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Resumen.

En Drosophila melanogaster (D. melanogaster), las corrientes de K* transitoria
dependientes de voltaje (Ia) son importantes para la plasticidad sinaptica del sistema
nervioso y estan involucradas en procesos de aprendizaje y de memoria olfativa. Una
evidencia de la participacion de los canales de K+ dependientes de voltaje (Kv) en estos
procesos es que las moscas mutantes en el gen Shaker son incapaces de aprender y de
retener la informacion. Ademas del canal Shaker, en el cerebro de la mosca se expresan
los canales Kv Shab, Shal y Shaw. Sin embargo, se desconoce aun cual podria ser la
relevancia fisiol6gica de estos canales en procesos cognitivos en D. melanogaster.

En este trabajo, se generd una version mutante del canal Shal, ShalL371D, donde se
modificd la secuencia de un aminoacido del fitro de selectividad (Leucina 371 por
Aspartico) para generar un canal Kv no funcional. Demostramos que el canal formado
por subunidades a (Kva) ShalL371D es incapaz de conducir iones K* comparada con |os
canales silvestres (wt). La Kva ShalL371D actu6é como dominante negativa ya que inhibio
la |a producida por las Kva wt al coexpresarlas en ovocitos de Xenopus laevis. Asi mismo,
el canal ShalL371D ocasiona que la curva de activacion normalizada se desplace a
potenciales mas positivos comparada con la curva de activacion del canal Shal wt, y
produce un desplazamiento de la curva de inactivacidon en estado estacionario hacia
valores mas negativos. Esto nos indica que la presencia de la Kva Shall371D esta
afectando la sensibilidad al voltaje de los canales wt. A pesar de que la expresion de la
proteina ShalL371D no fue la misma que la de la version wt, logramos determinar que para
inhibir la funcidn de los canales wt es necesario que al menos una Kva ShallL371D se
incorpore al tetrdmero.

Con base en estos resultados, generamos lineas de moscas transgénicas que
presentan la insercibn UAS-ShalL371D codificantes para la Kva dominante negativa
ShalL371D bajo la regulacion transcripcional del factor Gald. Mediantes ensayos
genéticos de viabilidad utilizando el sistema GAL4-UAS determinamos que la expresion
generalizada de la Kva ShalL371D 6 la inhibicion de la expresion de los mRNA de los
canales wt causan letalidad. La expresion pan-neuronal y en los musculos de la Kva
ShalL371D causa letalidad. La expresion en moscas adultas de ShalL371D en el cuerpo
fungiforme, estructura neural involucrada en los procesos de aprendizaje y memoria
olfativa, no caus6 un efecto deletéreo en la viabilidad de D. melanogaster.

En conclusién, demostramos que la Kva Shall371D funciona como una Kva
dominante negativa tanto en un sistema heter6logo como in vivo. Ademas, generamos
herramientas y/0 lineas transgénicas que constituyen un modelo para el estudio de la
participacion de los canales Shal en los procesos de aprendizaje y memoria olfativa.



1. Introduccion.

1.1 Los canales de Ky y su participacion en la modulacion del PA.

El sistema nervioso (SN) esta repleto de numerosos sensores membranales, |os
cuales perciben los estimulos ambientales tanto fisicos como quimicos induciendo la
produccion de sefales eléctricas, las cuales se propagan rapidamente a través de los
axones del SN. Estas sefales eléctricas, propias de la actividad neuronal, se originan
como potenciales de accion (PA), que son cambios en el potencial de membrana (Em)
causados por el flujo de iones a través de los canales iGnicos dependientes de voltaje
localizados en la membrana neuronal (Hille, 2001). El comportamiento del PA depende
de la expresion y la coordinacidn de muchos tipos de canales iGnicos dependientes de
voltaje, que responden a cambios en el gradiente de voltaje a través de la membrana.
Los PA constituyen la unidad fundamental de codificacion de la informacion de las
neuronas (Fig. 1). La forma del PA es de suma importancia para regular la excitabilidad y
sefializacion neuronal. Los cambios en la sefalizacion eléctrica debidos al
establecimiento y la consolidacion de la memoria modifican la dinamica neuronal del
cerebro, y este proceso se conoce como plasticidad neuronal. Los cambios del
comportamiento que acompafnan al aprendizaje surgen de numerosas modificaciones
en el SN. Entre los canales idnicos dependientes de voltaje que participan en la
propagacion del PA se encuentran los canales de K* dependientes de voltaje (Kv), los
cuales se activan por la despolarizacion de la membrana plasméatica. El movimiento de
iones K+ hacia el exterior de la célula a través de los canales Ky repolariza el Em finalizando
con el PA, por lo que controlan las sefiales eléctricas en células excitables (Catterall et al.,

2007; Davis, 1996; Davis, 2005; Wang, 2008).
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Figura 1. Componentes y parametros de un PA. En la imagen se muestra un PA registrado de una
neurona piramidal de la regibn CALl del hipocampo de rata, donde se ilustran los parametros que
generalmente se miden. El PA fue elucidado por la inyeccidn de corriente a umbrales
despolarizantes (trazo morado) y la respuesta a la inyeccion de corriente por debajo de estos
umbrales se muestra en el trazo rojo. El potencial de reposo (Viest) generalmente se encuentra en
los rangos de -85 a -60 mV en este grupo neuronal. El umbral de activacion (Viesh) €s el voltaje
mas negativo en el cual la inyeccidon de corriente induce el disparo del PA. La fase despolarizante
(“upstroke™) del PA habitualmente alcanza el valor maximo a voltajes cercanos de 0 mV. El
sobretiro (“overshoot”) se define como el pico relativo a 0 mV. El tamafo de la espiga (“Spike
height”) se define como el pico relativo a cualquier potencial de reposo o el voltaje mas negativo
alcanzado durante la fase de hiperpolarizacion (AHP, del inglés “afterhyperpolarization™)
inmediatamente después de la espiga. El ancho de la espiga (“width”) es determinado como el
ancho de la mitad de la amplitud de la espiga. La fase de repolarizacion tiene una velocidad
menor que la fase de despolarizacidon. En la parte inferior de la imagen se muestra el pulso
aplicado para el registro del PA. Imagen tomada de Bean, 2007.

1.2 Definiciéon de los canales Ky y la descripcion de las subfamilias.

Los canales Kv son proteinas membranales, constituidas de cuatro subunidades
formadoras de poro denominadas subunidades o (Kva). Cada Kva esta formada por un
dominio amino (N)-terminal citoplasmatico, un dominio de tetramerizacion (T1), seis
segmentos transmembranales (S1 al S6), un sensor de voltaje (en el S4), el dominio del
poro formado por el asa que conecta al S5y al S6 (Asa P) y un dominio carboxilo (C)-
terminal citoplasmatico, que en conjunto regulan el flujo de iones K* entre la parte interna
y externa de la membrana plasmatica, en la Figura 2 se esquematiza a una Kva (Birnbaum

et al., 2004; Covarrubias et al., 2008; Tombola et al., 2006). Las propiedades biofisicas
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basicas de los Kv como la activacion, la inactivacion, la conductividad y la selectividad
del i6n dependen directamente del coensamble de cuatro Kva idénticas (Jerng et al.,

2004; Choe, 2002; Kurata & Fedida, 2006).

P-loop ion
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Transmembrane s1 s2 s3 s4 S5 / S6
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domain

N-terminal
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Figura 2. Estructura de la Kva formadora de canales Kv. En la imagen se muestra el esquema de
los elementos estructurales presentes en la mayoria de los canales Kv. Cada Kva esta formada por
seis segmentos transmembranales (S1 al S6) donde en el S4 radica la mayor parte del sensor de
voltaje y en el asa que conecta el S5 y el S6 se encuentra el filtro de selectividad, el cual es el
encargado de la especificidad que tienen los canales Kv por K*. El dominio de reconocimiento
entre Kva (T1) se encuentra en la regidn N-terminal de la proteina. Los dominios N- y C-terminales
se encuentran en la parte citoplasmatica. Imagen tomada de Birnbaum et al., 2004.

En la superfamilia de los canales Kv hay cuatro subfamilias muy relacionadas: la
subfamilia Shaker, la Shab, la Shaw y la subfamilia Shal (Fig. 3). El uso de técnicas de
genética molecular ha revelado que estas cuatro subfamilias de canales Kv, que
originaimente fueron descubiertas en Drosophila melanogaster (D. melanogaster), estan
conservadas en ratones y humanos (Jerng et al., 2004; Salkoff et al., 1992). Todos los
canales Kv de estas subfamilias son canales tetraméricos y comparten tres dominios bien
definidos en la Kvo: el dominio T1, el sensor de voltaje y el dominio del poro. Mientras que
los dominios del sensor del voltaje y el dominio del poro también estan conservados en
otros Kv, el dominio T1 intracelular esta restringido a estas cuatro subfamilias (Covarrubias
et al.,, 2008). Aunque las corrientes de K* (Ik) generadas por estas subfamilias comparten
caracteristicas generales como su dependencia de voltaje y la selectividad por el ién K+,
difieren en sus propiedades cinéticas y en su sensibilidad al voltaje, en la Figura 3 se
esquematiza las familias de Ik generadas por canales de estas cuatro subfamilias (Wei et
al., 1990). Los canales Kv tipo Shaker expresados en el sistema heter6logo de ovocitos de
Xenopus laevis (X. laevis) se activan a Em de bajo umbral, se inactivan y se recuperan

rapidamente de la inactivacion por lo que se dice que estos canales generan corrientes



de K* transitorias 6 tipo A dependientes de voltaje (Ia), de una forma similar a lo que se ha
observado en el musculo y neuronas de D. melanogaster. A través de los canales Shaker
los iones K* salen del interior de la célula y generan las Ia que repolarizan a la neurona
(Birnbaum et al., 2004; Davis, 1996; Lichtinghagen et al., 1990; Gasque et al., 2006; Salkoff
et al.,, 1992). Trabajos anteriores demostraron que cuando se expresan las subfamilias de
canales Kv tipo Shal, Shab y Shaw en el sistema de ovocitos de X. laevis se observa una
gran diversidad de propiedades biofisicas. El canal Shal, al igual que Shaker, codifica
para canales que generan la (Gasque et al., 2006; Lichtinghagen et al., 1990; Salkoff et al.,
1992). Mientras que, los canales Shab y Shaw codifican para canales Kv denominados
rectificadores tardios dado que se inactivan muy lentamente o la inactivacidn no es
detectable (Fig. 3, Salkoff et al., 1992).

Shaker Shal Shab Shaw
—_—
2m15

Figura 3. Ik generadas por la expresion heteréloga de diferentes canales Kv. Registros de las Ik en
ovocitos de X. laevis, inyectados con mRNA codificante para los canales Shaker, Shal, Shab y Shaw
(A a D), en respuesta a pulsos despolarizantes de un segundo de duracién en una rampa de
voltaje de -80 mV a +20 mV con incrementos de 10 mV, partiendo de un potencial de
mantenimiento de -90 mV. Las corrientes capacitivas fueron borradas para una mayor ilustracion.
Los canales Shal y Shaker generan la, mientras que los canales Shab y Shaw son canales
rectificadores tardios al presentar una inactivacion muy lenta comparada con los canales Shal y
Shaker. Imagen tomada de Wei et al., 1990.

1.2.1 La participacion del dominio T1 para la tetramerizacion de las Kva.

Las Kva s6lo multimerizan con miembros de su propia subfamilia. La caracteristica
estructural que regula esta asociacion es la porcion citoplasméatica N-terminal
denominada dominio T1, la cual esta altamente conservada en las Kvo de la misma
subfamilia. El dominio T1 consta de aproximadamente 130 aminoacidos (aa) que
preceden al S1 de cada Kva. Por evidencia experimental se ha observado que el

dominio T1 podria tener un papel en la apertura del canal dado que mutaciones en esta
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region originan que las curvas de activacion se corran a la izquierda o hacia la derecha,
al igual que hace que la inactivacion proceda mas rapido o mas lento dependiendo de

la mutacién en particular (Birnbaum et al., 2004).

1.2.2 La especificidad de los canales Kv por K* esta dada por el filtro de selectividad.

El poro de los canales Kv provee una via permeable que favorece la
deshidratacion, la difusidn y la rehidratacion de iones K* que se mueven del espacio
intracelular al extracelular. El poro contiene elementos estructurales que le confieren la
selectividad hacia el i6bn K+ asi como elementos que pueden activar y regular la
conduccion del i6bn K* a través del canal. La apertura de los canales Kv permite el flujo de
iones a través de la membrana y aunque el flujo es rapido, los canales Kv son altamente
especificos en la seleccidn de iones K* que pasan a través de ellos y excluyen al Na*. El
filtro de selectividad de las Kva se encuentra localizado en el asa P, la cual presenta una
secuencia caracteristica en los canales Ky, Thr-Thr-X-Gly-Tyr-Gly-Asp, que constituye el filtro
de selectividad propiamente dicho. La geometria de este filtro es la 6ptima para la
coordinacion de iones K+ y se mantiene por interacciones criticas entre la secuencia firma
de los canales Kv y otros residuos dentro de la misma proteina. En algunos casos, la
disrupcion de residuos dentro del filtro de selectividad acelera la inactivacion del canal,
altera la selectividad del poro, modifica su apertura y en algunas ocasiones puede evitar
gue el canal conduzca iones K* (Jerng et al., 2004; Choe, 2002; Kurata & Fedida, 2006).
Este es el caso de la mutante en el gen Shaker (Sh) de D. melanogaster, Sh¥s13 |a cual
presenta la sustitucion de un residuo de valina (Val/V) por uno de aspartato (Asp/D) en el
filtro de selectividad que resulta en la generacion de canales Shaker no funcionales, sin

que se altere su expresion membranal (Gasque et al., 2006; Lichtinghagen et al., 1990).

1.2.3 Los mecanismos de inactivacion de los canales Kv.

Los canales Kv que generan Ia sufren el proceso de inactivacion, y hay dos
mecanismos principales para la inactivacion de estos canales Kv que estan bien
caracterizados. Uno de los mecanismos es denominado tipo-N, e involucra la
participacion del dominio N-terminal de la Kva y su unidn a la parte intracelular del poro,
ocluyéndolo y evitando el paso de iones K+ a través del mismo. Este tipo de inactivacion

ocurre una vez que el canal se ha abierto, tienen una cinética muy rapida y puede ser
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eliminado por la delecién o digestion enziméatica del dominio N-terminal. Un canal Kv esta
compuesto de cuatro Kva por lo que puede contener cuatro dominios de inactivacion y
estos pueden comportarse independientemente pero un sélo dominio de inactivacion es
suficiente para conferir la inactivacion tipo-N (Birnbaum et al., 2004; Kurata & Fedida,

2006).

El segundo tipo de inactivacion se conoce como tipo-C e involucra el
estrechamiento del poro cerca del fitro de selectividad que resulta en un cambio
conformacional en las cuatro Kva. Este tipo de inactivacion es mas lenta que la
inactivacion tipo-N y puede tener lugar aun en la ausencia del dominio N-terminal pero
presentando una cinética mas lenta, por lo que se ha sugerido que los dos mecanismos

estan acoplados (Birnbaum et al., 2004).

1.2.4 Subunidades auxiliares de los canales Kv.

La diversidad funcional de los canales Kv puede aumentar a través de la
asociacion de Kva con subunidades auxiliares denominada subunidades p (Kvf). Las Kvf
regulan las propiedades biofisicas y los niveles de expresion de las Kva. Las Kvf son
proteinas citoplasmaticas y forman estructuras tetraméricas que se asocian en una
relacion 1:1 con las Kva. En mamiferos se han identificado tres genes que codifican para
KvB (Kvpl, KvB2 y Kvf3). Entre los papeles funcionales que tienen las Kvf sobre las Kva se
han descrito el incremento en la cinética de la inactivacion tipo-N y la modulaciéon de la
dependencia al voltaje. Las Kvp pueden servir como proteinas chaperonas promoviendo
y/o estabilizando la expresion de las Kva en la membrana celular, asi como su distribucion
y/0 su transporte subcelular (Birnbaum et al., 2004; Kurata & Fedida, 2006; Torres et al.,

2007; Wang, 2008).

El estudio genético y fisioldgico de mutantes de D. melanogaster con
comportamientos caracteristicos y defectos electrofisioldgicos permitid la identificacion
de las Kva de los canales Kv por lo que, mutaciones en otros loci que mostraron defectos
similares permitid la identificacidon de genes importantes para la funcion y regulacion de
los canales de Kv. De esta forma se identificé la Kvp en la mosca, a través de estudios en
individuos mutantes en el gen Hyperkinetic (Hk). Estos animales presentan un fenotipo
similar a los mutantes en Sh (Chouninard et al., 1995). La coexpresidon heteréloga de Hk y

de canales Shaker incrementa la amplitud de la |a y modifica la dependencia de voltaje.
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Los canales Shaker en presencia de Hk se activan mas rapido y las constantes de
inactivacion en estado estacionario disminuyen. De igual manera, incrementan el tiempo
de recuperacion de los canales (Chouninard et al., 1995; Wang & Wu, 1996). Estudios in
vivo en los musculos de larvas mutantes Hk evidencio la reduccion de la |a mientras que la
corriente de K* rectificadora tardia o sostenida dependiente de voltaje (Ir) permanecio
sin alteracidn. Esta observacion indica que hay una reduccidén en la conductancia
unitaria de los canales Kv o en el numero de canales Kv funcionales. Con base en datos
experimentales se determiné que el tiempo al pico y el decaimiento de la Ia fueron mas
lentos, y que después de una despolarizacidn prolongada la fraccion de canales
inactivados es menor en las neuronas y los musculos de mutantes HKk que en moscas
control (Wang & Wu, 1996; Yao & Wu, 1999).

1.3 Los canales Ky y la memoria olfativa en D. melanogaster.

El aprendizaje, el cual también es referido como la formacién de la memoria,
puede ser definido como la adquisicion de informacién sobre el entorno que produce
una alteracidon en el comportamiento de un organismo. La memoria es el
almacenamiento de esta informacion y la persistencia del cambio conductual en el
tiempo. La formacion de la memoria depende de la asociacion de la informacion
proveniente de uno o varios de |os sistemas sensoriales del organismo. Asi por ejemplo, la
memoria olfativa depende especificamente del circuito neuronal olfativo (Davis, 1996;
Dawvis, 2005).

Se sabe que los canales iGnicos dependientes de voltaje son importantes para la
plasticidad del cerebro de D. melanogaster. Las mutaciones que alteran el aprendizaje y
la retencion de la informacion en la mosca se asocian con una funcion alterada de los
canales ibnicos dependientes de voltaje que se expresan en el cuerpo fungiforme (CF,
Gasque et al., 2006). Por mas de treinta afos se ha utilizado a D. melanogaster para
estudiar la formacion de la memoria olfativa, dado que ofrece un sistema bioldégico
donde los eventos bioquimicos y fisiol6gicos fundamentales en el aprendizaje pueden ser
relacionados con cambios en el comportamiento con relativa faciidad (Davis, 1996).
Utilizando a la mosca de la fruta se han identificado muchos genes implicados en el
aprendizaje olfativo y se han aislado a los homdélogos de estos genes en especies de

mamiferos donde se han estudiado sus posibles papeles en procesos cognitivos. Lo



anterior demuestra que los mecanismos moleculares de la memoria y los genes
involucrados en los procesos de conducta animal estan conservados en diferentes
especies (Davis, 2005; Liu & Davis, 2006). La continuidad en los estudios sobre |la formacion
de la memoria en D. melanogaster ayudard, con una alta probabilidad, a comprender
los mecanismos biolégicos de como se forma la memoria en los humanos y permitira el
desarrollo de terapias y tratamientos médicos para enfermedades neuroldgicas o
psiquiatricas que interrumpen los procesos de aprendizaje y de formacion de la memoria
(Davis, 2005; Roman & Dawvis, 2001).

