNT con suero por 15 min

Incubar con el anticuerpo secundario por 2 horas a 25°C



Lavar 6 veces en TNT con suero por 15 min
Montar en portaobjetos con citifluor

Soluciones Stock:

Douncing Buffer: 10ml 10ml Lisis Buffer:
0.15 M NaCl 300 wl (NaCl 5M) 100ul 0.3 M NaCl
0.01 M Tris 100 ul  (Tris 1M pHS8) 50ul 0.05 M Tris
0.005 M EDTA 100 ul (EDTA 0.5M pH8) 100wl 0.005 M EDTA
0.2% IGEPAL 200 wl 0.1gr 1% NaSarcosyl
PBS:

8 gr NaCl

0.2 gr KCI

1.44 gr Na2HPO4
0.24 gr Kh2PO4
Ajustar pHa 7.4
Aforar a 1 litro

Autoclavear

TNT:

0.IM  Tris-HCI 10ml Tris 1 M
0.3M NaCl 6ml NaCl 5M

0.5%  Triton X100 0.5ml Triton X100
Aforar a 100 ml

Buffer fosfato:

0.1 M Na2 HPO4

pH 7.4 (titular con HCI)
Filtrar(filtro de 0.22 micras)
Aforar a 100 ml

Oligos utilizados para hacer el PCR reverso:

Amp 5’ Fw CAATCGCCGTGAAGACCAGTG.
Amp 5’ Rv CTCCAGTCACAGCTTTGCAGC.
Amp 3’ Fw CAATCATATCGCTGTCTCACTC.

Amp 3’ Rv CCTTAGCATGTCCGTGGGGTTTGAAT.

Se purificd la banda obtenida mediante un kit de Gene Clean marca Qiagen. Esta se mando a secuenciar a la
unidad de sintesis y secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, con los siguientes oligos:

Sec 5> FW GCCCAGAAAGTATGTGTCAC.
Sec 5 Rv CACAACCTTTCCTCTCAACAA.
Sec 3’ Fw GACACTCAGAATACTATTC.

Sec 3’ Rv CGTGGGGTTTGAATT AACTC.

Programa de PCR reverso:
94 * 3 min.

94 * 30 seg. 4—
58%* 1 min. 25 ciclos
72*% 1.5 min. ~————
72* 10 min.

4%

Se hizo un BLAST con los resultados de la secuencia obtenida.
http://flybase.net/blast/

Para corroborar la insercion por PCR se disefiaron y sintetizaron los siguientes oligos para cada linea:
ZincFw AATTCGAATGTGTGGAGGGCA.
Zinc Rv CTAATGCGTTTCAGACTC.
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