En D. melanogaster, el CF es un centro neural con un papel central en el
aprendizaje y en la memoria olfativa. El CF es una estructura prominente bilateral
simétrica del cerebro central de D. melanogaster. El CF esta formado por alrededor de
2500 neuronas en cada hemisferio, las cuales son llamadas células de Kenyon (CK). Las
CK reciben la informacioén olfativa por lo que se les denomina neuronas olfativas de tercer
orden. Las células intrinsecas del CF proyectan sus neuritas centraimente hacia el caliz, la
cual es una region de arborizaciones dendriticas que presenta inervaciones de diferentes
neuronas de distintas regiones del cerebro. Los axones de las CK se proyectan de la parte
posterior a la anterior del cerebro como una estructura empaquetada densamente,
denominada pedunculo, donde se divide frontalmente y se proyecta verticalmente en los
|I6bulos dorsales o y o’, en los I6bulos medios By B” y en los I6bulos y. Basados en las
proyecciones axonales hay al menos tres clases de neuronas en el CF, las neuronas o/f
que proyectan sus axones y bifurcan en la base del pedunculo y continlan tanto al
|6bulo o como al I6bulo B. Las neuronas o’/B’ las cuales ramifican en sus respectivos
I6bulos, mientras que las neuronas y se extienden en los I6bulos y. Las neuronas que salen
del CF se proyectan hacia varias regiones del cerebro central de D. melanogaster. El
sistema olfativo de D. melanogaster, y en particular el CF, puede ser manipulado
genéticamente durante su desarrollo. Con base en estudios donde el CF sufre disrupcion
genética y farmacoldgica se ha llegado a la conclusidon que el aprendizaje para la
discriminacion de olores requiere del CF sugiriendo que esta estructura es un sitio clave
para el aprendizaje y el procesamiento de la memoria olfativa. Las CK expresan
preferencialmente un conjunto de genes cuyas mutaciones causan deficiencia en el
aprendizaje y en la memoria olfativa, evidenciando asi, la importancia de estas
estructuras en estos procesos bioldgicos (Gasque et al., 2006; Heisenberg, 2003; Keene &

Waddell, 2007; Roman & Davis, 2001; Wu et al., 2007).



De manera general, la memoria olfativa sigue la ruta descrita a continuacion, los
odorantes son percibidos por proteinas receptoras olfativas que son expresados en las
neuronas receptoras olfativas (NRO) que residen en las cerdas sensoriales de la antena y
de las papilas maxilares (Fig. 4). Las NRO proyectan sus axones a lo largo del nervio
antenal al I6bulo antenal, el cual consiste de 43 glomérulos. En el I6bulo antenal, los
axones de las neuronas receptoras olfativas hacen sinapsis con las dendritas de dos clases
de neuronas de los glomérulos: neuronas colinérgicas proyectivas del I6bulo antenal y con
interneuronas GABAérgicas inhibitorias locales. Las neuronas proyectivas reciben la
informacién olfativa del I6bulo antenal y la transmiten a los célices del CF y al cuerno
lateral a través del tracto anteno-cerebral interno, en la Figura 4 se muestran las
estructuras mas importantes que participan en la via olfativa de D. melanogaster (Dauvis,

2005; Heisenberg, 2003; Keene & Waddell, 2007; McGuire et al., 2005).

La primera evidencia experimental de la participacion de los canales iGnicos
dependientes de voltaje en el aprendizaje y la memoria olfativa en D. melanogaster se
origina del andlisis de moscas mutantes en el gen Shaker (Sh) quienes son incapaces de
aprender y de retener la informacion. En estudios inmunohistoquimicos se observé que los
canales Shaker se expresan en el neuropilo del CF de D. melanogaster lo que sugiere un
papel importante en la fisiologia de estas estructuras (Birnbaum et al., 2004; Davis, 1996;
Gasque et al., 2006). Como se mencioné anteriormente, los canales Shaker son
importantes en la repolarizacion de la membrana y la falta de ellos altera la excitabilidad,
la liberacion del neurotransmisor y la plasticidad sinaptica. Debido a esto, la deficiencia
en el aprendizaje de moscas mutantes Shaker puede deberse a una menor plasticidad
sindptica como consecuencia del mal funcionamiento de este canal Kv. Ademas de
Shaker, se ha encontrado la presencia de los mMRNA para las Kva de Shab, Shal y Shaw en
el CF (Gasque et al., 2005). Sin embargo, se desconoce aun cual podria ser la relevancia
fisiolbgica de estos canales en los procesos de memoria y aprendizaje en D.

melanogaster.
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Figura 4. Vista dorsal de la cabeza de D. melanogaster y de la via olfativa. En la imagen se
muestra los principales elementos de la via olfativa. Los olores son percibidos por las NRO, las
cuales se encuentran en la antena (“antenna”). Las NRO proyectan sus axones a lo largo del
nervio antenal (“antennal nerve”) hasta los glomérulos del I6bulo antenal (“antennal lobe”,
estructura en color azul). De esta region del cerebro de D. melanogaster, la informacion viaja a
través del tracto anteno-cerebral para hacer contacto con los cuerpos neuronales de las células
CK que se encuentran en el CF (“mushroom body”, estructura en color rojo). El CF es una
estructura bilateral que se localiza en la parte central del cerebro de la mosca. Imagen tomada
de Keene & Waddell, 2007.

1.4 La subfamilia Shal, la |a y la potenciacién de largo plazo.

Por antecedentes se sabe que la expresion de los genes de los canales Kv tipo
Shaker y Shal de D. melanogaster en sistemas heter6logos generan la y recientemente se
describié que los canales Shal son los principales contribuyentes de las |a somaticas en el
CF (Gasque et al., 2005; Gasque et al.,, 2006). Los canales Shal participan en las |a
caracterizadas en los compartimentos somatodendriticos de las neuronas, donde el
papel fisiologico de estas corrientes dependen de sus umbrales de activacion, del rapido
desarrollo de su inactivacion, de su estado de inactivacidon en reposo y de su rapida

recuperacion de la inactivacion a Em hiperpolarizantes. De esta forma, las |a influyen en la
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amplitud y en la duracion del PA. La evidencia experimental apunta a que las |a
somatodendriticas son generadas por los canales Shal, que en mamiferos comprende tres
distintos genes Kv4.1, Kv4.2 y Kv4.3, formando la familia Kv4. La expresidon de las proteinas
codificadas por los genes Kv4 es muy abundante en el cerebro, ya que estas proteinas
regulan la excitabilidad de la membrana neuronal (Birnbaum et al., 2004; Jerng et al.,

2004).

Se sabe que el mecanismo por el que se almacena la informacién en el proceso
de aprendizaje consiste en un incremento en la fuerza de las conexiones excitatorias
entre las neuronas. A este proceso celular que contribuye a la formacién de la memoria
en el sistema nervioso central (SNC) se le conoce como potenciacion de largo plazo (LTP,
por sus siglas en inglés). Se sabe que la fuerza de la sinapsis se incrementa cuando se
correlaciona temporalmente la actividad presinaptica producida tanto por la liberacion
de glutamato, el neurotransmisor excitatorio predominante en el SNC, y una
despolarizacion lo suficientemente fuerte del Em de la célula postsindptica. Esta
despolarizacion de la membrana postsinaptica induce el desbloqueo del receptor NMDA
(un subtipo de receptor heterotetramérico de glutamato) causado por iones Mg?*
favoreciendo asi al aumento de la fuerza sinaptica en el SNC. Esto refleja la importancia
del receptor NMDA en la plasticidad sinaptica de las neuronas (Birnbaum et al., 2004;
Thompson, 2007). En un estudio reciente se describe una nueva forma de plasticidad
neuronal dependiente del receptor NMDA, sugiriendo que este proceso contribuye a la
potenciacion sindptica. En este trabajo, observaron que la estimulacidon del receptor
NMDA induce la internalizacion del canal Shal de vertebrados Kv4.2. La redistribucion de
del canal Kv4.2 requiere la activacion del receptor NMDA y de un influjo de iones Ca?*.
Ademas, se determind que la endocitosis del canal Kv4.2 también puede contribuir con el
mantenimiento de una despolarizacidon mayor en la membrana postsinaptica resultando
en un incremento de las corrientes sinapticas (Fig. 5). El mismo resultado puede obtenerse
al usar una dominante negativa para Kv4.2 (Kv4.2W327F) que se expresa en las neuronas

sujeto de estudio (Kim et al., 2007).

La induccién quimica del proceso de LTP también resulta en la internalizacion de
los canales Kv4.2 y como consecuencia hay una reduccion de las Ia. La regulacion de la
expresion de los canales Shal que generan Ia en la superficie membranal contribuyen
adicionalmente a la plasticidad sinaptica y se sabe que las Ia regulan la amplitud de las

corrientes espontaneas excitatorias miniatura postsinapticas (mESPC, por sus siglas en

11



inglés). El decremento de la expresion de los canales Kv4.2 tanto por la endocitosis del
canal o por la expresion de la proteina Kv4.2W362F gumenta la amplitud promedio y la
carga de las mESPC (Fig. 5). La endocitosis del canal Kv4.2 depende de su actividad
ademas de un mecanismo dependiente del receptor NMDA y de Ca?". De esta manera,
el establecimiento del proceso de LTP requiere para su induccion: del receptor NMDA, de
un incremento de Ca? intracelular y de la internalizacion de los canales Kv4.2. Esto
provoca el aumento de la amplitud de las mESPC contribuyendo asi al proceso de LTP
(Fig. 5). Todo esto en conjunto, pone en evidencia la importancia de los canales Kv en el

aprendizaje y la memoria (Kim et al., 2007; Thompson, 2007).
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Figura 5. La internalizacion de los canales Kv4.2 favorece el proceso de LTP. Cuando una neurona
CAl del hipocampo recibe un estimulo excitatorio, los primeros receptores en responder son los
receptores AMPA, los cuales originan la despolarizacion de la neurona, por una entrada de iones
Na*, lo que induce el desbloqueo de los receptores NMDA por Mg?, favoreciendo que estos
respondan a la unién de su agonista. La activacion de los receptores NMDA induce una entrada
de iones Ca%* a la neurona CAl. En las dendritas de las neuronas piramidales en reposo, se ha
observado que una de las corrientes iGnicas mas importantes presente son las Ia. Con base en la
evidencia experimental se sabe que canales Kv4.2 son los responsables de generar la mayoria de
las la en las dendritas. En respuesta a la activacion del receptor NMDA la densidad de canales
Kv4.2 en la membrana plasmatica disminuye, mediante endocitosis mediada por vesiculas de
clatrina. Por consiguiente, se observa la reduccién de la amplitud de las Ia y un aumento en la
amplitud de las mESPC, dado que hay una relacion inversa entre estos dos parametros. En estas
condiciones el Em es mas negativo comparado con el Em en reposo lo que favorece el incremento
de la fuerza sinaptica. Imagen tomada de Thompson, 2007.
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1.5 Los receptores NMDA en la consolidacion de la memoria en D. melanogaster.

En varios estudios, se utiliza el sistema de dos componentes de levadura Gal4-UAS
para lograr la expresion tejido-especifica de proteinas en D. melanogaster (Bilen & Bonini,
2005; Brand & Perrimon, 1993; Mugqit & Feany, 2002; Ribera et al., 1996; Rodriguez-Valentin
et al., 2006). El sistema Gal4-UAS permite la generacion rapida de lineas de moscas en las
cuales la expresion ectopica de un gen de interés puede ser dirigida a diferentes tipos de
tejidos y grupos celulares. El sistema separa al gen de interés de su activador
transcripcional en dos lineas de moscas transgénicas distintas. En una linea el gen de
interés permanece en silencio por ausencia de su activador, en la segunda linea, la
proteina activadora esta presente pero no tiene un gen blanco al cual activar. Esto
asegura la viabilidad de las lineas parentales. S6lo cuando se cruzan las dos lineas, el gen
blanco se activa en la progenie y se pueden estudiar las consecuencias fenotipicas de
dicha expresion (Fig. 6; Brand & Perrimon, 1993; Duffy, 2002; McGuire et al., 2004; Perrimon,
1998; Rodriguez-Valentin et al., 2006; van Roessel & Brand, 2000). La expresion tejido-
especifica del factor transcripcional Gal4 activa la transcripcion, en moscas, del transgen
de interés a través de la unidbn de Gal4 a sus sitios blancos, las secuencias “Upstream
Activation Sequence” (UAS). En este sistema, el transgen de interés se coloca rio abajo
de varias repeticiones de la secuencia UAS. Cuando las moscas transgénicas que portan
el transgen se cruzan con moscas que expresan Gal4 con un patron tejido-especifico, se
activa la transcripcion y la proteina en estudio se sintetiza s6lo en el tejido donde se
expresa Gal4 (Brand & Perrimon, 1993; Bilen & Bonini, 2005; Duffy, 2002; McGuire et al.,
2004; Mugqit & Feany, 2002: Rodriguez-Valentin et al., 2006; van Roessel & Brand, 2000).

La posibilidad de dirigir la expresion de proteinas en un tejido especifico de D.
melanogaster utilizando el sistema Gal4-UAS ha permitido evaluar la participacion de
varias moléculas en el proceso de memoria y aprendizaje. Por ejemplo, el aprendizaje
olfativo pavioviano en D. melanogaster permite evaluar una forma elemental de estos
procesos en una manera simple y accesible en el cerebro de la mosca. Como se
menciond anteriormente, se sabe que en mamiferos esta forma de plasticidad neuronal
requiere la intervencion de receptores NMDA funcionales. Con base en estos datos se
determiné que en el genoma de D. melanogaster se encuentran dos genes homaologos
de los receptores tipo NMDA de vertebrados (ANR1 y dNR2), los cuales codifican para las
subunidades funcionales del receptor NMDA y con caracteristicas similares a las

propiedades observadas en los receptores NMDA antes descritos (Wu et al., 2007; Xia et
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al., 2005). Tanto dNR1 como dNR2 se expresan ampliamente en el cerebro de D.
melanogaster incluyendo el CF y el cuerpo elipsoide. ElI cuerpo elipsoide es una
subestructura del complejo central, que comprende tres subestructuras mas: el cuerpo en
forma de abanico, el noédulo, y el puente protocerebral. El complejo central es otra
estructura neural importante del cerebro de D. melanogaster y se ubica entre el
pedunculo del CF y esta rodeado lateralmente por los dos tractos anteno-glomerulares

(Wu et al., 2007).

Enhancer-trap GAL4 UAS-gene X

\\

Genomic
—enhancer —1GAL4 OO

UAS
Tissue-specific expression Transcriptional activation
of GAL4 of gene X

Figura 6. Expresion dirigida en D. melanogaster mediante el sistema Gal4-UAS. El factor
transcripcional Gal4 endégeno de levadura es utlizado para regular la expresion génica en D.
melanogaster. Por una parte, estan las moscas transgénicas que tienen la secuencia codificante
para Gal4 insertada en su genoma bajo la regulacién de promotores o “enhancers” gendmicos
tejidos-especificos. Por otra parte, estan las moscas que presentan las secuencias UAS insertadas
rio arriba del gen o de la secuencia efectora de interés. Por lo tanto cuando estas moscas se
cruzan, la progenie resultante va a expresar el gen o la secuencia de interés en el patron de
expresion de Gal4. Imagen tomada de St Johnston, 2002.

El papel de los receptores NMDA en los procesos de aprendizaje y memoria en D.
melanogaster se caracterizo utilizando moscas transgénicas con mutaciones hipomorfas
de dNR1o con un RNA interferente (RNAI) especifico contra dNR1 o dNR2, bajo en control
transcripcional del sistema Gal4-UAS. De esta forma se abatidé la expresion de los
receptores tipo NMDA tanto en el CF como en el cuerpo elipsoide. Estas lineas de moscas
transgénicas fueron sujetos de prueba de condicionamiento olfativo y se determiné que

la disminucion de la expresion de los receptores NMDA interrumpe el aprendizaje olfativo
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asociativo y la consolidacion de la memoria de largo plazo. Este efecto puede revertirse
por la expresion del transgen silvestre (wt) de dNR1 utilizando el sistema Gal4-UAS. Por lo
que, concluyeron que los receptores NMDA se requieren para la consolidacion de la
memoria de largo plazo y que la expresidon en el CF es importante para la fase de la
memoria de mediano plazo, dejando claro que la transferencia de informacién de un
centro neural a otro es importante para el progreso de la consolidaciéon de la memoria en

D. melanogaster (Wu et al., 2007; Xia et al., 2005).

Estos datos en conjunto apoyan que la memoria se adquiere en el CF y de ahi se
transfiere al cuerpo elipsoide para su almacenamiento durante la consolidacion de la
memoria. Se sabe que la formacién de la memoria en moscas procede a través de varias
fases temporales e involucra cascadas de sefalizacibn, mientras que para el
almacenamiento de la memoria olfativa se ha propuesto que se lleva a cabo en varias
regiones cerebrales de D. melanogaster. Con base en lo anterior, se propone el siguiente
modelo donde: i) la adquisicion de la informacion involucra una asociacion inicial de un
odorante con un estimulo condicionado en el I6bulo antenal, i) la memoria de corto
plazo reside en el CF, ii) la memoria de mediano plazo se adquiere en el CF,
especificamente en las neuronas dorsales pareadas medias asi como de neuronas
dopaminérgicas que inervan al CF, iv) la consolidacion de la memoria de largo plazo
involucra la transferencia de la informacion al cuerpo elipsoide asi como de la
participacion de ciertos glomérulos del I6bulo antenal y v) por ultimo, la evocacion de la
memoria de largo plazo involucra la participacion del CF y del cuerpo elipsoide (Liu &
Davis, 2006; Wu et al., 2007). Por lo que, utilizando el sistema bipartito de Gal4-UAS para
expresar proteinas dominantes negativas o un RNAi contra los canales Kv nos permitira

evaluar el papel de estos canales en el SN de D. melanogaster.

1.6 Silenciamiento de genes mediante dsRNA.

El slenciamiento de genes mediante RNAI es un proceso iniciado por moléculas de
RNA de doble cadena (dsRNA) y es utilizado por las células eucariontes para modular la
expresion génica a nivel pre- o pos-transcripcional. Después de los reportes donde se
describe el uso de los siRNA para el silenciamiento de genes su uso se ha convertido en un
procedimiento estandar en |los laboratorios para estudiar la funcién de genes especificos.

Los genes eucariontes pueden ser silenciados por la transfeccion de cadenas cortas de
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dsRNA de alrededor de 21 a 23 nucledtidos (nt) secuencia-especificas. Estos RNA
pequefos interferentes (SIRNA) exdgenos ejercen su funciéon a través de la unién con el

mMRNA blanco para inducir la degradacién del mismo (Jaronczyk et al., 2005; Rana, 2007).

La especificidad del RNAI es abastecida por los RNA guias, que son moléculas de
19 a 26 nt. Los RNA enddégenos pequefios no codificantes (19-25 nt) son conocidos como
microRNA (miRNA), los cuales tienen un papel importante en una amplia gama de
funciones. A diferencia de los siRNA, los miRNA generalmente no inducen la degradacion
del mMRNA blanco, mas bien, se les ha implicado con la supresidon de la traduccion de los
mMRNA. Con base en estas observaciones, los RNA pequefios tienen al menos dos
mecanismos para iniciar el silenciamiento, de genes especificos, mediada por los dos
principales tipos de RNA pequerios, los cuales difieren en origen y en funcion, los siRNA y

los miRNA (Jaronczyk et al., 2005; Rana, 2007).

La interferencia mediada por RNA puede ser inducida por varias fuentes de
moléculas de RNA, incluyendo virus con genoma de RNA, transposones, siRNA y miRNA.
Por estudios genéticos y bioquimicos el mecanismo de accidn de los RNA pequefios es
dividida en dos etapas: la iniciacion y la efectora. La etapa de iniciacion involucra la
generacion de los siRNA y de los miRNA a partir de una molécula mas grande de dsRNA y
de un pre-miRNA, respectivamente. En la etapa efectora se requiere que una cadena
del dsRNA del sifmiRNA se transfiera a un complejo ribonucleoproteico (RNP) para llevar a
cabo el sienciamiento de genes a través de: la degradacion del mRNA dependiente de
homologia, la represion de la traduccioén o el sienciamiento transcripcional (Jaronczyk et

al., 2005; Rana, 2007).

1.6.1 La etapa de iniciacion, generacion de los RNAs guias.

La molécula de dsRNA que genera a los siRNA puede tener varios origenes, puede
ser generada por una RNA polimerasa dependiente de RNA, por la transcripcion
bidireccional de genes o por elementos transponibles. Los siRNA son producto del corte
de una molécula larga de dsRNA en pequefios fragmentos de 21 a 23 nt por la RNasa
Dicer-2. Las dos cadenas del siRNA presentan secuencias con configuracion sentido o
antisentido con respecto al mRNA blanco. La cadena antisentido del siRNA (también
llamada cadena guia) es el templado para la maquinaria interferente que media el

sienciamiento de genes secuencia-especifico. Los siRNA guian a la maquinaria molecular
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implicada en el sienciamiento para que lleve a cabo la degradacion de RNA mensajeros
especificos, también se les ha asociado con modificaciones en la cromatina (Jaronczyk
et al., 2005; Rana, 2007).

La biogénesis de los miRNA inicia en el nucleo, a partir de la transcripcion de
regiones intergénicas por la RNA polimerasa ll. Estos transcritos (denominadas pri-miRNAS)
contienen secuencias repetidas invertidas complementarias, las cuales pueden plegarse
sobre si mismas y formar estructuras secundarias de tallo-asa de dsRNA. Estas estructuras
sufren un proceso de maduracién que involucra la participacion de dos RNasas para dar
lugar a los miRNA. El pri-miRNA es procesado por el complejo de la RNasa Drosha-Pasha
para generar un producto de alrededor de 70 nt denominado pre-miRNA. Para el
ensamble del complejo RISC (“RNA-Induced silencing complex”) el pre-miRNA tiene que
ser transportado al citoplasma para ser procesado por Dicer-1 en miRNA maduros de
alrededor de 22 nt. Posteriormente, los mIRNA son acoplados al complejo RISC. Los
mMIRNA regulan la represion de la traducciéon por la unidbn con secuencias parcialmente
complementarias en la region 3’ no traducida del mRNA blanco, pero también pueden
inducir la degradacion del mRNA cuando hay una complementariedad perfecta entre

las dos moléculas de RNA (Jaronczyk et al., 2005; Rana, 2007).

1.6.2 La etapa efectora, la especificidad del silenciamiento de genes.

En D. melanogaster, Dicer-1 y Dicer-2 estan involucradas en el corte del pre-miRNA
y en la generacion de |os siRNA, respectivamente. Se ha descrito que la proteina Dicer-2
se asocia con R2D2, y este complejo se asocia con el siRNA de doble cadena (duplex).
La asociacion del duplex del si/ymiRNA con la proteina Dicer y R2D2 forma una particula
RNP, precursora del complejo RISC activo. Los complejos RNP funcionales contienen sélo
la cadena guia del si/miRNA, los cuales son reclutados al complejo efector RISC o a la
forma nuclear de RISC, el complejo RITS (“RNA-Induced transcriptional silencing
complex”). Los complejos RISC que incorporan la cadena guia de los siRNA se designan
complejos siRISC mientras que los complejos efectores que contienen mMIiRNA se

denominan miRISC (Jaronczyk et al., 2005; Rana, 2007).

Cada complejo RISC contiene a un miembro de la familia de proteinas Argonauta
(Ago), la proteina Ago se une al RNA presente en el complejo RISC (Fig. 7). La cadena

antisentido presente en el RISC guia a la proteina Ago para catalizar el corte del mRNA
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blanco. También las proteinas FXR (“Fragile X Mental Retardation”) y VIG (“Vasa Intronic
Gene protein”) se han identificado como componentes de RISC. Es de hacer notar que
los complejos RISC que contienen a la proteina FXR también contienen a las proteinas
ribosomales L5 y L11, asi como al RNA ribosomal 5S y a la RNA helicasa p68 (Jaronczyk et
al., 2005; Rana, 2007). Recientemente, se describid la participacion de la
endorribonucleasa C3PO en la activacion de RISC, mediante la remocién de la cadena
sentido del siRNA, también denominada cadena pasajera. (Liu et al., 2009). Los
complejos RISC y RITS son complejos efectores regidos por la homologia de secuencias
dadas por las interacciones entre pares de bases de la cadena guia del siRNA con el
mMRNA blanco. Por lo tanto, el complejo siRISC une al mRNA blanco mediante |os sitios
complementarios en la cadena guia para llevar a cabo el silenciamiento por el corte del
mMRNA, cuando hay complementariedad perfecta mRNA es cortado y degradado
(Jaronczyk et al., 2005; Rana, 2007). En el caso del complejo miRISC, un componente
funcional es la proteina represora de la traduccion RCK, también llamada p54. Por lo
que, el miRNA en el miRISC provee la especificidad dependiente de secuencia y RCK/p54
es la molécula efectora encargada del aimacenaje o procesamiento del mRNA blanco

(Rana, 2007).
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Figura 7. Silenciamiento de genes especificos mediante la formacion del complejo RISC. En D.
melanogaster, sustratos de dsRNA (“hairpin RNA” y “long dsRNA”) son procesados por el
heterodimero de Dicer-2 y R2D2 en siRNA de alrededor de 21 nt con grupos fosfatos en los extremos
3’y 5’. Se pueden introducir duplex de siRNA (19-23 nt) y posteriormente éstos son fosforilados por
cinasas celulares. Estos dsRNA pequefios se acoplan a complejos RISC que contienen a la proteina
Ago, Dicer-2 y otros factores celulares, a manera de ejemplificar, solo se indica a la proteina Ago.
El complejo RISC activo contiene la cadena guia del siRNA, en consecuencia, la activacion del
complejo siRISC implica la busqueda del mRNA blanco y utilizando la cadena antisentido para el
procesamiento (corte y degradacion) del mRNA. El complejo siRISC es reciclado para iniciar
nuevos eventos de procesamiento. Imagen tomada de Rana, 2007.

1.7 La subfamilia Shab y el control dinamico de la excitabilidad neuronal.

Aunque la subfamilia de canales Shab es homodloga a la subfamilia de canales
Shaker, se sabe muy poco del papel fisiol6gico de estos canales Kv y de sus homologos en
vertebrados denominados Kv2. Como se menciondé anteriormente, el registro
electrofisiolégico de los canales Shab tanto en neuronas de embrién de D. melanogaster
como en sistemas heterélogos de expresion se observaron Ir por lo que se denominan
canales Kv rectificadores tardios (Peng & Wu, 2007; Salkoff et al., 1992; Tsonuda & Salkoff,
1995). Mas aun, las moscas con mutaciones puntuales en el gen Shab presentan una
reduccion de las Ir en las neuronas, lo que demuestra que el gen Shab codifica
efectivamente para la k. Ademas, la expresion de proteinas dominantes negativas
contra los canales Kv2 reduce la Ir en cultivos de neuronas. Sin embargo, adn es incierto
el papel de los canales Shab y Kv2 en el control de la excitabilidad sinaptica, aunque se

ha observado que las Ir generadas por canales Shab tienen una participacion importante
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en el control del nivel de transmision durante la actividad neuronal de alta frecuencia

(Peng & Wu, 2007; Ueda & Wu, 2006).

La regulacion dinamica de la excitabilidad intrinseca de las neuronas confiere
plasticidad a las funciones neuronales. Se sabe que los canales Kv2.1 se expresan en gran
parte del SNC de los mamiferos donde constituyen el principal generador de las Ir
somatodendriticas, ademas, en varios reportes se ha observado que los canales Kv2.1
regulan la excitabilidad y los influjos de Ca?* en neuronas piramidales durante periodos de
disparos de PA de alta frecuencia por lo que las Ir constituyen un mecanismo importante
para la regulacion de la excitabiidad somatodendriticas de las neuronas. Con estas
observaciones se sugiere que el canal Kv2.1 regula la excitabilidad neuronal sin contribuir
en la repolarizacion de la membrana durante el PA debido a que tiene un alto umbral de
activacion y una cinética de activacion lenta (Misonou et al., 2005). Por otra parte, en
varios estudios se ha observado que un incremento en la actividad neuronal excitatoria
conduce a modificaciones en el estado de fosforiacion de los canales Kv2.1, lo que
genera un aumento gradual de su actividad al disminuir su umbral de activacion y
acelera las cinéticas de activacion del canal. Esta fosforilacion favorece el
agrupamiento de los canales Kv2.1 en la superficie membranal tanto in vivo como in vitro
modificando draméaticamente las Ir. La funcion de los canales Kv2.1 esta dinAmicamente
regulada por la actividad neuronal y esta modulacion en los cambios graduales en la
activacion de Kv2.1 permiten suprimir homeostaticamente la excitabilidad neuronal,
especialmente en periodos de disparos de PA de alta frecuencia, lo que impacta en la
excitabilidad y plasticidad neuronal intrinseca, ademas de que, puede tener un papel
neuroprotector en condiciones de hiperexcitabilidad (Misonou et al., 2005; Mohapatra &

Trimmer, 2007).
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2. Antecedentes.

Una Kva dominante negativa debe cumplir dos criterios: i) no generar un canal
funcional cuando forma homotetrameros, ii) el fenotipo de dominancia negativa se debe
observar cuando al menos una Kva mutante se coensambla con Kva wt formandose
heterotetrameros no funcionales. En trabajos previos, se ha observado que la expresidn
de versiones truncadas o con deleciones en la region del poro de los canales Kv tiene
efectos de dominancia negativa. El analisis molecular de la mutante Sh¥s133 de D.
melanogaster permitio identificar que el cambio de un residuo de Val/V por un residuo de
Asp/D dentro de la secuencia del fitro de selectividad del canal Shaker genera una
proteina no funcional y actia como una Kva dominante negativa cuando se coexpresa
con Kva wt (Fig. 8). Por lo que, la sustitucion de un aa en el fitro de selectividad de un
canal Kv de otra subfamilia es una estrategia para generar una Kvo dominante negativa

(Gasque et al., 2006; Lichtinghagen et al., 1990; Ribera et al., 1996).

NORMAL
CURRENT ABSENT
—
_ 100n4; S0mV
- — 50ms

Figura 8. Las moscas mutantes Shksi33 no presentan el componente transitorio de las lk. En la parte
superior de la imagen se muestra la familia de Ik registradas en el musculo de moscas wt utilizando
el protocolo de pulsos despolarizantes que se muestra en la parte inferior de laimagen. En la parte
media de la imagen se muestra la familia de Ik registradas en una mosca con la mutacién Shksiss,
donde se observa que hay una eliminacion completa de las Ia. Imagen tomada de Salkoff &
Tanouye, 1986.

2.1 Generacion de la Kva ShalL371D como potencial dominante negativa.

Se ha demostrado que la capacidad de expresar una Kvo dominante negativa de
una forma directa es una herramienta molecular util para investigar el papel fisiol6gico de

los canales Kv nativos (Gasque et al., 2006; Lichtinghagen et al., 1990; Ribera et al., 1996).
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En el laboratorio, el Dr. Enrique Reynaud Garza y Sofia Gonzalez Salinas trabajaron en
conjunto para la construcciéon molecular de una version mutante para la Kva del canal
Shal utilizando como referencia a la mutante Sh*$133 (Gasque et al., 2005; Litchtinghagen
et al.,, 1990). La proteina mutante generada en el laboratorio, denominada ShallL371D,
presenta la sustitucion de la leucina (Leu/L) 398 por un Asp/D en el filtro de selectividad
del canal Shal, en la posicibn equivalente a la sustitucidon presente en las moscas
mutantes Sh¥$133 (Gasque et al., 2005; Litchtinghagen et al., 1990). Enla Tabla 1 se muestra
la secuencia de aa del filtro de selectividad de los canales Shal y Shaker, y la sustituciones

presentes en las versiones mutantes.

Secuencia del filtro de selectividad de los canales tipo

Tabla 1 Shal y Shaker wt y mutantes.
Canal de Ky  Tamaifio Filtro de Version Posicion Cambio de aa
wit (aa) Selectividad Mutante Cambiada
Shaker 571 396 TTVGY GDao2 ShKs133 * 398 Val a Asp
Shal 490 369 TLGYGD37s | ShalLl371D 371 Leu a Asp

* Gasque et al., 2005; Litchtinghagen et al., 1990.

En el presente trabajo pretendemos expresar a la Kva Shall371D, que
potencialmente pueda ser utlizada como dominante negativa para apagar
especificamente a los canales Shal nativos en el CF de la mosca adulta viva. Lo anterior
se lograria al usar promotores tejido-especificos que permitieran la transcripcion
restringida de la Kva dominante negativa a un conjunto definido de células utilizando el

sistema Gal4-UAS.
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3. Hipotesis.

El cambio de la Leu/L de la posicion 371 por un Asp/D en la secuencia del filtro de
selectividad del canal Shal resultara en la perdida de conduccion de iones K*, del canal
formado con estas Kva, por lo tanto, esta version mutante (ShalL371D) podria funcionar
como una molécula dominante negativa cuando se coexprese con las Kva wt. Lo que
permitird evaluar el papel de los canales Shal residentes del CF en los procesos de

aprendizaje y memoria olfativa en D. melanogaster.
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4. Objetivos.

4.1 Objetivo General.

Establecer al menos una linea transgénica de D. melanogaster portadora de la
insercion UAS-ShalL371D que codifica para una Kva dominante negativa para los canales
Shal.

4.2 Objetivos Especificos.

4.2.1 Demostrar que la Kva ShalL371D tiene potencial como dominante negativa en un

sistema de expresion heterdlogo.

e Caracterizar la expresion heter6loga de los canales Shal wt.

e Expresar heter6logamente la Kva Shall371D, para evaluar si la mutacion L371D
produce un canal incapaz de conducir K*.

e Examinar electrofisioldgicamente si la Kva Shall371D tiene potencial como

dominante negativa para los canales Shal wt.

4.2.2 Establecer, al menos, una linea transgénica que porte la insercion codificante para
la Kvao dominante negativa ShalL371D (UAS-ShalL371D).

4.2.3 Evaluar la viabiidad de moscas transgénicas que expresen ectOpicamente la
version Shall371D a través de cruzas entre individuos de la linea transgénica UAS-
ShalL371D con moscas que presentan inserciones tejido-especificas del factor Gal4

(“drivers”).

e Evaluar |la viabilidad de la progenie con el genotipo UAS-ShalL371D/Act5C-GAL4 a
través de cruzas de individuos de la linea UAS-ShalL371D con moscas que
presentan la insercion Act5C-GAL4.

e Evaluar la viabilidad de la progenie con los genotipos elav-GAL4/X 6 Y; UAS-
ShalL371D/+ a través de cruzas de individuos de la linea UAS-ShalL371D con moscas
que presentan la insercion elav-GAL4.

e Evaluar la viabilidad de la progenie con el genotipo UAS-ShalL371D/Mef2-GAL4 a
través de cruzas de individuos de la linea UAS-ShalL371D con moscas que

presentan la insercion Mef2-GAL4.
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4.2.4 Evaluar la viabilidad de la progenie con el genotipo UAS-ShalL371D/7A2-GAL4 a
través de cruzas de individuos de la linea UAS-ShalL371D con moscas que presentan la
insercion 7A2-GAL4, como una forma indirecta de evaluar la inhibiciéon de los canales

Shal en el CF de D. melanogaster.
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5. Metodologia.

5.1 Expresion heterdloga de las Kva Shal wt y ShalL371D en ovocitos de X. laevis.
5.1.1 Transcripcion in vitro de las Kva wt y ShallL371D.

Para la transcripcion in vitro de las Kva wt y ShalL371D del canal Shal se utilizo el
sistema MMESSAGE MACHINE® (Ambion, Inc.) y se realiz6 de acuerdo al protocolo
recomendado por este sistema. En resumen, agregamos un pg de DNA templado
linearizado de cada una de las Kva (wt y ShalL371D) a la solucion de reaccion que
contenia 10 pl de solucion NTP/CAP (en mM): ATP 15, CTP 15, UTP 15, GTP 3 y un analogo
de 7-metilguanosina 12; 2 ul de soluciéon amortiguadora 10X, 2 ul de solucion enziméatica
de RNA polimerasa y se llevd la reaccion a un volumen final de 20 ul con agua libre de
nucleasas. Esta mezcla se incub6 a 37° C por dos h. Posteriormente, se le afiadié un ul de
DNasa, para propiciar la degradacion del material genético de partida, 30 ul de agua
libre de nucleasas y 30 ul de LIClI 7.5 M para inducir la precipitacion de los mRNA,
agitamos suavemente e incubamos a -20° C por 24 h. Transcurrida la incubacion,
centrifugamos la mezcla por 15 min a 14,000 rpm para eliminar los nucleétidos no
incorporados en la reaccidon de transcripcion. Se retir6 el sobrenadante y lavamos la
pastilla en dos ocasiones con un ml de etanol al 70%, se centrifug6 a 14,000 rpm. Se retird
el etanol y resuspendimos a los mMRNA en 30 ul de agua libre de nucleasas. Se cuantifico

el mRNA por espectrofotometria 'y se mantuvo a -70° C.

5.1.2 Obtencién de ovocitos de X. laevis.

La extraccion de los ovocitos se realizd6 de acuerdo al protocolo descrito por
Espinosa et al., 1999. Brevemente, extrajimos los ovocitos de sapos X. laevis previamente
anestesiadas por inmersion de los organismos en una solucion de tricaina (acido 3-etil-
ester-aminobenzdico) al 0.15%. Removimos quirdrgicamente a los ovocitos en estadios V' y
VI de los I6bulos del ovario. Incubamos a los ovocitos por una h en medio ND96 libre de
Ca*? (96 mM de NacCl, 2 mM de KCIl, 1 mM de MgClz, 5 mM de Hepesy 2 mM de acido
piravico a pH 7.6) adicionado con 3.6 x 10* mg/ml de colagenasa para eliminar a las
células foliculares y la membrana que rodea a cada ovocito. Posteriormente, lavamos los
ovocitos un minimo de tres veces con medio ND96 libre de Ca?*. Una vez que los ovocitos

se disgregaron, los colocamos en solucidn ND96 con 1.8 mM de CaCl: y 50 ug/ml de
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gentamicina, y se mantuvieron a 18° C por 24 h antes de ser microinyectados con mRNA

de las Kva.

5.1.3 Expresion de las Kva wt y ShalL371D.

Después de 24 h de recuperacion, microinyectamos a los ovocitos de X. laevis con
un Microinyector Nanojet Il de Drummond Scientific Company. Para la expresion
independiente de los canales Shal wt y ShalL371D se inyectaron aproximadamente 20 ng
de RNA mensajero en cada ovocito. Para las condiciones experimentales de coexpresion
de las Kva wt y ShalL371D microinyectamos ovocitos con diferentes mezclas de los mRNA
para las Kvo, las proporciones inyectadas fueron 3:1, 1:1, 1:3 del canal wt contra el
ShalL371D. Para estos experimentos se mantuvo constante la concentracion inyectada
del mMRNA wt, y sélo se varié la concentracion del mRNA del canal Shall371D. Para
predecir la fraccion de canales ( ( )) de una clase particular () de tetrameros formados,
para cada una de las diferentes proporciones inyectadas se utilizé la funcibn de una
distribucién binomial (Ecuacion 1), que asume que: 1) cada canal funcional esta
compuesto por cuatro Kva; 2) la concentracion de mRNA inyectado es linealmente
proporcional a la concentracion de proteina resultante; 3) la magnitud de la |a registrada
depende de la concentracion del mRNA inyectado; 4) las Kva wt y Shall371D se
ensamblan igualmente como canales homo o heterotetrdmericos; 5) la incorporacion de
al menos una Kva ShalL371D en un heterotetrdmero es suficiente para formar un canal no
funcional.

()= (—')” Ecuacion 1.

De esta forma, y son las probabilidades de insercidn en un tetrdmero para
una Kva wt y ShalL371D, respectivamente. La letra corresponde al nUmero de eventos
independientes que se analizan, en el caso de un canal Ky, =4. Por Ultimo, representa
la configuracion del tetrdmero a analizar con, al menos, Kva ShalL371D insertadas para
cada condicion experimental. Considerando lo anterior, la |a total registrada en los
ovocitos de X. laevis es la suma de la |a producida por cada tetramero que no incorporo
a alguna Kva ShalL371D, es decir, representa el porcentaje de canales wt presentes en el
total de la poblacibn de canales Shal wt que se expresan en cada condicidon

experimental. Por otra parte, el porcentaje de canales no funcionales y que no
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contribuyen a la |a registrada en cada condiciOn experimental, seria directamente
proporcional a la probabilidad binomial acumulada, correspondiente a todos los canales
con al menos una Kva ShalL371D, obtenida del analisis de distribucion binomial (Mathur et

al., 1999; MacKinnon, 1991; Ribera et al., 1996).

Una vez que los ovocitos fueron microinyectados los incubamos a 18° C hasta el
momento de registrar las |a macroscopicas por fijacion de voltaje con dos electrodos.
Como condicion control se utilizaron ovocitos microinyectados con el mismo volumen de

agua que los ovocitos de las condiciones experimentales.

5.1.4 Registros de las |a generadas por las Kva wt y ShalL371D.

Para el registro de las |Ia macroscopicas mediante la técnica de fijacion de voltaje
con dos electrodos se utilizaron ovocitos con un minimo de 24 h y hasta un maximo de 72
h post-inyeccion a temperatura ambiente (25-30° C). Se utilizé un amplificador de fijacion
de voltaje (GeneClamp 500; Axon Instruments) con un convertidor analégico/digital de
16-bit (Digidata 1322A; Axon Instruments). Para el registro electrofisiol6gico, colocamos a
los ovocitos en una caAmara de registro de 500 ul y registramos las Ia de células completas
en una solucion externa (ND96 con 1.8 mM de CacClz, 50 mg/ml de gentamicina y NMDG)
de manera similar al protocolo descrito por Espinosa et al., 1999. Los electrodos de voltaje
y corriente contenian una solucion interna de KCl 3 M o 150 uM, 10 mM EGTA 'y 10 mM
HEPES a pH 7.4 con una resistencia de 0.5-1 MQ. Los pulsos de voltaje se aplicaron cada 3
s a partir de un potencial de mantenimiento de -90 mV. Los registros se muestrearon a
una frecuencia de 10 kHz y se filtraron a 2 Khz, con un filtro pasa-bajos tipo Bessel, y se
almacenaron en la computadora para su analisis posterior. La adquisicion de datos y el
analisis se llevaron a cabo utilizando el software pClamp 9, de Axon Instruments. Se
restaron las corrientes de fuga y capacitivas usando un protocolo de P/4. Con fines

ilustrativos, borramos las espigas capacitivas residuales de los registros mostrados.

5.1.5 Andlisis de las propiedades biofisicas de las Ia generadas por las Kva wt y ShalL371D.

Para evaluar la correcta expresion de los canales Shal wt se analizaron varios
parametros biofisicos relacionados con la activacion e inactivacidon en estado

estacionario de la |a para compararlos con datos previamente reportados en la literatura.
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Para caracterizar el fendmeno de activacion de las |a generadas por los canales Shal wt
expresados en ovocitos de X. laevis, analizamos la corriente al pico a +20 mV, el umbral
de activacion, el tiempo para alcanzar el 95% del maximo de la corriente a 0 mV, el
voltaje medio de activacion a +50 mV y la pendiente de la curva de activacion
normalizada (constante de Boltzmann, Ecuacion 2). Para el caso del proceso de la
inactivacion en estado estacionario de los canales wt se analizé el voltaje medio de
inactivacion a +50 mV, la pendiente de la curva de inactivacién en estado estacionario
(Constante de Boltzmann) y la constante de inactivacion rapida (trast) a +50 mV. Los
parametros biofisicos antes mencionados se determinaron a partir del ajuste de las curvas
de activacion e inactivacion en estado estacionario utilizando la ecuacion de Bolzmann.
De donde es el potencial de prueba aplicado, es el potencial al cual se alcanza la
mitad de la amplitud maxima, y es la pendiente que corresponde a la constante de
Boltzmann, que se relaciona al cambio en e-veces del rango del potencial cercano a la

(Lopez-Gonzalez et al., 2001).

= Ecuacion 2.

Para comprobar si la Ia originada por la expresion de los canales wt en el sistema
heterélogo de ovocitos de X. laevis depende principalmente del ibn K* como acarreador
de carga, calculamos el potencial de inversidn tedrico a las dos concentraciones de K*
utilizadas en las soluciones internas ([K*]lim= 3 M o0 150 pM), manteniendo constante |la
concentracion de K* externa ([K*]lex =2 mM). Comparamos el potencial de reposo
registrado en las dos [K*]int arriba mencionadas con el potencial de inversion tedrico, el

cual lo determinamos utilizando la ecuacién de Goldman-Hodgkin-Katz:

[ ] [ ]
[ ] [ ]

De donde [ 1 vI ] son las concentraciones de Na* intra y extracelular,

Potencial de inversion tedérico= [[

respectivamente, de manera similar para el Cl-. es la permeabilidad de Na* (1.6 x 10
8), la permeabilidad de K*, la cual es 1.6 x 106 y es la permeabilidad del CI- (2.24 x
10).
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5.1.6 Porcentaje de la inhibida por la coexpresion de las Kva wt y ShalL371D.

Para determinar el porcentaje de la |a inhibida por la presencia de la Kva ShalL371D

en las diferentes proporciones ensayadas experimentalmente, utlizamos la siguiente

formula:
Porcentaje de la inhibida= - %
De donde: ( ) representa el maximo de la densidad de la la alcanzada a +50
mV en cada condicion experimental e ( ) representa el maximo de la densidad

de la |a generada Uunicamente por la expresion de los canales wt a +50 mV. El analisis
detallado de los parametros biofisicos, como la activacion y la inactivacion en estado
estacionario y la conductancia de la |a resultante de la coexpresion de las Kva wt y
Shall371D nos permiti6 determinar si la Kva Shall371D actu6 como una dominante
negativa contra los canales Shal wt y explicar el mecanismo molecular responsable del

fenotipo dominante negativo.

5.1.7 Andlisis estadistico de los parametros biofisicos.

A menos que se mencione de otra forma, los datos (simbolos y las gréaficas) se
presentan como el promedio * el error estdndar de la media (E.E.M.). El ndmero (n) de
experimentos se indica en los pies de Figura. La diferencia estadistica entre dos
promedios se determiné por la prueba T de Student. Los promedios se consideraron

estadisticamente diferentes cuando se obtuvo una p< 0.05.

5.1.8 La probabilidad binomial de la coexpresion de las Kva wt y ShalL371D.

Dado que un canal Kv funcional esta formado por la asociacion de cuatro Kva, las
cinco posibles configuraciones que se pueden obtener al coexpresar dos versiones de la

Kva de un canal Kv aparecen en la Tabla 2.
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Configuraciones obtenidas de la coexpresion de dos versiones de la
Kva del canal Shal.

Tabla 2

Homotetramero . Homotetramer
Heterotetrameros
wit 0 mutante

Diagrama de los )
tetrameros formados. } 3 L

No. de Kva ShalL371D
presentes en el 0 1 2 3 4
tetramero.

Vale la pena hacer notar que la probabilidad binomial, de acuerdo a la
distribuciéon binomial (Ecuacion 1) para cada una de las cinco configuraciones posibles,
depende de la probabilidad especifica de incorporacion al tetramero (para formar un
canal funcional) para cada configuraciéon del canal idénico; es decir, esta directamente
relacionada con la proporcion del mRNA inyectado para las Kva wt y ShalL371D. Asi, por
ejemplo, cuando inyectamos la proporcion 3:1 de canales wt y ShalL371D, la probabilidad
especifica de incorporacion al tetramero fue de % ( =0.75) para Shal wt'y ¥ ( =0.25)
para ShalL371D. Para el andlisis de la probabilidad binomial, consideramos que durante el
experimento de coexpresion con la proporcion 3:1, los valores de probabilidad especifica
de incorporacion al tetramero son constantes. Condicion necesaria para este tipo de
andlisis (Mathur et al., 1999; MacKinnon, 1991; Ribera et al.,, 1996). Donde () es la
probabilidad binomial de la incorporacion de dominantes negativas al tetramero ( =4),

es el numero de Kva necesarias para formar un tetrdmero o canal, y es la
probabiidad de éxito de incorporacion de, al menos, una dominante negativa
determinado por la proporcion de Kva Shall371D inyectada (en este caso, =0.25).

Desarrollando las ecuaciones para el ejemplo descrito tenemos que:

Probabilidad binomial para cero Kva ShalL371D (canal wt):

) !
&8 O= =55 1= ) =
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Probabilidad binomial para dos Kva ShalL371D:

|

% O= =55 (- ) =
!

R O= =55 1= ) =

En el presente trabajo utilizamos el programa “binomial calculator” (Lane, D. M.).
Esta misma metodologia se utlizd para calcular las probabilidades binomiales
correspondientes a los experimentos en los que se coexpreso a las Kva wt y ShalL371D en
las proporciones 1:1 y 1:3, en la Tabla 3 se muestra los valores calculados para estas

proporciones.

5.1.8.1 La probabilidad binomial acumulada para la Kva ShalL371D.

La probabilidad acumulada en una distribucion binomial corresponde a la suma
de probabilidades binomiales de las condiciones experimentales de interés. En nuestro
caso, la probabilidad binomial acumulada corresponde a la suma de las probabilidades
binomiales obtenidas para cada una de las distintas configuraciones de los canales que
incorporaron de una a cuatro Kva ShalL371D. De esta forma, la probabilidad binomial
acumulada deberia correlacionar con el porcentaje de Ia inhibida en cada condicion
experimental ensayada pues corresponderia al porcentaje de los canales Shal
expresados en el ovocito de X. laevis que incorporaron de una a cuatro Kva ShalL371D.
En el ejemplo desarrollado en el parrafo anterior, la probabilidad binomial acumulada de
la incorporacion de una a cuatro Kva ShalL371D seria igual a 0.683, en la Tabla 3 se
muestra el valor de las probabilidades binomiales para las proporciones realizadas en esta

parte del trabajo.
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Probabilidad binomial de la incorporacion de Kva ShalL371D al tetrdmero, (),

Tabla 3 en las diferentes proporciones de mRNA inyectados de las Kva wt y ShalL371D.
Proporcion _ _ _
Shal wt : Shall371D 3:1 1:1 1:3
_ Probabilidad especifica de 0.75:0.25 05:05 0.25:0.75
incorporacion al tetramero ( ).
(), =0 0.32 0.063 0.003
() =1 0.42 0.25 0.05
() =2 0.21 0.375 0.21
(), =3 0.05 0.25 0.42
() =4 0.003 0.063 0.32
Probabilidad binomial acumulada
de laincorporacion de una a 0.683 0.938 0.997
cuatro Kva ShalL371D al tetrdmero.

5.2 “Stocks” y lineas de D. melanogaster transgénicas.

En el laboratorio, el Dr. Enrique Reynaud Garza y Sofia Gonzalez Salinas, realizaron
las construcciones moleculares del transgen UAS-Shall371D para generar moscas
transgénicas que eventualmente expresen a la Kva ShalL371D, bajo el control del factor
transcripcional Gal4. Asi mismo, se generaron moscas transgénicas con la insercion UAS-

Shabi!® codificante para un RNAIi contra los mRNA de los canales Shab.

Como un primer acercamiento para la evaluacion de la linea UAS-ShalL371D in
vivo, investigamos en las bases de datos el patron de expresion de los canales Shal en D.
melanogaster. En el atlas de la expresion génica de la mosca se reporta que los canales
Shal se expresan de manera abundante en el cerebro, en el corazén, en el 0jo, en el
ganglio toracico abdominal, en la glandula salival de adulto y en el tracto gastrointestinal
de adulto y de larva (Chintapalli et al., 2007; ver Tabla 4). Por lo tanto, para el desarrollo
de este trabajo, se seleccionaron lineas “drivers” que dirigieran la expresidn del activador
de la transcripcion GAL4 a tejidos en donde se ha reportado la expresidon de los canales
Shal. De esta forma elegimos los “drivers” Act5C-GAL4, elav-GAL4 y Mef2-GAL4, que

dirigen la expresion: a todo el organismo, al SN y a miocitos D. melanogaster,
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respectivamente (ver Tabla 4). Las lineas “drivers” se obtuvieron del D. melanogaster

Stock Center en Bloomington, Indiana, USA.

La linea UAS-Shali se obtuvo del National Institute of Genetics de Japon (NIG-Fly).
Las lineas de moscas con la insercion codificante para la proteina Dicer-2 (UAS-dcr2) en el
cromosoma Il y lll, y las lineas UAS-ShabiC2VT1 y UAS-ShabiC3LT3 se obtuvieron del Vienna
D. melanogaster Research Center (VDRC) de Austria. Para mayor informacion sobre estas
lineas ver la Tabla 5. La linea 7A2-GAL4 se obtuvo en un trabajo previo en nuestro
laboratorio realizado por el Dr. Enrique Reynaud Garza (Gasque et al., 2005). Las lineas de
moscas transgénicas utilizadas para el desarrollo de este trabajo se mantuvieron a 18° C o
a 25° C y se alimentaron con comida a base de maiz. La comida de las moscas esta
compuesta de 9 g de agar, 48.75 g de dextrosa, 21g de levadura y 21 g de sacarosa, 60 g
de comida de maiz (“cornmeal”) para un litro; a esto se le agregan 4 ml de acido

propidénico como antimicaético.

Principales tejidos de D. melanogaster en los que se ha detectado la expresion
Tabla 4 de los canales Shal y a los que los distintos “drivers” utilizados dirigen la
expresion de las moléculas de interés.

“Drivers”
Tejido Canales

Act5C Elav 7A2 Mef2
Cabeza ND Alta ND ND Nula
Cerebro Alta Baja Alta Alta Nula
Corazdén Alta Alta Alta ND Alta
Ojo Alta Baja Alta ND Baja
Ganglio toracico abdominal Alta Baja Alta ND Baja
Tracto gastrointestinal adulto Alta Alta Baja ND Alta
Tracto gastrointestinal larva Alta Alta ND ND Alta

Chintapalli et al., 2007. No Detectado (ND).
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Lineas de D. melanogaster transgénicas utilizadas para el desarrollo de este trabajo,

Tabla 5 adquiridas en diferentes colecciones de moscas.
Linea Procedencia Datos de acceso C.* Secuencia Efectora
Bloominaton Gen Gal4 de levadura bajo el
Act5C-GAL4 9 Num. Stock: 4414 I promotor del gen Act5C de D.
Stock Center
melanogaster.
Bloominaton Gen Gal4 de levadura bajo el
elav-GAL4 9 Num. Stock: 458 X | promotor del gen elav de D.
Stock Center
melanogaster.
Bloominaton Gen Gal4 de levadura bajo el
Mef2-GAL4 9 Num. Stock: 27390 I promotor del gen Mef2 de D.
Stock Center
melanogaster.
. Num. Stock: 9262R-1 CG: Secuencia codificante para un
UAS-Shali NIG-Fly 9262 11 RNAT contra el MRNA del gen Shal.
Transformant ID: 46887 Secuencia codificante para un
UAS-ShabiC2VvT1 VDRC Construct ID: 17190 CG: I RNAiI contra el mRNA del gen
1066 Shab.
Transformant ID: 46889 Secuencia codificante para un
UAS-ShabiC3LT3 VDRC Construct ID: 17190 CG: Il | RNAi contra el mRNA del gen
1066 Shab.
UAS-dcr2 VDRC Num. Stock: 60008 y | Gender2rio abajo de secuencias
UAS de levadura.
UAS-dcr2 VDCR Num. Stock: 60009 u | Gen der2 rio abajo de secuencias
UAS de levadura.

* Cromosoma.

5.3 Mantenimiento, balanceo y cruzas de las lineas D. melanogaster.
5.3.1 Genotipificacidon con cromosomas balanceadores.

Parte del trabajo experimental se llevo a cabo con D. melanogaster por lo que hay
que definir algunos conceptos basicos de la genética de las moscas y del uso de los
cromosomas balanceadores. D. melanogaster tiene cuatro pares de cromosomas, 10s
cromosomas sexuales (X y Y) y los cromosomas somaticos (Il y Ill), por lo que la anotacion

de un genotipo especifico puede ser reducida a unas cuantas reglas.
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e El genotipo de un cromosoma especifico se escribe sélo si presenta una mutacion
0 alguna otra clase de variacibn genética, de lo contrario, se considera como
fenotipo wt. En el caso de que el alelo de un cromosoma sea wt se denota por el

simbolo “+”.

o Los genotipos de diferentes cromosomas se separan por punto y coma (;). Ejemplo:

1er cromosoma (sexual); 29° cromosoma; 3¢ cromosoma.

e Las diferencias entre los alelos de los pares cromosomales se indican por
diagonales (/) denotando que es un genotipo heterocigoto, la falta de diagonal
indica que el cromosoma es homocigoto. Ejemplo: 18 cromosoma (sexual)/2do
cromosoma sexual; Alelo 1 del 29° cromosoma / Alelo 2 del 29° cromosoma; etc.

(Greenspan, 1997).

Para evitar la recombinaciéon entre los cromosomas homodlogos y favorecer la
estabilidad y el mantenimiento de las inserciones de nuestros genes de interés se utilizan
cromosomas balanceadores. Los cromosomas balanceadores son cromosomas que
tienen rearreglos cromosémicos, tales como inversiones o traslocaciones, que impiden la
recombinaciobn con el cromosoma homodlogo wit. Ademas, los cromosomas
balanceadores presentan genes con mutaciones dominantes que codifican para
marcadores fenotipicos faciimente reconocibles, por lo que se puede rastrear faciimente
a la progenie que los hereda. Ademas los cromosomas balanceadores poseen
mutaciones homocigas letales por lo que los individuos que los poseen necesariamente
sobreviven sélo como heter6cigos. En el laboratorio contamos con una linea de moscas
que presenta dos cromosomas balanceadores, denominada doble “balancer” (DB), los

cuales son los siguientes:

e In(2LR)O, Cy coloquialmente Curly of Oster (CyO): es uno de los cromosomas
balanceadores del cromosoma I, el cual evita que haya recombinacién en este
cromosoma, posee una mutacion dominante llamada Curly (Cy) que determina la

presencia de alas rizadas mientras que el fenotipo wt son alas planas.

e Sternopleural (Sp): mutaciéon dominante en el gen Sp, en el cromosoma Il, que

aumenta el nimero de quetas en la region esternopleural.

e MKRS: cromosoma con pocas inversiones que suprime el entrecruzamiento en el
tercer cromosoma estd asociado a una mutacidon en el gen Sb, que genera

individuos con quetas cortas y gruesas, las quetas wt son largas y delgadas.
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¢ TM2: cromosoma balanceador que elimina la recombinacién en el cromosoma lll,
esta asociado a una mutacion en el gen Ubx, ocasionando cambios en la
morfologia del halterio de la mosca de alargado vy liso (wt) a redondo y con la
presencia de quetas (el numero puede variar) en la parte anterior del halterio

(Greenspan, 1997; Lindsley & Zimm, 1992).

La insercion del transgen UAS-ShalL371D en el cromosoma Il se mantiene utilizando
como balanceador el cromosoma CyO por lo que el genotipo de estas moscas es UAS-
ShalL371DY"/CyO. De esta misma forma, antes de la evaluar la funcionalidad tanto de la
Kva ShalL371D asi como de los RNAI contra los mRNA de los canales Shal y Shab en la
mosca, procedimos a balancear los transgenes en las diferentes lineas de moscas
utilizadas en el desarrollo de este trabajo, de acuerdo al cromosoma donde se insert6 el
transgen correspondiente. Para este fin, se llevaron a cabo cruzas de las lineas
transgénicas con la linea DB que nos permiti® obtener individuos con genotipos que
incluyen a los transgenes de interés combinados en algunos casos, con un cromosoma
balanceador y/6 con cromosomas con marcadores fenotipicos faciles de identificar. De

esta forma se facilité el seguimiento de los genotipos deseados.

5.3.2 Balanceo de la linea UAS-Shali.

Dado que la insercidon UAS-Shali se encuentra en el cromosoma ll, algunos machos
con genotipo UAS-Shali/UAS-Shali se cruzaron con moscas hembras virgenes DB (CyO/Sp;
MKRS/TM2). De la progenie resultante se seleccionaron machos con el genotipo de
CyO/+; UAS-Shali/MKRS. Los marcadores Cy (de CyO) y Sb (de MKRS) se seleccionaron
por ser de facil identificacion. Los machos seleccionados se cruzaron huevamente con
hembras virgenes DB y de esta cruza se seleccionaron moscas de la clase CyO/Sp; UAS-
Shali/MKRS para fundar una linea estable con este genotipo o que nos permitio rastrear la
insercion de interés en cruzas posteriores. De esta Ultima cruza se esperaban 16 clases
pero siete de ellas fueron letales por heredar cromosomas balanceadores en estado
homocigoto. En el Esquema 1 se muestran los genotipos de las clases esperadas para

cada una de las cruzas realizadas.
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Esqguemal Cruzasrealizadas para balancear a la linea transgénica UAS-Shali.

A) La progenie obtenida de esta cruza produjo cuatro clases en donde se balancea la insercion de UAS-
Shali en el cromosoma lll. De esta cruza se utilizaron las moscas con el genotipo CyO/+; UAS-Shali/MKRS, en
negritas. B) De esta cruza se obtuvieron 16 clases, de las cuales siete no son viables. Para fundar la linea
estable se utilizaron los organismos con el genotipo CyO/Sp; UAS-Shali/MKRS, en negritas.

Machos Hembras virgenes
A UAS-Shali/UAS-Shali X CyO/Sp; MKRS/TM2
Alelos y/6 cromosomas +; UAS-Shali
CyO; MKRS CyO/+; UAS-Shali/MKRS
CyO; TM2 CyO/+; UAS-Shali/TM2
Sp; MKRS Sp/+; UAS-Shali/MKRS
Sp; TM2 Sp/+; UAS-Shali/TM2
Machos Hembras virgenes
B CyO/+; UAS-Shali/MKRS X CyO/Sp; MKRS/TM2
Alelos y/o CyO: UAS-Shali CyO; MKRS +: UAS-Shali +: MKRS
cromosomas
CyO; MKRS LETAL LETAL CyO/+; UAS-Shali/MKRS LETAL
. . . CyO/+;
CyO; TM2 LETAL LETAL CyO/+; UAS-Shali/TM2 MKRS/TM2
Sp; MKRS CyO/Sp; UAS-Shali/MKRS LETAL Sp/+; UAS-Shali/MKRS LETAL
Sp: TM2 CyO/sp; UAS-shalimvz  SYO/sP; Sp/+: UAS-Shali/TM2 Sp/+; MKRS/TM2
' ' MKRS/TM2 ' '

5.3.3 Establecimiento de la linea UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS.

En el VDCR reportan que en ocasiones los RNAI no funcionan adecuadamente en
D. melanogaster, dando como resultado fenotipos wt. En otros casos, los fenotipos son
hipomorfos, lo que es consistente con reducciones parciales en los niveles del mRNA
blanco a causa de los RNAi. Trabajos previos demostraron que la sobreexpresion de
varios de los componentes de la maquinaria implicada en el procesamiento de los RNA|,
como la proteina Dicer-2, favorecen el funcionamiento adecuado de los RNAI
experimentales. Por lo que, en estos trabajos concluyeron que Dicer-2 es un factor

limitante en el sienciamiento de genes mediante RNAi en D. melanogaster (Dietzl et al.,
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2007). Con base en este dato, generamos lineas que presentan inserciones codificantes
tanto para los RNAI contra los canales Shal y Shab como para la proteina Dicer-2 con el
fin de obtener un fenotipo robustecido del efecto del RNAi. Con este objetivo, una vez
que se obtuvo la linea CyO/Sp; UAS-Shali/MKRS estable, seleccionamos machos de esta
linea y se cruzaron con hembras virgenes UAS-dcr2/UAS-dcr2; MKRS/TM2. De la progenie
obtenida de esta cruza, se seleccionaron moscas de la clase UAS-dcr2/CyO; UAS-
Shali/MKRS para fundar una linea estable. En el Esquema 2 se muestran las clases

esperadas de esta cruza.

Esquema 2 Cruza realizada para obtener la linea UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS.

A partir de las moscas CyO/Sp; UAS-Shali/MKRS de la cruza anterior (Esquema 1) y moscas de la linea
UAS-dcr2 (UAS-dcr2/UAS-dcr2; MKRS/TM2), se obtuvieron ocho clases. Dos de ellas no viables. De esta
cruza se seleccionaron las moscas con el genotipo UAS-dcr2/CyQO; UAS-Shali/MKRS, en negritas.

Machos X Hembras virgenes
CyO/Sp; UAS-Shali/MKRS UAS-dcr2/UAS-dcr2; MKRS/TM2
Alelos y/6 cromosomas UAS-dcr2; MKRS UAS-dcr2; TM2
CyO; UAS-Shali UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS UAS-dcr2/CyQO; UAS-Shali/TM2
CyO; MKRS LETAL UAS-dcr2/CyQO; MKRS/TM2
Sp; UAS-Shali UAS-dcr2/Sp; UAS-Shali/MKRS UAS-dcr2/Sp; UAS-Shali/TM2
Sp; MKRS LETAL UAS-dcr2; MKRS/TM2

5.3.4 Balanceo y establecimiento de las lineas con RNAIi contra los mRNA de los canales
Shab.

La linea UAS-Shali se adquiri6 como un control positivo de la inhibicion funcional
generalizada de los canales Shal y para comparar con el fenotipo observado por la
expresion de la Kva ShalL371D. Entre los canales Kv mas relacionados con los canales Shal
estan los de las subfamilias Shaker, Shab y Shaw (Salkoff et al., 1992; Wei et al., 1990). Por
datos generados en el laboratorio sabemos que la inhibicion de los canales Shaw tanto
por el uso de una Kva dominante negativa como por RNAI es letal para D. melanogaster
(Oceguera, 2008); sin embargo, la inhibicién funcional de los canales Shaker no afecta la
viabilidad de la mosca (Gasque et al., 2005; Litchtinghagen et al., 1990). Se ha reportado
gue mutaciones puntuales dentro de la secuencia del gen que codifica para la familia

de los canales Shab afectan la amplitud de la Ik, pero no se ha reportado alguna
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implicacion en la viabilidad de D. melanogaster (Hedge et al., 1999; Peng & Wu, 2007).
Para descartar que el fenotipo observado fuera debido a la inhibicidn de otro canal Kv
relacionado con los canales Shal, especificamente los canales Shab, en el laboratorio el
Dr. Enrique Reynaud Garza y Sofia Gonzalez Salinas generaron la linea UAS-Shabil® con
una insercion en el cromosoma Il codificante para un RNAi contra los mRNA de los
canales Shab y se adquirieron del VDCR dos lineas (UAS-ShabC2VT1 y UAS-ShabiC3LT3)
que presentan en su genoma la insercion de un RNAI contra los mRNA de los canales
Shab.

La linea UAS-Shabi', previamente balanceada con CyO, se cruzé6 con moscas
virgenes DB para obtener individuos con un genotipo marcado también en el cromosoma
lll. De esta cruza se seleccionaron moscas machos con el genotipo UAS-Shabi®/CyO;
MKRS/+ para cruzarlas nuevamente con moscas hembras virgenes DB y de esta forma
seleccionar las moscas con el genotipo UAS-Shabi®/CyO; MKRS/TM2. Las clases

esperadas para estas dos Ultimas cruzas se muestran en el Esquema 3.

Como un ultimo paso, seleccionamos individuos con el genotipo UAS-Shabi'®/CyO;
MKRS/TM2 y se cruzaron con moscas de la linea UAS-dcr2, con genotipo CyO/Sp; UAS-
dcr2/TM2, para obtener moscas con el genotipo UAS-Shabi'®/CyO; UAS-dcr2/MKRS para

cruzas posteriores, en el Esquema 4 se muestran las clases esperadas de esta cruza.
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Esquema 3

Cruzas realizadas para el balanceo de la linea UAS-Shabi?0,

A) La progenie obtenida de esta cruza produjo ocho clases, dos de las cuales no son viables. De
esta cruza se utilizaron las moscas con el genotipo UAS-Shabil%/CyO; MKRS/+. B) Se obtuvieron 16
clases de esta cruza, ocho de ellas letales. De esta cruza se utilizaron los organismos con el genotipo
Shabi®/CyO; MKRS/TM2. En negritas se muestran las clases de interés para cada cruza.

A Machos X Hembras virgenes
UAS- Shabilo/CyO; +/+ CyO/Sp; MKRS/TM2
Alelos y/6 cromosomas UAS-Shabil0; + CyO;+
CyO; MKRS UAS-Shabil%/CyO; MKRS/+ LETAL
CyO; TM2 UAS-Shabil®/CyO; TM2/+ LETAL
Sp; MKRS UAS-Shabit%/Sp; MKRS/+ CyO/Sp; MKRS/+
Sp; TM2 UAS-Shabito/Sp; TM2/+ CyO/Sp; TM2/+
B Machos X Hembras virgenes
UAS- Shabil9/CyO; MKRS/+ CyO/Sp; MKRS/TM2
Alelos y/6 UAS-Shabi0; MKRS UAS-Shabil0; + CyO; MKRS CyO; +
cromosomas
CyO; MKRS LETAL UAS-Shabil®/CyO; MKRS/+ LETAL LETAL
CyO; TM2 UAS-Shabil®/CyO; MKRS/TM2 UAS-Shabil®/CyO; TM2/+ LETAL LETAL
Sp; MKRS LETAL UAS-Shabil%/Sp; MKRS/+ LETAL CyO/Sp; MKRS
Sp; TM2 UAS-Shabil®/Sp; MKRS/TM2 UAS-Shabil®/Sp; TM2/+ LETAL CyO/Sp; TM2/

Esquema 4

Establecimiento de la linea UAS-Shabil0/CyO; UAS-dcr2/MKRS.

A partir de los moscas Shabil%/CyO; MKRS/TM2 de la cruza anterior (Esquema 3) y moscas de la linea UAS-

dcr2 (CyO/Sp; UAS-dcr2/TM2), se obtuvieron 16 clases.

Ocho de ellas no son viables.

seleccionaron las moscas con el genotipo UAS-Shabi?/CyO; UAS-dcr2/MKRS, en negritas.

De esta cruza se

Machos X Hembras virgenes
UAS-Shabil®/CyO; MKRS/TM2 CyO/Sp; UAS-dcr2/TmM2
Alelos y/6 . . . .
CyO; UAS-dcr2 CyO; TM2 Sp; UAS-dcr2 Sp; TM2
cromosomas
UAS-Shabito; UAS-Shabitt/CyO; UAS-Shabio/CyO; . . . .
MKRS UAS-dcr2/MKRS MKRS/TM2 UAS-Shabio/Sp; UAS-dcr2/MKRS UAS-Shabi/Sp; MKRS/T
- j10:
UAS Tslagbl ' LETAL LETAL UAS-Shabio/Sp; UAS-dcr2/TM2 LETAL
CyO; MKRS LETAL LETAL CyO/Sp; UAS-dcr2/MKRS CyO/Sp; MKRS/TM2
CyO; TM2 LETAL LETAL CyO/Sp; UAS-dcr2/TM2 LETAL
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5.3.4.1 Establecimiento de la linea UAS-ShabiC2VT1.

Para confirmar los resultados de la induccion de la inhibicion de los mRNA de los
canales Shab, mediante el uso del RNAi Shabil, se utilizaron las lineas UAS-ShabiC2VT1 y
UAS-ShabiC3LT3 del VDRC. El proceso de balanceo de la linea UAS-ShabiC2VT1 inicié por
la seleccion de moscas machos con genotipo UAS-ShabiC2VT1/UAS-ShabiC2VTl para
cruzarlas con moscas hembras virgenes DB. De esta cruza se seleccionaron moscas
machos de la clase UAS-ShabiC2VT1/CyO; MKRS/+ para cruzarlas con moscas hembras

virgenes DB, las clases esperadas para estas dos cruzas se muestran en el Esquema 5.

Posteriormente, se seleccionaron moscas machos de I|la clase UAS-
ShabiC2VT1/CyO; MKRS/TM2 para cruzarlas con hembras virgenes con genotipo CyO/Sp;
UAS-dcr2/TM2 para obtener moscas que porten las inserciones de las secuencias
codificantes para el RNAI contra los mMRNA de los canales Shab asi como para el gen de
la proteina Dicer-2. Estas moscas presentan el genotipo UAS-ShabC2VT1/CyO; UAS-
dcr2/MKRS, y portan marcadores fenotipicos que nos permiten rastrear la presencia de las
inserciones en cruzas posteriores. Para mayor detalle de las diferentes clases esperadas

en la cruza ver el Esquema 6.
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Esquema 5 Cruzas realizadas para el balanceo de la linea UAS-ShabiC2VT1.

A) La progenie obtenida de esta cruza produjo cuatro clases, de estas clases solo se utilizaron las moscas
con el genotipo UAS-ShabiC2VT1/CyO; MKRS/+. B) En la cruza para la obtencidn de las moscas
ShabiC2VT1 balanceadas se generan 16 clases, siete de las cuales no son viables. De esta cruza se
mantuvieron los organismos con el genotipo UAS-ShabiC2VT1/CyO; MKRS/TM2.

Mach
A achos

X Hembras virgenes
UAS-ShabiC2VT1/UAS-ShabiC2VT1; +/+

CyO/Sp; MKRS/TM2

Alelos y/6 cromosomas UAS-ShabiC2VT1; +
CyO; MKRS UAS-ShabiC2VT1/CyO; MKRS/+
CyO; TM2 UAS-ShabiC2VT1/CyQO; TM2/+
SP; MKRS UAS-ShabiC2VT1/Sp; MKRS/+
Sp; TM2 UAS-ShabiC2VT1/Sp; TM2/+
Machos Hembras virgenes
B UAS-ShabiC2VT1/CyO; MKRS/+ X CyO/Sp; MKRS/TM2
Alelosy/6 | as shabiC2vT1: MKRS UAS-ShabiC2VT1; + CyO: MKRS CyO; +
cromosomas
) UAS-ShabiC2VT1/CyO0;
CyO; MKRS LETAL MKRS/+ LETAL LETAL
) UAS-ShabiC2VT1/CyO0; UAS-ShabiC2VT1/CyO0;
CyO; TM2 MKRS/TM2 T™M2/+ LETAL LETAL
: : : CyO/Sp;
Sp; MKRS LETAL UAS-ShabiC2VT1/Sp; MKRS/+ LETAL MKRS/+
) UAS-ShabiC2VT1/Sp; . . . CyO/Sp; CyO/Sp;
Sp; TM2 MKRS/TM?2 UAS-ShabiC2VT1/Sp; TM2/+ MKRS/TM 2 ™M2/+
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Esquema 6 Cruza realizada para obtener a la linea UAS-ShabiC2VT1/CyO; UAS-dcr2/MKRS.

A partir de los moscas ShabiC2VT1/CyO; MKRS/TM2 de la cruza anterior (Esquema 5) y moscas de la linea UAS-
dcr2 (CyO/Sp; UAS-dcr2/TM2), se obtuvieron 16 clases. Siete de ellas no son viables. De esta cruza se
seleccionaron las moscas con el genotipo UAS-ShabiC2VT1/CyO; UAS-dcr2/MKRS.

Machos Hembras virgenes
UAS-ShabiC2VT1/CyO; MKRS/TM2 X CyO/Sp; UAS-dcr2/TmM2
Alelos y/6 cromosomas UAS-ShabiC2VT; MKRS UAS-ShabiC2VT1; TM2 CyO; MKRS CyO; TM2
_ UAS-ShabiC2VT1/CyO; UAS-ShabiC2VT1/CyO;
CyO: UAS-der2 UAS-dcr2/MKRS UAS-dcr2/TM2 LETAL LETAL
_ UAS-ShabiC2VT1/CyO;
CyO; TM2 NIKRS/ T2 LETAL LETAL LETAL
_ UAS-ShabiC2VT1/Sp; UAS- UAS-ShabiC2VT1/5p; CyO/sp; CyO/sp
Sp; UAS-dcr2
dcr2/MKRS UAS-dcr2/TM2 UAS-dcr2/MKRS UAS-dcr2/TM2
_ UAS-ShabiC2VT1/Sp; _
Sp; TM2 MRRS/M2 LETAL CyO/Sp; MKRS/TM2 LETAL

5.3.4.2 Establecimiento de la linea UAS-ShabiC3LT3.

Para el caso de la linea UAS-ShabiC3LT3, se seleccionaron moscas machos con el
genotipo UAS-ShabiC3LT3/+ para cruzarlas con moscas hembras virgenes DB. De esta
cruza se seleccionaron moscas machos con el genotipo CyO/+; UAS-ShabiC3LT3/MKRS y
se cruzaron también con moscas DB. Las clases esperadas de las cruzas para balancear

la linea UAS-ShabiC3LT3 se muestran en el Esquema 7.

De la progenie resultante se seleccionaron moscas machos con el genotipo
CyO/Sp; UAS-ShabiC3LT3/MKRS. Por dltimo, las moscas macho CyO/Sp; UAS-
ShabiC3LT3/MKRS se cruzaron con moscas hembras virgenes con genotipo UAS-dcr2/UAS-
dcr2; MKRS/TM2 para, de esta forma, obtener una linea estable de moscas con el
genotipo UAS-dcr2/CyO; UAS-ShabiC3LT3/MKRS para cruzas posteriores. Para mayor

detalle de la cruza ver el Esquema 8.
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Esquema 7 Cruzas realizadas para el balanceo de lalinea de moscas UAS-ShabiC3LT3.

A) La progenie obtenida de esta cruza produjo ocho clases, de las que se selecciond el genotipo CyO/+;
UAS-ShabiC3LT3/MKRS. B) En la cruza de las moscas UAS-ShabiC3LT3 con la linea DB se generan 16 clases de
las cuales siete no son viables. Se conservaron los organismos con el genotipo CyO/Sp; UAS-ShabiC3LT3/MKRS.

Machos Hembras virgenes
A +/+; UAS-ShabiC3LT3/+ X CyO/Sp; MKRS/TM2
Alelos y/6 cromosomas +; UAS-Shabi C3LT3 +: +
CyO; MKRS CyO/+; UAS-ShabiC3LT3/MKRS CyO/+; MKRS/+
CyO; TM2 CyO/+; UAS-ShabiC3LT3/TM2 CyO/+; TM2/+
Sp; MKRS Sp/+; UAS-ShabiC3LT3/MKRS Sp/+; MKRS/+
Sp; TM2 Sp/+; UAS-ShabiC3LT3/TM2 Sp/+; TM2/+
Machos Hembras virgenes
B CyO/+; UAS-ShabiC3LT3/MKRS X CyO/Sp; MKRS/TM2
Alelos y/o CyO: UAS-ShabiC3LT3 +; UAS-ShabiC3LT3 CyO; MKRS  +; MKRS
cromosomas
CyO; MKRS LETAL CyO/+; UAS-ShabiC3LT3/MKRS LETAL LETAL
. . - CyO/+;
CyO; TM2 LETAL CyO/+; UAS-ShabiC3LT3/TM2 LETAL MKRS/TM2
Sp; MKRS CyO/Sp; UAS-ShabiC3LT3/MKRS Sp/+; UAS-ShabiC3LT3/MKRS LETAL LETAL
) . . . . i . CyO/Sp; Sp/+;
Sp; TM2 CyO/Sp; UAS-ShabiC3LT3/TM2 Sp/+; UAS-ShabiC3LT3/TM2 MKRS/TM2  MKRS/TM2
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Esquema 8 Establecimiento de la linea UAS-dcr2/CyO; UAS-ShabiC3LT3/MKRS.

A partir de los moscas CyO/Sp; UAS-ShabiC3LT3/MKRS de la cruza anterior (Esquema 7) y moscas de la linea
UAS-dcr2 (UAS-dcr2/UAS-dcr2; MKRS/TM2), se obtuvieron ocho clases. Dos de las cuales no son viables. Se
seleccionaron moscas con el genotipo UAS-dcr2/CyO; UAS-ShabiC3LT3/MKRS.

Machos Hembras virgenes
CyO/Sp; UAS-ShabiC3LT3/MKRS X UAS-dcr2/UAS-dcr2; MKRS/TM2
Alelos y/o UAS-dcr2; MKRS UAS-dcr2; TM2
cromosomas

CyO; UAS-ShabiC3LT3 UAS-dcr2/CyO; UAS-ShabiC3LT3/MKRS UAS-dcr2/CyQO; UAS-ShabiC3LT3/TM2

CyO; MKRS LETAL UAS-dcr2/CyQO; MKRS/TM2
Sp; UAS-ShabiC3LT3 UAS-dcr2/Sp; UAS-ShabiC3LT3/MKRS UAS-dcr2/Sp; UAS-ShabiC3LT3/TM2
Sp; MKRS LETAL UAS-dcr2/Sp; MKRS/TM2

5.3.5 Expresion tejido-especifica de las secuencias efectoras.

La induccién de la expresion de los transgenes efectores (UAS-secuencias
efectoras) que se encuentran bajo la regulacidon del sistema GAL4-UAS se realizd
mediante cruzas con lineas que expresan al factor de transcripcion Gal4 bajo diferentes
patrones tejido-especificos (“drivers”), obtenidas por el método del “enhancer trap”. Asi,
de la F1 de estas cruzas se obtiene progenie de distintas clases: i) las que heredan tanto al
factor transcripcional Gal4 como a los transgenes efectores (clases experimentales), i) las
clases que sélo heredan a uno de los dos elementos del sistema bipartito (UAS-secuencia
efectora o enhancer-GAL4), por lo tanto, no deberian expresar a la secuencia efectora
de interés 06 iii) ninguno de ellos pues heredan sélo los cromosomas de la linea DB, y
mueren, o cromosomas wt, estas dos Ultimas clases consideradas como clases control.
Con base en la contabilizacion de la progenie se puede determinar si la expresion de un
transgen efector produce un fenotipo de letalidad, semiletalidad o no causa ningun

efecto sobre |la viabilidad de D. melanogaster.

5.3.6 Cuantificacion de la progenie de la F1 y normalizaciéon de los datos de viabilidad.

Para determinar la progenie esperada para cada clase de la Fl, tanto para
moscas hembras como para machos, se cuantificd el nUmero de organismos que llegaron

a etapa adulta en las clases control de acuerdo a la distribucibn mendeliana especifica
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para el esquema de cruzas respectivo (organismos que heredan s6lo cromosomas wt,
cromosomas con la insercion UAS-secuencia efectora o cromosomas con la insercion
enhancer-GAL4, independientemente) y se consideraron que representaban al total de
organismos. Posteriormente, se calculé el numero correspondiente de organismos para
cada clase multiplicando el total de los organismos adultos de las clases control por la
fraccion poblacional que correspondia para cada clase esperada. El nUmero de moscas
eclosionadas adultas vivas para cada clase se dividi6 por el nimero de moscas
esperadas para la clase correspondiente determinado anteriormente, con el objetivo de
normalizar los datos y disminuir el efecto de la variabilidad propia de cada condicidn

experimental (Vazquez et al., 2008).

5.3.9 Andlisis estadistico de los datos de viabilidad.

Los datos normalizados de viabiidad o supervivencia representan el promedio
obtenido para cada genotipo + el error estdandar de la media (E.E.M.), a menos que en el
texto se indique otra cosa. Los datos se analizaron por ANOVA utilizando el programaR v.
2.7.1 y posteriormente complementamos el analisis con la prueba de Tuckey para
ANOVA. El nivel de significancia estadistica que se utilizé fue del 95% de confianza como

se indica en el texto.
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6. Resultados.

6.1. Expresion heterdloga de la Kvo dominante negativa ShalL371D.
6.1.1 Expresion de los canales Shal wt y la caracterizacion de sus propiedades biofisicas.

Para evaluar la expresion correcta de los canales Shal wt en nuestro sistema,
microinyectamos ovocitos de X. laevis con el mRNA codificante para este canal Kv. Para
registrar las |a generadas por la Kva Shal wt, los ovocitos microinyectados se sometieron a
protocolos de pulsos despolarizantes por fijacion de voltaje con dos electrodos. El
potencial de mantenimiento fue de -90 mV, para asegurarnos que los canales se
encontraran en estado cerrado y sin inactivacion. Se aplicaron pulsos despolarizantes a

partir de -90 mV hasta +50 mV con incrementos de 10 mV (Fig. 9A).

La familia de |a macroscopicas generadas por la expresion de los canales Shal wt
se registro utilizando el protocolo de activacion que se esquematiza en la parte media del
panel A de la Figura 9, donde se puede observar un comportamiento tipico de las |a, una
salida rapida de iones K* y una caida rapida de la Ia debida a la inactivacion de los
canales wt. La amplitud de la |Ia aumenta de manera proporcional a los pulsos
despolarizantes. En la parte inferior del panel A de la Figura 9 se muestra el registro
electrofisiolégico realizado a ovocitos microinyectados Unicamente con mRNA para la
Kva ShalL371D donde se puede observar que estos canales no generan Ia. Para analizar el
fendbmeno de inactivacidon en estado estacionario de este canal Kv, el potencial de
mantenimiento fue de -120 mV. Se dieron pre-pulsos despolarizantes desde -120 mV hasta
+10 mV con incrementos de 10 mV, después de cada pre-pulso se aplicé un pulso de
prueba a +40mV (Fig. 9B). La Figura 9B muestra la familia de |a macroscoépicas registradas
a partir de ovocitos microinyectados con el mRNA para el canal wt, obtenidas al utilizar el
protocolo de inactivacion. En este caso la |a disminuye como consecuencia de la
inactivacion de los canales wt conforme aumenta la despolarizacion del pre-pulso (Fig.

9C, circulos negros).
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FIGURA 9. Familia de I codificadas por canales Shal expresados en ovocitos de X. laevis. A, en la
parte superior del panel se esquematiza el protocolo de activacion utilizado para los canales Shal,
donde el potencial de mantenimiento fue de -90 mV con pulsos despolarizantes a partir de -90 mv
con incrementos de 10 mV hasta llegar a +60 mV. En la parte media se muestran las familias de |a
macroscopicas representativas registradas en ovocitos de X. laevis inyectados con mRNA para el
canal Shal wt. Los trazos del panel inferior muestran la falta de |a para la versidon ShalL371D. B, en la
parte superior del panel se representa el protocolo de inactivacion utilizado para el registro de las
Ia generadas por la expresion de los canales Shal. Los trazos inferiores muestran a la familia de |a
macroscopicas representativas obtenidas en ovocitos de X. laevis con este protocolo. El potencial
de mantenimiento fue de -120 mV desde el cual se aplicaron pre-pulsos despolarizantes con
incrementos de 10 mV hasta llegar a +10 mV y posterior a cada pre-pulso se didé un pulso de
prueba a +40mV. C, grafica de las curvas de activacion (circulos blancos) e inactivacion en
estado estacionario (circulos negros) de las Ia mostradas en los paneles A y B, respectivamente. Los
simbolos y barras representan el promedio + E.E.M. El nUmero de células analizadas para cada
condiciéon experimental fue de diez (n=10).

Para asegurarnos de que en nuestras condiciones experimentales, el canal Shal wt
se expresaba correctamente, analizamos las propiedades biofisicas de los canales wt
expresados en ovocitos de X. laevis. Para empezar, comparamos varios parametros
biofisicos involucrados en el proceso de activacion de este tipo de canales. Nuestros
resultados indican que los canales wt se activaron a -50 mV, lo cual concuerda con
valores ya reportados para este tipo de canales Kv. El promedio de la |a maxima
registrada a +20 mV fue de 429.5 £ 66.5 nA, lo que indica que obtuvimos una expresion

robusta de los canales wt. El tiempo al pico para la |a que obtuvimos fue de 27.2 + 7.6 ms,
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valor cercano al ya establecido en otros trabajos (ver Tabla 6). El voltaje medio de
activacion (Vso) de los canales wt fue ligeramente diferente al reportado anteriormente (-
7.3 £ 0.9 mV). De manera consistente, la sensibilidad al voltaje de la corriente de los
canales wt, representada por el valor de la constante de Boltzmann, fue similar
estadisticamente a la reportada en trabajos previos (k=15.3 + 0.7). En la Tabla 6 se
presentan la comparacion de los parametros biofisicos mencionados arriba para la
expresion de los canales wt en nuestro sistema y los valores previamente determinados en
otros grupos de investigacion para este tipo de canal Kv (Jegla & Salkoff, 1997; Wei et al.,
1990).

Anadlisis de las propiedades biofisicas del fendbmeno de activacion de las |a

Tabla 6 generadas por canales Shal wt expresados en ovocitos de X. laevis.
Activacion
Ia al pico a +20
Canal Kv ;
mV (nA) Umbral Tiempo para alcanzar Constante de Boltzmann
mv) el 95% del maximo de Vso (MV) (MV/# de veces)
lalaa O mV (ms)
Shalt 666 -50 a -40 26+4 -3.8+0.1 15.38 £ 0.07
-7.3+0.9
Shal 429.5 +66.5 (10) | -50 (10) 27.2+7.6 (10) (10) 15.3+£0.7 (10)

Promedio de células analizadas (numero entre paréntesis) + D.E.M. tJegla & Salkoff, 1997; Wei et al., 1990.

De la misma forma, analizamos diferentes parametros involucrados en el fenémeno
de inactivacion en estado estacionario de los canales Shal wt expresados en nuestro
sistema. El promedio del voltaje medio de inactivacion (Vso) a partir de los registros
experimentales fue de -67 + 0.2 mV. A partir de la curva de la inactivacion en estado
estacionario normalizada, se determind la pendiente de la curva, que corresponde a la
constante de Boltzmann y tuvo un valor de 6.8 + 0.2 mV/numero de veces. Estos dos
valores concuerdan estadisticamente con valores previamente reportados para este tipo
de canales en la literatura (ver Tabla 7). Sin embargo, la tast a +50 mV tiene un valor de
20.0 £ 6.2 ms en este trabajo, diferente al reportado por otros grupos de investigacion
(Jegla & Salkoff, 1997; Wei et al., 1990). En la Tabla 7 se comparan los valores obtenidos
en nuestro laboratorio y los valores reportados previamente en la literatura (Jegla &

Salkoff, 1997; Wei et al., 1990). Con base en este estudio comparativo podemos concluir
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que, en nuestras condiciones experimentales, la expresidon del canal Shal wt es correcta y
que la falta de |a en los canales ShalL371D no se debe a fallas en la manipulacion de los

ovocitos por nuestra parte.

Parametros electrofisioldgicos del proceso de inactivacibn en estado

Tabla 7 estacionario de los canales Shal expresados en ovocitos de X. laevis.
Inactivacion en estado estacionario.
Canal Kv.
Vso (MV) Con(sr:]a\?/t; g: Sggzr;ann TrasT & 50 mV (ms)
Shalt -60.6 £ 0.1 6.3+£0.1 40.1+2.1
Shal -67 +0.2 (10) 6.8+ 0.2 (10) 20+ 6.2 (9)

Promedio de células analizadas (numero entre paréntesis) + D.E.M. * Jegla & Salkoff, 1997; Wei et al.,
1990.

6.1.2 Determinacion de la selectividad por K+ de los canales Shal wt.

Por antecedentes sabemos que los canales Shal presentan una selectividad Pna/Pk
< 0.01 (Gutman et al., 2005), esto significa que el i6n K* es el principal acarreador de
carga en estos canales. En este trabajo, dado que el ovocito de X. laevis es
exclusivamente permeable a iones K*, por la expresion de los canales Shal wt. Por lo
tanto, estos iones atraviesan la membrana por los canales Shal que tienen una alta
selectividad por K*. La ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz nos permite predecir el
potencial de la membrana (potencial de inversion tedrico) cuando sélo esta presente un
tipo especifico de canales i6nicos; cuando los canales se abren, el potencial de la
membrana se mueve hacia el valor del potencial de reposo para dicho ion. Para
determinar si las |Ia generadas por canales Shal wt, expresados en nuestro sistema, son
debidas principalmente al flujo de iones K* calculamos el potencial de inversion tedrico a
dos [K*]int, 3 M y 150 uM, manteniendo fija la [K*]ex (2 mM). Cuando la [K*]int (3M)es mayor
que la [K*]ext, €l valor del potencial de inversion tedrico es de -151 mV. A la [K*]int de 3 M,
el potencial de reposo es de -97 £ 0.817 mV y dado que el potencial de inversion teérico
en estas condiciones es de -151 mV, el flujo de K* tiende a salir del ovocito por el
gradiente de concentracion de K*. Dado que los valores del potencial de reposo son
diferentes a los del potencial de inversion tedrico, el flujo de K+ tendera a cambiar para

restablecer el equilibrio del potencial en estado estacionario, por lo que la corriente
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idnica registrada depende mayoritariamente del gradiente electroquimico de los iones K*
(Fig. 10). En el segundo caso, donde la [K*]intes de 150 uM menor que la [K*]ext, el valor del
potencial de inversion tedrico es de 7.25 mV, mientras que el potencial de reposo fue de -
6.111 + 10.534 mV. El exceso de cargas positivas en el exterior del ovocito se opone a la

salida de K*y favorece que entren los iones K* (Figura 10).
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FIGURA 10. La la originada por la expresion del canal Shal wt depende principalmente del i6bn K+
como acarreador de carga. En la figura se muestra el promedio del potencial de reposo (linea
continua en las cajas) a dos [K*]int diferentes (3 M y 150 uM) manteniendo constante la [K*]ext (2
mM). Las cajas representan la distribucidon de los datos en los primeros cuartiles, las barras
verticales muestran la dispersion de los datos asi como sus extremos los datos con valor maximo y
minimo. También se muestra el potencial de inversibn tedrico (cajas negras) calculado con la
ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz a las mismas condiciones con las que se determiné el
potencial de reposo. El E.E.M. no se muestra. El valor entre paréntesis indica el nUmero de células
analizadas (n). *p < 0.001.

6.1.3 Efecto de la coexpresion de las Kva wt y ShalL371D sobre la densidad de la |a.

Una vez demostrado que el canal Shal wt se expresaba correctamente y que la
expresion independiente de la Kva ShalL371D no producia la alguna (Fig. 9 panel A),
procedimos a evaluar si ésta ultima funciona como una proteina dominante negativa
para el canal Shal wt. Para esto microinyectamos ovocitos de X. laevis con diferentes

proporciones de mRNA para ambas Kva del canal Shal (wt:ShalL371D; 3:1, 1:1, 1:3).

A partir de los registros de las |a generadas por la expresion de los canales Shal wt y
ShalL371D en ovocitos de X. laevis y de los registros obtenidos cuando se inyectaron las

diferentes proporciones de los mMRNA de ambas Kva (wt:ShalL371D), obtuvimos las curvas
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de densidad de Ia contra voltaje para cada condicion experimental. Decidimos utilizar la
densidad de la |a para realizar un estudio comparativo mas exacto (Fig. 11).

Wt

WUL3T1D (3:1)
WUL371D (1:1)
WUL371D (1:3)
L3710

oepse

gy, inhibida a + 50 mV
(% del control)

Densidad de Iy, ,
(nA/nF)
(£]
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FIGURA 11. La Kva ShalL371D actua como dominante negativa inhibiendo la conduccién de iones
K+ a través de los canales Shal wt. En la imagen se muestra la grafica de la densidad de |a a los
diferentes pulsos de prueba de los registros de las |a generadas por la expresidon de los canales Shal
wt, ShalL371D y diferentes proporciones de ambos canales (wt:ShalL371D, 3:1, 1:1 y 1:3). En el
inserto se grafico el porcentaje de |a inhibida para cada condicion experimental con respecto a la
la méxima generada a +50 mV por la expresion Unicamente de canales wt. Para la condicién
experimental donde sélo se expresaron canales wt y canales ShalL371D analizamos diez y seis
ovocitos, respectivamente. En la expresion de diferentes proporciones de canales wt y mutantes el
numero de células analizadas para la condicion 3:1 (wt:ShalL371D) fue de cinco, para la
proporcion 1:1 analizamos ocho y para la proporcién 1:3 diez ovocitos. Los simbolos y las barras del
inserto representan el valor promedio + E.E.M.

La coexpresion de los canales Shal wt y de ShalL371D en proporcion 3:1 (Fig. 11,
rombos) fue estadisticamente similar a la expresion de los canales Shal wt (control, Fig. 11,
circulos). El incremento en la proporcion de la Kva ShalL371D con respecto a la Kva wt
ocasion6 una reduccion de la densidad de la Ia (Fig. 11, triangulos y hexagonos,
respectivamente). Como ya lo demostramos anteriormente, la version ShallL371D es
incapaz de conducir Ia alguna al aplicarle el mismo protocolo de registro (Fig. 11,

cuadrados).

En un analisis mas detallado de los experimentos de coexpresion, comparamos el
porcentaje de la Ia inhibida por la presencia de la version ShalL371D en las diferentes
proporciones ensayadas experimentalmente. La proporcion wt:ShalL372D 1:1 reduce la Ia

alrededor del 20% mientras que la proporcion 1:3 inhibe alrededor de un 60% (inserto en la
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Fig. 11, barra roja). Por ultimo, la expresion de la Kva ShalL371D no produce Ia por lo que
hay 100% de inhibicién (inserto Fig. 11, barra amarilla). De estos resultados podemos
concluir que la Kvoa Shall371D disminuye significativamente |la densidad de la Ia
posiblemente al formar heterotetrameros con las Kva wt. La Kva ShalL371D funciona como
dominante negativa de acuerdo a los criterios establecidos porque no genera un canal
funcional cuando forma homotetrameros y cuando al menos una Kva Shall371D se

coemsambla con las Kva wt se forman heterotetrAmeros no funcionales.

La composicion de los canales expresados en la membrana del ovocito dependio
de las proporciones de las Kva wt y ShalL371D inyectadas en cada una de las condiciones
experimentales estudiadas. Por lo que, para cada condicidon se esperaba la formacion
de una fraccion “ ()” del heterotetramero tipo “ ”. Para calcular la fraccidn de canales
esperados de cada tipo para cada condicion experimental, se utiliz6 una ecuacion
binomial de acuerdo al método utilizado por MacKinnon (1991). Dado que la Iatotal es la
suma de la |a de cada uno de los canales que estan contribuyendo en ella, se puede
calcular la fraccion de los homotetrameros wt esperados que contribuyen a la amplitud
de lalay la fraccion de los homo y heterotetrameros no funcionales para cada condicion
experimental (Tabla 3). De este andlisis tedrico, nosotros esperdbamos que al coexpresar
a las Kva wt y ShalL371D en las siguientes proporciones 3:1, 1:1 y 1:3, obtendriamos
respectivamente una probabilidad binomial acumulada o porcentaje de inhibicion de la
la del 68.4%, del 93.8% y del 99.7% (Tabla 3) como consecuencia de los canales
expresados con, al menos, una Kva ShalL371D como parte del tetrdmero. Este resultado
deberia aproximarse al porcentaje de inhibicion de la |a total mostrada en el inserto de la
Figura 10. Nuestros datos experimentales muestran un porcentaje de inhibicion menor al
esperado en una distribucién binomial. Por ejemplo, la inhibicidbn obtenida al coexpresar
alas Kva wt y ShalL371D en la proporcion 3:1 fue del 0%; en la proporcion 1:1 fue del 20% y
en la proporcion 1:3 fue del 63%. Estos datos nos sugieren que el ovocito no esta
traduciendo los mMRNA de los canales con la misma eficiencia. Por alguna razén, la Kva wt
se expresa mejor que la version ShalL371D. De hecho, nuestros datos muestran que la
coexpresion de los canales wt y ShalL371D en una proporcion 1:3 (esperdbamos un 63%
de canales no funcionales) se comporta como si correspondieran a una distribucion
binomial para una proporcion de 3:1. Para corroborar esta hipotesis realizamos una
simulacidon de distribucion binomial ajustando la probabiidad de insercibn de la

dominante negativa ( ) al valor de probabilidad de insercion sugerido por nuestro andalisis
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previo ( =0.073). Los valores obtenidos de esta simulacion fueron los siguientes: la
inhibicién esperada al coexpresar a los canales wt y ShalL371D en la proporcion 1:3 fue
del 62%; mientras que para la coexpresidn de los canales wt y ShalL371D en la proporcion
1:1 la inhibicion fue del 21.7%; valores mas cercanos a los obtenidos experimentalmente
(ver Tabla 8). Esto sugiere que la Kva wt se traduce entre 3.4 y 4 veces mejor que la
dominante negativa ShalL371D, aunque nuestro sistema de andlisis no nos permitidé una
mayor exactitud en este célculo. Este desbalance en la traducciéon de los mRNA de las
Kva wt y ShalL371D afectd a la probabilidad de insercidon de la dominante negativa
disminuyéndola de 0.25 a 0.003, de 0.5 a 0.029 y 0.75 a 0.075 para las distintas
proporciones ensayadas en los experimentos de coexpresion (3:1, 1.1 y 1:3,
respectivamente). Estas probabilidades de insercion tan pequefias para la Kva ShalL371D
explica por qué obtuvimos valores experimentales de inhibicibn menores a los tedricos.
Por otra parte, los niveles de inhibicion obtenidos por la coexpresion de las Kva wt y
ShalL371D, la probabilidad binomial acumulada y la distribucion binomial reportadas en
este trabajo s6lo se pueden obtener si, y sélo si, la insercion de al menos una Kva
ShalL371D es suficiente para obtener un canal Kv Shal no funcional (ver Tabla 8). Con
requerimientos diferentes, por ejemplo, al menos dos o tres Kva ShalL371D necesarias para
producir un canal no funcional, el porcentaje de inhibicion de la corriente hubiera sido
menor en todas las condiciones experimentales ensayadas (ver Tabla 8). Con base en
estas observaciones podemos concluir que la Kva ShalL371D actua efectivamente como

una Kvo dominante negativa.

Porcentaje de la inhibicién de la |Iagenerada por la

Tabla 8 L
expresion de la Kva ShalL371D.
Proporcion de mRNA inyectada .
(wt : mutante) 31 11 1:3
Inhibicion experimental. 0 20 63
DIStI’IbUF)IO.n .blln,omlal acumulada 68 93.7 99.4
o inhibicién esperada.
Probabilidad de inserciéon 0.003 0.029 0.073
calculada.
DIStI’IbL.JCIOFI binomial acumulada 0.003 217 62
simulada (x=1-4 mut).
Distribucion Binomial acumulada
simulada (x=2-4 mut). 0.01 1.8 21
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6.1.4 Andlisis de la activacion e inactivacion en estado estacionario de la coexpresion de

las Kva Shal wt y ShalL371D.

Al analizar a detalle el porcentaje de |a inhibida en la condiciéon donde se expresa
una proporcion 1:3 de canales wt versus ShalL371D observamos que hay mas del 30% de
Ia residual (inserto Figura 11, barra roja). Este porcentaje de Ia residual es producido por la
formacién de canales funcionales con las Kva wt. Por esta razén, para determinar si la
presencia de la Kva ShalL371 afectd a estos homotetrameros funcionales, se analizaron las
curvas normalizadas de la activacion e inactivacion en estado estacionario de los
canales Shal para cada condicion experimental. La coexpresion de las Kva wt y las
ShalL371D ocasiona que las curvas de activacion normalizadas se desplacen a
potenciales mas positivos (Fig. 12) comparadas con la curva de activacion del canal wt
(Fig. 12, circulos cafés). Ademas, el desplazamiento de la curva de activacion

correlaciona con el aumento de la proporcion de la Kva ShalL371D.

El desplazamiento en las curvas de activacion normalizadas se refleja en el cambio
del valor del voltaje medio de activacion (Vso act), para los canales wt es -7.4 + 0.9 mV,
mientras que en presencia de la Kva ShalL371D se corre a valores positivos. Para las
distintas condiciones experimentales de coexpresion de las Kva wt y ShalL371D los valores
obtenidos fueron 1.5+ 0.5,17.3+ 1.9y 18.6 £ 3.6 mV (inserto Fig. 12, barras naranja, verde
y roja, respectivamente). Con estas observaciones podemos inferir que la Kva ShalL371D
esta afectando la sensibilidad al voltaje de los canales wt dado que en las condiciones
experimentales de coexpresion de las Kva wt y Shall371D se necesitan voltajes mas
despolarizantes para alcanzar el 50% de la Ia maxima comparada con la curva del canal

wt (Fig. 12, circulos cafés).
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FIGURA 12. La Kva ShalL371D modifica la activacion de los canales Shal wt. La coexpresion de los
canales wt y ShalL371D, en diferentes proporciones desplaza la curva de activacion a valores mas
positivos. El desplazamiento de la curva de activacion es proporcional al aumento de la Kva
ShalL371D expresada heterlogomente en ovocitos de X. laevis. En el inserto de la izquierda se
presenta el Vs act para cada condicibn analizada. Los simbolos y las barras del inserto
representan el valor promedio + E.E.M. El valor entre paréntesis indica el nimero de células
analizadas para cada condicion experimental (n).

Para analizar si la Kva ShalL371D afecta a la inactivacion en estado estacionario,
comparamos las curvas de inactivacion normalizadas para cada condicion experimental.
La gréafica de las curvas de inactivacion muestra que la coexpresion de la Kva ShalL371D
con Kva wt produce un desplazamiento de las curvas de inactivacion hacia valores mas
negativos (Fig. 13), comparando con la curva de los canales wt (Fig. 13, circulos cafés).
Esto se confiima al analizar el voltaje medio de inactivacion (Vso Inact) que para los
canales wt es de -67 £ 0.2 mV, mientras que, en el resto de los registros donde se
coexpresaron distintas proporciones de las Kvo wt y ShalL371D el Vso Inact fue de -74.4 +
25, 936 £ 6.6 y -100.3 + 10 mV (inserto Fig. 13, barras naranja, verde y roja,
respectivamente). Estos datos nos indican que la Kva ShalL371D hace que, en estado de

reposo, se encuentren inactivados un mayor numero de canales wt.
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FIGURA 13. La expresion de la Kva ShalL371D afecta la sensibilidad al voltaje de la inactivacion en
estado estacionario de los canales Shal wt. La Kva ShalL371D causa el desplazamiento de las
curvas de inactivacion en estado estacionario de las Ia generadas por la expresion de las Kva wt en
el sistema de ovocitos de X. laevis. En el inserto de la derecha se graficé el Vso Inact para cada
condiciéon analizada. Los simbolosy las barras del inserto representan el valor promedio + E.E.M. El
valor entre paréntesis indica el nimero de células analizadas para cada condicion experimental

(n).

En resumen, la version ShalL371D modifica la sensibilidad al voltaje de los canales
wt al provocar que requieran voltajes mas despolarizantes para abrirse. Ademas, en
estado de reposo, la presencia de la Kva ShalL371D ocasiona que un mayor numero de
canales wt se encuentren inactivados comparados con el control. De este modo,
ademas de actuar como una proteina dominante negativa, la expresion de la Kva

ShallL371D contribuiria a inhibir a la |a residual codificada por los canales Shal wt.

6.2 Evaluaciéon genética de la expresidon de la dominante negativa ShalL371D en

D. melanogaster.

Una vez demostrado que la Kva ShalL371D actua como una dominante negativa
en un sistema de expresion heterélogo, procedimos a evaluar su eficiencia in vivo. Como
consecuencia de los resultados descritos en la seccion anterior, para lograr una buena
inhibicién de los canales Shal wt in vivo fue necesario favorecer, de manera robusta, la
expresion de la dominante negativa ShalL371D utilizando secuencias reguladoras de

expresion fuerte como son las regiones UAS del sistema de expresion Gal4-UAS. Siguiendo
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la estrategia descrita en la Metodologia generamos una linea de moscas con el transgen
UAS-ShalL371D, que codifica para la Kvo dominante negativa ShalL371D bajo el control
del factor transcripcional GAL4, por tener rio arriba las secuencias reguladoras UAS a las
gue se une dicho factor, UAS-ShalL371D'?, en el cromosoma ll. El genotipo de estas

moscas es UAS-ShalL371DY"/CyO.

Con base en los datos de la expresidon génica de D. melanogaster, verificamos que
el mMRNA del canal Shal tiene una alta expresidn en diversos 6rganos vitales de la mosca
Esta informacion nos permitié planear la induccion de la expresidon de la Kva dominante
negativa ShalL371D ectépicamente, en neuronas 0 en musculos. Esto se llevdé cabo a
través del sistema Gal4-UAS, en donde la expresion del transgen UAS-Shall371D, se
obtiene al expresar al activador Gal4, en las regiones deseadas utlizando diferentes
“drivers” que fueron, para la expresion ectépica Act5C-GAL4, para neuronas elav-GAL4 y
para musculo Mef2-GAL4 (ver Tabla 4). En estos experimentos, nosotros esperabamos que
la inhibicion especifica de la funcidn de los canales Shal en estos tejidos, tuviera un efecto
sobre la viabiidad D. melanogaster. Los animales con la expresidon ubicua de la Kva
ShalL371D deberian presentar un efecto equivalente al observado en organismos “knock-

out” para este canal Kv de trabajos anteriores (Tsonuda & Salkoff, 1995).

6.2.1 Induccion ubicua de la expresion de la Kva ShalL371D en D. melanogaster.

Como un primer acercamiento para determinar la funcionalidad de la Kva
dominante negativa Shall371D se buscéd obtener animales donde se expresara
ubicuamente esta Kva. Estos animales deben ser del genotipo UAS-ShalL371D17/Act5C-
GAL4 que se obtendrian cruzando moscas del genotipo UAS-ShalL371DY/CyO con
moscas del genotipo Act5C-GAL4. De manera breve, contabilizamos la progenie de tres
cruzas independientes (n=3), donde 617 individuos fueron hembras y 570 machos dando
un total de 1187 moscas contabilizadas. Para cada clase de esta cruza (de cuatro
posibles) se esperaban un promedio de 103 + 9 hembras y 95 + 18 machos (Tabla 9). De
las cuatro clases posibles, la clase CyO/CyO no es viable por heredar dos cromosomas
balanceadores (ver Esquema 9). Otras dos clases tienen los genotipos de las clases
parentales, UAS-ShalL371D'"/CyO o6 Act5C-GAL4/CyO. La dltima clase UAS-
ShalL371DY"/Act5C-GAL4 contiene los transgenes de la Kva. dominante negativa ShalL371D

y del factor Gal4, por lo que constituyo la linea experimental. De manera consistente con
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nuestro hipodtesis, esta clase no es viable (Fig. 14), confirmando que la Kva dominante

negativa ShalL371D reproducia el fenotipo descrito para los organismo “knock-out” del

canal Shal.

Esquema 9 Clases esperadas de la cruza de moscas UAS-ShalL371D17/CyO con moscas
g Act5C-GAL4/CyO.

Para esta cruza, la clase experimental es la que tiene el genotipo que contiene los dos componentes del
sistema de expresion GAL4-UAS, mientras que las clases restantes de consideraron clases control.

Hembras virgenes

Machos
UAS-ShalL371D17/CyO X Act5C-GAL4/CyO
Alelos y/6 cromosomas acts-Gal4; + CyO; +
UAS-ShallL371D17; + UAS-ShalL371D17/Act5C-GAL4 UAS-ShalL371D17/CyO
CyO; + Act5C-GAL4/CyO LETAL

La dominante negativa ShalL371D ocasiona letalidad en la clase experimental

Tabla 9 UAS-Shall371D17/Act5C-GAL4.
Promedio observado / Fraccion de
Genotipo Sexo Observado / Total . Moscas
Promedio esperado :
Eclosionadas
;_3 0/617 0/103+9* 0*
UAS-Shall371D17/Act5C-GAL4
¥ 0/570 0/95+18* 0*
;_3 305/ 617 101+22/103+9 0.99 +0.21
Act5C-GAL4/CyO
¥ 260/ 570 86 +21/95+ 18 0.91+0.11
;_3 312/617 104+24/103+9 1.01+ 021
UAS-ShalL371DY/CyO
¥ 310/ 570 103+ 20/ 95+ 18 1.10+0.11
Q@ 0/617 0/103+9* 0*
CyO/CyO
o} 0/570 0/95+18* 0*

De esta cruza se esperaban un promedio de 103 + 9 moscas hembra y 95 + 18 moscas macho. La fraccién de moscas

eclosionadas es un indicativo directo de la viabilidad para cada clase. * p < 0.001, n=3 cruzas independientes.
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1 Hembras
I Machos

UAS-Shall371D" /CyO

Act5C-GAL4/CyO

UAS-Shall371D"7 /Act5C-GAL4

CyQ/Cy0 | |

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12

Fraccién de Moscas Eclosionadas

Figura 14. La expresion generalizada de la Kva dominante negativa ShalL371D es letal para D.
melanogaster. Moscas del genotipo UAS-Shall371D/17 /CyO se cruzaron con moscas Act5C-
GAL4/CyO para evaluar el fenotipo asociado a la expresion de la Kva dominante negativa
ShalL371D en todo el cuerpo de D. melanogaster. De las cuatro clases esperadas para esta cruza,
una de ellas fue letal por heredar dos balanceadores CyO. La clase que heredé ambos elementos
del sistema de expresion Gal4-UAS (UAS-ShallL371D17/Act5C-GAL4) no produjo progenie adulto. En
cambio las clases que heredaron sélo uno de los elementos del sistema de expresion bipartito
(Act5C/CyO 6 UAS-Shall371D17/CyQ) fueron viables. En la grafica se muestra la fraccion de
moscas eclosionadas para machos (barras negras) y para hembras (barras blancas) de cada
clase esperada. Los valores de las moscas viables son similares estadisticamente. Las barras
representan el promedio + E.E.M. *p < 0.001, n=3 cruzas independientes.

Para comparar la eficiencia de la Kva dominante negativa contra una linea de
moscas en la cual se hubiera caracterizado el efecto de la inhibicion de la expresion del
MRNA de los canales Shal, se adquiridé una linea de moscas del NIG-Fly que posee un RNAI
contra los canales Shal (UAS-Shali), que ya habia sido evaluada por este Instituto. El NIG-
Fly reportd que la expresion ubicua del RNAi contra los mMRNA de los canales Shal es letal,
por lo que utilizamos esta cruza como control positivo sobre el efecto del abatimiento de
la funcién de los canales Shal en D. melanogaster, y lo comparamos con los resultados
que obtuvimos de nuestra linea de moscas que expresaban a la Kva dominante negativa
ShalL371D. La linea UAS-Shali, ademas de la insercion del RNAI Shali, también presenta el
transgen para la proteina Dicer-2 bajo el control de las secuencias UAS (UAS-dcr2) en el
cromosoma ll. Sélo eclosionaron dos moscas adultas, una mosca hembra y otra macho
de las clases experimentales UAS-dcr2/Act5C-GAL4; UAS-Shali/+ y Act5C-GAL4/CyO; UAS-
Shali/+, por lo que podemos concluir que la inhibicion de la expresion de los mRNA de los

canales Shal con el RNAI causa letalidad. Para mayor detalle de los resultados de esta

61



cruza ver el Anexo 10.1. Por antecedentes sabemos que en ocasiones, la proteina Dicer-2
constituye un factor limitante para el funcionamiento adecuado de un RNAI, dado que
Dicer-2 se une a la duplex del siRNA durante el procesamiento del RNAI (Dietzl et al., 2007;
Jaronczyk et al., 2005; Rana, 2007). El nivel de letalidad observado en el caso de la linea
UAS-Shali, fue el mismo para las clases que heredaron el RNAI 6 el transgen Act5C-GAL4,
aun en ausencia de Dicer-2, por lo que, podemos concluir que Dicer-2 no constituyd un
factor limitante para la inhibicion de la expresion del mRNA del canal Shal (Fig. 15).

I Hembras
Machos

UAS-5hall371D'/Act5C-GAL4 |

Act5C-GAL4/CyO; UAS-Shali/+ |, | *

Act5C-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/+

Act5C-GAL4/UAS-Shabi'’: UAS-dcr2/+

Act5C-GAL4/UAS-ShabiC2VTI1; UAS-dcr2/+

Act5C-GAL4/UAS-dcr2; UAS-ShabiC3LT3/+

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14 1.6

Fraccion de Moscas Eclosionadas

Figura 15. La inhibicién ubicua de la expresidon de los mRNA de los canales Shal en D.
melanogaster causa letalidad de manera similar que la Kva ShalL371D. En la grafica se muestra la
fraccion de moscas eclosionadas de las clases experimentales Act5-Gal4/UAS-ShallL371D; Act5C-
GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/+; Act5C-GAL4/UAS-Shabilo; UAS-dcr2/+; Act5C-Gal4/UAS-ShabiC2VT1,;
UAS-dcr2/+ y Act5C-GAL4/UAS-dcr2; UAS-ShabiC3LT3/+ de las cruzas realizadas utilizando el driver
Act5C-GAL4 para inducir la expresion de la Kva Shall371D y la inhibicibn generalizada de la
expresion de los mMRNA de los canales Shal y Shab en D. melanogaster. Las barras representan el
promedio de los datos de hembras (negras) y machos (blancas) + E.E.M., excepto en el caso de la
clase Act5C-GAL4/UAS-dcr2; UAS-ShabiC3LT3/+ es el promedio + D.E.M. Todos los datos provienen
de tres cruzas independientes (n=3). *p < 0.001.

La familia de canales Kv agrupa tanto a los canales Shal como a los canales Shab,
por lo que, para descartar que el fenotipo de letalidad observado por la inhibicion
funcional de los canales Shal mediante un RNAI no se debiera a la posible participacion
de los canales Shab, decidimos utilizar RNAiI contra los mRNA de los canales Shab como
un control adecuado para confirmar la especificidad en la letalidad observada al inhibir
a los mRNA de los canales Shal por RNAI, debido a la cercania evolutiva entre ambos

tipos de canales Kv (Salkoff et al., 1992; Wei et al., 1990). Realizamos ensayos de viabilidad
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utilizando las lineas que portan inserciones codificantes para RNAi contra los mRNA de los
canales Shab. Las lineas utilizadas fueron UAS-Shabi®, UAS-ShabiC2VT1 y UAS-ShabiC3LT3.
Encontramos que en ninguno de los casos, la expresion ubicua de los RNAI de las
diferentes lineas provoca una diferencia estadistica significativa con respecto a los
valores de supervivencia de las clases control. Por esta razdn podemos concluir que la
inhibicién funcional generalizada del mRNA de los canales Shab en D. melanogaster no es
letal, las clases experimentales de estas cruzas se muestran en la Figura 15. Mayor detalle

de los resultados de estas cruzas se presenta en el Anexo 10.2.

Dado que, el fenotipo de letalidad observado al inhibir los mMRNA de los canales
Shal enddégenos es especifico de la inhibicion de los canales Shal y dado que las tres
lineas con las diferentes inserciones de los RNAi contra los mRNA de los canales Shab
presentan un comportamiento similar para los siguientes experimentos se utilizé la linea de

moscas generada en el laboratorio, UAS-Shabi?®.

6.2.2 Inhibicion de los canales Shal en el SN de D. melanogaster.

En la seccién anterior demostramos que la funcion de los canales Shal es esencial
para la sobrevivencia de las moscas adultas. Esta informacion se obtuvo expresando
ubicuamente la Kva dominante negativa ShalL371D 6 bien disminuyendo la expresion del
mMRNA de dichos canales con RNAI. Para desarrollar un modelo biolégico viable que se
pueda utilizar en estudios de aprendizaje y memoria, probamos si la inhibiciéon de la
expresion funcional del canal Shal especificamente en neuronas nos permitiia obtener
organismos que alcanzaran estados de desarrollo avanzados. Para lograr este objetivo
intentamos obtener animales del genotipo UAS-ShalL371D'/elav-GAL4 que expresaran
tanto Gal4 como la Kva ShallL371D en todas las neuronas del SN de la mosca. La
estrategia genética para lograr este objetivo es similar a la explicada en la seccion
anterior, en la Metodologia y en el Esquema 10. Los resultados se encuentran en la Tabla
10 y en la Figura 16. Encontramos que la induccion de la expresion de la Kva dominante
negativa ShalL371D en el SN de la mosca es letal pues no encontramos individuos adultos
del genotipo deseado, UAS-ShalL371D'/elav-GAL4, en un total de 1921 individuos viables
de la F1 de la cruza entre individuos UAS-ShalL371D'"/CyO e individuos elav-GAL4/elav-
GALA4.
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Esquema 10 Clases esperadas de la cruza de moscas con genotipo UAS-ShalL371D17/CyO
g con moscas elav-GAL4/elav-GAL4.

Dos clases de las cuatro esperadas constituyeron las clases experimentales: elav-GAL4/X; UAS-ShalL371D7/+
y elav-GAL4/Y; UAS-ShalL371DY/+ (en negritas).

Hembras virgenes

Machos
X elav-GAlL4/elav-GAL4

UAS-ShalL371D17/CyO

Alelos y/6 cromosomas elav-GAL4; +

X; UAS-ShalL371D17 elav-GAL4/X; UAS-ShalL371D17/+

Y; UAS-ShalL371D17 elav-GAL4/Y; UAS-ShallL371D17/+

X; CyO elav-GAL4/X; CyO/+

Y; CyO elav-GAL4/Y; CyO/+

Tabla 10 Viabilidad de la progenie observada al expresar a la Kvo. dominante negativa
ShalL371D en el SN de D. melanogaster.

. Observado / Promedio observado / Fraccion
Genotipo Sexo . moscas
Total Promedio esperado :
eclosionadas
elav-GAL4/X; UAS-Shall371D17/+ | &) 0/1005 0/335+31.01 0*
elav-GAL4/Y; UAS-ShalL371D17/+ Cf 0/916 0/ 305.33 £ 54.04 0>
elav-GAL4/X; CyO/+ I;;I 1005 / 1005 335+31.01/335+31.01 1+0.093
elav-GAL4/Y; CyO/+ Cf’ 916 /916 305.33 + 54.04 / 305.33 £ 54.04 1+0.18

En el conteo poblacional de las clases esperadas no obtuvimos moscas adultas de las clases
experimentales (promedio= 0). *p < 0.001, n=3 cruzas independientes.
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I Hembras
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Act5C-GAL4/CyO; UAS-Shali/+ *

Act5C-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/+

Ty
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ACISCGALA/UAS ShablcayTl QAs-dera s ——
| —
ActS5C-GAL4/UAS-dcr2; UAS-ShabiC3LT3/+ _ I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

Fraccién de Mascas Eclasionadas

Figura 16. La expresion de la Kva dominante negativa ShalL371D en el SN de D. melanogaster
causa letalidad. De las cuatro clases esperadas de la cruza, dos clases corresponden a las clases
control que muestran un 100% de viabilidad mientras que en las clases experimentales no se
observé progenie alguna. Se cuantificaron un total de 1921 individuos, 1005 hembras y 916
machos. La progenie esperada para cada clase, es de 335 + 31.01 hembras y 305.33 + 54.04
machos. Las barras (negras: moscas hembras y blancas: moscas machos) representan el
promedio de la fraccidn de moscas eclosionadas + E.E.M., *p < 0.001, n=3 cruzas independientes.

En estas mismas condiciones experimentales probamos la eficiencia del RNAI
especifico contra los mMRNA de los canales Shal (UAS-Shali) para compararlo con los
resultados obtenidos para la expresion de la dominante negativa ShallL371D en las
neuronas. Nuestros datos indican que la inhibicién de la expresion de los canales Shal,
mediante el uso del RNAI UAS-Shali, en las neuronas de D. melanogaster no afecta la
viabilidad de las moscas (Fig. 17). Estos resultados contrastan con los de la inhibiciéon
mediante el uso de la proteina dominante negativa ShalL371D, sugiriendo que la
dominante negativa es mas eficiente para inhibir a los canales Shal neuronales
enddégenos que el RNAI Shali a pesar de la presencia de la proteina Dicer-2 en dos de las

clases experimentales (Anexo 10.3).

Aunque la inhibicion de la expresion de los mMRNA de los canales Shal en las
neuronas no causo letalidad, comparamos este resultado con el obtenido al inhibir ahora
la expresidon de los mMRNA de los canales Shab (mediante la expresion del RNAi Shabi con
o sin Dicer-2) en las neuronas (Anexo 10.4). Al igual que para la inhibicidn de la expresion
de los mMRNA de los canales Shal, la inhibicién de los mMRNA de los canales Shab en el SN

no causo letalidad (Fig. 17).
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HEN Machos
Hembras

elav-GAL4/Y; UAS-Shall371D'"/+ i
elav-GAL4/X; UAS-Shall371D"7/+ ] *
elav-GAL4/Y; CyO/+ UAS-shali/+ [NNNNINGEGEEEEEEEEEEEEEE
elav-GAL4/X; CyO/+: UAS-Shali/+ =
elav-GAL4/Y: UAS-dcr2/+; UAS-shali/+ [
elav-GAL4/X: UAS-dcr2/+; UAS-Shall/+ H
elav-GAL4/Y; UAS-shabi'’/+: MKRS/+ [IEIEIEGIGIGIGININININENENENENEEEEEEEEEEEEEEEEE
elav-GAL4/X: UAS-Shabi'’/+: MKRS/+ L
elav-GAL4/Y: UAS-Shabi'’/+: UAS-dcr2/+ _:
elav-GAL4/X; UAS-Shabi'’/+; UAS-dcr2/+ —

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Fraccion de Maosrcas Felosionadas

Figura 17. La dominante negativa ShalL371D causa letalidad cuando se induce su expresioén en el
SN de D. melanogaster. El promedio de moscas observadas para las clases experimentales de las
cruzas realizadas utilizando el “driver” elav-GAL4 para inducir la expresion de la Kva ShalL371D y de
los RNAI contra los canales Shal y Shab. Las barras representan el promedio + E.E.M. n=3 cruzas
independientes. *p < 0.001.

6.2.3 Inhibicion de los canales Shal endégenos de los musculos de D. melanogaster.

Como ya habiamos mencionado, las canales Shal se expresan preferencialmente
en los musculos de D. melanogaster entre otros tejidos (Tabla 4), por lo que para evaluar a
la Kva ShalL371D in vivo dirigimos su expresion a los musculos de D. melanogaster, a traveés
del uso del “driver” Mef2-GAL4. Al igual que en los experimentos anteriores intentamos
obtener animales del UAS-ShalL371D'"/Mef2-GAL4 (ver Esquema 11). Encontramos que la
induccion de la expresion de la Kvo dominante negativa ShalL371D en los musculos de la
mosca causa letalidad pues no encontramos individuos adultos del genotipo deseado,
UAS-ShalL371DY"/Mef2-GAL4, en un total de 1262 individuos viables de |la F1 de la cruza
entre individuos UAS-ShalL371D’/CyO e individuos Mef2-GAL4/Mef2-GAL4 (Tabla 11 y Fig.
18).
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Clases esperadas de la cruza realizada para inducir la expresion de la Kva

Esquema 11 ShallL371D en los musculos de D. melanogaster.

El 50% de las clases esperadas heredaron al sistema bipartito Gal4-UAS completo (en negritas).

Hembras virgenes

Machos
UAS-ShalL371D17/CyO X Mef2-GAL4/Mef2-GAL4
Alelos y/6 cromosomas Mef2-GAL4
UAS-ShalL371D17 UAS-ShalL371D17/Mef2-GAL4
CyO Mef2-GAL4/CyO

Tabla La induccién de la expresion de la Kva dominante negativa Shall371D en los

11 musculos de D. melanogaster causa letalidad.
Genotino Sexo Observado / Promedio observado / Fraccién moscas
P Total Promedio esperado eclosionadas
Q 0/695 0/219.67 +58.61 0*
UAS-ShalL371D'"/Mef2-GAL4
d’ 0/603 0/201+47.61 0*
Q@ 695/695 | 21967 +58.61/219.67 + 58.61 14027
Mef2-GAL4/CyO
o} 603 / 603 201 + 47.61/ 201 + 47.61 1+0.24

* p < 0.001. n=3 cruzas independientes.
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Figura 18. La inhibicién de los canales Shal musculares es letal para la mosca. En la figura se
muestra la fraccion de las moscas que llegaron a la etapa adulta al inducir la expresion de la Kva
dominante negativa ShalL371D. La clase que heredd ambos elementos del sistema de expresion
no es viable (UAS-ShalL371D/Mef2-GAL4). Se cuantificaron un total de 1262 individuos, 659 hembras
y 603 machos. La progenie esperada para cada clase, es de 219.67 = 58.61 para las hembras y 201
*+ 47.61 para los machos. Las barras (negras: hembras, blancas: machos) representan el promedio
de tres cruzas independientes. * p < 0.001.

Asimismo, la inhibicién de los mMRNA de estos canales mediante el uso del RNAi Shal
causO semiletalidad D. melanogaster cuando esta presente la proteina Dicer-2 (UAS-
dcr2/Mef2-GAL4; UAS-Shali/+), no asi cuando esta ausente (Mef2-GAL4/CyO; UAS-Shali/+).
Este dato nos permite considerar que la eficiencia de procesamiento del RNAI utilizado
para inhibir los mMRNA de los canales Shal musculares enddégenos de la mosca es
deficiente. Al introducir en el sistema la proteina Dicer-2 que es un factor importante en
este procesamiento postranscripcional, se aumenta el fenotipo inducido por el RNAI Shali

causando hasta cierto grado letalidad en D. melanogaster (Anexo 10.5y Fig. 19).

Al igual que en las secciones anteriores comparamos estos resultados con la
inhibicidon de los mMRNA de los canales Shab en los musculos (Anexo 10.6) y concluimos
que la inhibicion de los MRNA de los canales Shab musculares no causa letalidad en la
mosca (Anexo 10.6 y Fig. 19). Este resultado nos permite confirmar que las herramientas
utilizadas para abatir la expresion y/6 funcion de los canales Shal en los musculo de D.
melanogaster son especificas para este tipo de canales y no estdn afectando a otra
subfamilia de canales Kv, en este caso particular a los canales Shab, a pesar que

evolutivamente estan muy relacionados (Salkoff et al., 1992; Wei et al., 1990).
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Figura 19. La expresion de la Kva dominante negativa Shall371D y el “knock-down” de la
expresion de los mMRNA de los canales Shal en misculos causan distintos grados de letalidad en D.
melanogaster. Grafica de la fraccidon de moscas eclosionadas de las clases experimentales
resultantes de las cruzas para inducir la inhibicion de los canales Shal mediante la expresion de la
Kva Shall371D 6 el RNAI Shali. La expresion del RNAI Shabi se utiliz6 como control de la
especificidad del RNAI Shali. Las barras (hegras: hembras y blancas: machos) representan el
promedio + E.E.M. n=3 cruzas independientes. *p < 0.001.

6.3 Establecimiento de la linea UAS-ShalL371D17 para evaluar la participacion de

los canales Shal en procesos cognitivos.

Los estudios sobre el aprendizaje y la memoria olfativa en D. melanogaster enfocan
sus estudios en el CF. Las versiones mutantes de canales ibnicos dependientes de voltaje
en el CF de D. melanogaster, alteran los procesos de aprendizaje y de retencion de la
informacién en la mosca (Gasque et al., 2006). Como un primer acercamiento del papel
fisiol6bgico de los canales Shal en estos procesos cognitivos evaluamos si la inhibicion de
estos canales en el CF no afectaba la viabilidad de D. melanogaster. Por lo tanto se
obtuvieron individuos con el genotipo UAS-ShalL371D/7A2-GAL4, donde se expreso la Kva
dominante negativa Shall371D en el CF con el “driver” 7A2-GAL4. Ademas estos
individuos portan el transgen UAS-chameleon que codifica para la proteina Chameleon
gue funciona como un sensor de Ca?*. Al estar bajo el control de las secuencias UAS; y en
presencia del “driver” 7A2-GAL4, Chameleon se expresa también en el CF. La estrategia
genética para la obtencion del genotipo de interés se encuentra en el Esquema 12 y los

resultados en la Tabla 12 y la Figura 20. Nuestros resultados indican que la inhibiciéon de los
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canales Shal enddégenos en el CF con la expresion de la Kva dominante negativa

ShalL371D causa un fenotipo de semiletalidad exclusivamente en machos (Fig. 20).

Clases esperadas de la cruza realizada para inhibir a los canales Shal en

Esquema 12 el CF mediante la expresion de la Kva ShalL371D.

Machos Hembras virgenes
UAS-ShalL371D17/CyO X 7A2-GAL4/CyO; UAS-chameleon/UAS-chameleon
Alelosy /6 7A2-GAL4; UAS-chameleon CyO; UAS-chameleon
cromosomas

UAS-ShalL371D17/CyO0;

UAS-ShalL371D UAS-ShallL371D7/7A2-GAL4; UAS-chameleon/+
UAS-chameleon/+

CyO 7A2-GAL4/CyO; UAS-chameleon/+ LETAL

Semiletalidad en machos por la induccidon de la expresion de la Kva ShalL371D en el

Tabla 12 CF de D. melanogaster.
Genotino Sexo Observado / Promedio observado / Fraccion Moscas

P Total Promedio esperado Eclosionadas

';;' 114/ 448 38 +4.51 /55.67 £8.49 0.74 £0.17
UAS-ShallL371D17/7A2-GAL4; UAS-chameleon/+
CT 73/ 396 24.33 +5.46 / 53.83 + 6.82 0.46+0.1*
';;' 155/ 448 51.67 + 5.55/ 55.67 + 8.49 0.94 +0.04
UAS-ShalL371D17/CyO; UAS-chameleon/+
Cf 155/ 396 51.67 +7.13/ 53.83 +6 .82 0.96 £ 0.01
lf_;" 179/ 448 59.67 + 11.46 / 55.67 £ 8.49 1.06 £ 0.04
7A2-GAL4/CyO/+ ;UAS-chameleon/+
Cf 168 / 396 56 + 6.56 / 53.83 £6.82 1.04 £0.01
Q 0/ 448 0/ 55.67 + 8.49 0*
CyO/CyO; UAS-chameleon/+

d’ 0/396 0/53.83+6.82 0*

* p < 0.001. n=3 cruzas independientes.
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I Hembras
1 Machos

UAS-Shall371D" /CyO; UAS-chameleon/+

7A2-GAL4/CyO; UAS-chameleon/+

UAS-Shall371D'7/7A2-GAL4; UAS-chameleon/+

CyO/CyO; UAS-chameleon/+

[N 1 I
* |

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Fraccién de Moscas Eclosionadas

Figura 20. La inhibicién de los canales Shal en el CF causa semiletalidad en machos adultos.
Gréafica de la fraccion de las moscas eclosionadas de las clases resultantes de la cruza para inducir
la inhibicibn de los canales Shal presentes en el CF de D. melanogaster mediante el
direccionamiento de la Kva dominante negativa ShalL371D a esta estructura neuronal. Se
analizaron en total 844 individuos, 448 hembras y 396 machos. El promedio de moscas esperadas
para cada clase fue de 55.67 £ 8.49 hembras y 53.83 £ 6.82 machos (mas datos en la Tabla 12). Se
observa cierta letalidad en machos de la clase que hereda la insercion UAS-ShalL371D asi como
7A2-GAL4, comparada con las hembras de la misma clase y con la progenie de las clases control.
Las barras representan el promedio + E.E.M. *p < 0.001.

La expresion del RNAI Shali en el CF de D. melanogaster causé un fenotipo de
semiletalidad, afectando al 20% de la poblacion (Anexo 10.7). Este efecto de
semiletalidad parece depender de la presencia de la proteina Dicer-2 ya que en su
ausencia los individuos que en teoria expresaron el RNAi fueron viables (Fig. 21). Sin
embargo, la interpretacion de los resultados obtenidos con el RNAi Shali en el CF resulta
complicada debido a que hasta el momento no se ha reportado que el CF participe en

el control de funciones vitales basicas en la mosca.
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I Hembras
1 Machos

UAS-Shall371D"/7A2-GAL4: UAS-chameleon/+

7A2-GAL4/CyO; UAS-Shali/UAS-chameleon

7A2-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/UAS-chameleon

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Fraccion de Moscas Eclosionadas

Figura 21. La expresion de la Kva ShalLl371D en el CF de D. melanogaster causa semiletalidad
Unicamente en machos. Grafica de la fraccion de moscas eclosionadas de las clases
experimentales de las cruzas realizadas para inducir la expresion de la Kva. dominante negativa
ShalL371D y del RNAI Shali para inhibir la funcidon de los canales Shal endégenos del CF utilizando la

linea de moscas 7A2-GAL4. Las barras representan el promedio de las moscas observadas + E.E.M.
n=3 cruzas independientes. *p < 0.001.
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7. Discusion.

7.1 La falta de subunidades accesorias podria explicar las diferencias observadas

en la cinética de la Ia.

En general, los parametros biofisicos determinados a partir de las |a registradas por
la expresion de canales Shal wt en el sistema heter6logo de ovocitos de X. laevis, son
similares a los reportados previamente en la literatura. Esta observacidn nos permitid
descartar problemas en la expresion de los canales wt, simplificé el analisis y la
interpretacion de los resultados obtenidos en las diferentes condiciones experimentales
ensayadas en este proyecto. S6lo dos parametros biofisicos fueron ligeramente diferentes
a los reportados en la literatura: el Vso de activacion y trast a +50 mV (Tablas 6 y 7). Por
antecedentes sabemos que las Kva de los canales Kv poseen las propiedades biofisicas
intrinsecas del canal. Sin embargo, existen subunidades auxiliares que regulan y
modifican a los pardmetros biofisicos intrinsecos de la Kva. La subunidad accesoria mas
importante para un canal Kv es la Kvp, la cual es una proteina citoplasméatica que se une
al canal Kv a través del dominio Tl (Gulbis et al., 2000). De manera particular, los canales
Kv4 pueden asociarse fisicamente con distintas Kvp (Nakahira et al., 1996). La interaccion
incrementa la densidad de la Ia promoviendo y/6 estabilzando la expresion de los
canales Kv en la membrana celular, resultando en el desplazamiento del Vso de
activacion de los canales Shal a valores mas hiperpolarizados, disminuyendo la cinética
de inactivacion y el tiempo de recuperacion de la misma (An et al., 2000). Con base en
estos datos proponemos que las diferencias observadas en el Vso de activacion y la trast
de inactivacion del canal Shal wt podrian deberse a la falta de la modulacion por las Kvp.
En D. melanogaster, solo se ha reportado la expresion de una Kvp (Hk, Hyperkinetic) pero
hasta el momento no se ha reportado la asociacion ni la modulacién de las canales Shal
por la proteina Hk. Un segundo candidato capaz de modificar las propiedades biofisicas
del canal Shal son las proteinas denominadas KChIPs (“Kv channel-interacting proteins”).
Este grupo de proteinas reguladoras, al igual que las Kvp, incrementan la densidad de la
Ia, corren el Vso de los canales Shal a valores mas hiperpolarizados, retrasan la cinética de
inactivacion y el tiempo de recuperacion de la misma (An et al.,, 2000). Mas aun,
recientemente se identificd la interaccion de la proteina SKIP3 (“Shal K* channel
interacting protein-3”) con los canales Shal neuronales. Esta proteina puede catalogarse

en el grupo de proteinas que interaccionan con los canales de la subfamilia Shal. La
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interaccion del canal Shal con SKIP3, acelera la trast, por lo que, la falta de SKIP3 en el
sistema heterdlogo utilizado en este trabajo podria explicar los datos obtenidos con
nuestro sistema (Tabla 7), como consecuencia de la regulacion de la inactivaciéon por

SKIP3 (Diao et al., 2009).

7.1.1 Elion K* como acarreador de carga de la |a.

Por otra parte, nuestros datos indican que el K* es el principal acarreador de carga
para las |a registradas por la expresion de los canales Shal wt. El potencial de inversion
tedrico con una [K']int de 3 M tuvo un valor mas negativo que el potencial de reposo
obtenido experimentalmente (Fig. 10). Considerando que esto se debe a que los canales
Shal se encuentran cerrados a este voltaje por lo que no hay flujo neto de iones K+ (Fig. 9,

panel C).

En resumen, la expresion de los canales Shal wt en nuestro sistema generan la con
un comportamiento similar a las reportadas por otros grupos de investigacion. El andlisis
de los valores de las propiedades biofisicas concuerda con valores ya reportados para

este tipo de canales.

7.1.2 La Kva ShalL371D actua efectivamente como una nueva dominante negativa.

Como se menciond en los Antecedentes, para considerar a una Kva como
dominante negativa es necesario que esta Kvoa cumpla con dos caracteristicas: i) no
genera un canal funcional cuando forma homotetrameros, ii) se observa un fenotipo de
dominancia negativa cuando al menos una Kvoa mutante forma parte de
heterotetrameros con Kva wt. Con base en los datos obtenidos de la expresion de la Kva
ShalL371D en ovocitos de X. laevis determinamos que cuando expresamos Unicamente a
la Kva ShalL371D no se genera |a alguna, con lo cual se cumple una de las propiedades

de una Kva dominante negativa (Fig. 9).

De manera similar, la coexpresion de la Kva ShalL371D junto con Kva wt provoca
una disminucion significativa de la densidad de la Ia. De manera consistente, el
porcentaje de la Ia inhibida a +50 mV aumenta en los ensayos de coexpresion de la Kva
ShallL371D y la Kva wt, solo en las condiciones de coexpresion 1:1 y 1:3, wt:ShalL371D, ya

que, cuando microinyectamos una proporcion 3 wt:1 ShalL371D, no se observo diferencia
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significativa (Fig. 11). En los ensayos de coexpresion se esperaba que las Kva wt y
ShalL371D se coensamblaran en complejos tanto homo como heteroméricos, dado que
ambas Kva presentan el mismo dominio T1. La probabilidad de formacién de un complejo
en particular se determind mediante la funcion de la distribucion binomial. La hipdtesis
fue que la |a total tenia que ser igual a la suma de las Ia generadas por los complejos que
no incorporaron alguna Kva ShalL371D y que el porcentaje de |a inhibida seria similar a la
probabilidad binomial acumulada de los tetrdmeros que incorporaron al menos una Kva
ShalL371D (Tabla 3). Nuestros resultados contrastan con las aseveraciones esperadas,
dado que, observamos un porcentaje de inhibicibn menor al esperado en una
distribuciéon binomial acumulada (inserto Fig. 11 y Tabla 8). A pesar de que observamos
niveles tan bajos de inhibicion obtenidos por la coexpresidon de Kvas wt y ShalL371D
logramos determinar que para observar un efecto de dominancia negativa es necesario
que al menos una Kva ShalL371D esté presente en cada heterotetramero que conforma
un canal Ky, con lo cual se cumple la segunda propiedad que deben de tener las Kva

dominantes negativas (Tabla 8).

En el presente trabajo, disefiamos a la Kva ShalL371D en donde se modifico la Leu
de la posicidn 371 por un Asp en el filtro de selectividad de la Kva. Los codones sinGnimaos,
gue son los que codifican para el mismo aa, presentan una cuota de uso preferencial
relacionada directamente con la historia evolutiva de la especie (Dufton, 1997). Si esta
cuota no se respeta, podria ocasionar que la sintesis de una proteina fuera menos
eficiente. En casos particulares, el uso de codones especiales o con una frecuencia de
uso menor favorece la sintesis de una proteina al propiciar un plegado mas lento y
eficiente. Sin embargo, como regla general, para expresar un gen exégeno de manera
eficiente, es conveniente que se respete ese uso preferencial de codones. En nuestro
caso, la construccion de la Kva ShalL371D se realiz6 considerando como objetivo final la
expresion de la Kva en D. melanogaster, por ende, se mantuvo el uso preferencial de
codones de la mosca. En nuestro sistema de expresidon en X. laevis, tedGricamente, el
MRNA del canal wt se traduce de 3.4 a 4 veces mejor que el mMRNA de la Kva ShalL371D.
La diferencia en la traduccion entre el mMRNA wt y el de la Kva ShalL371D en X. laevis,
podria deberse a que el codén GAC introducido en la Kva ShalL371D para el aa Asp no es
el preferencial dado que en este organismo, existen dos codones que codifican para Asp,

GAU y GAC, con frecuencias de uso de 30.3 y 22.6 (por cada mil), respectivamente
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(Nakamura et al.,, 2000). Esta diferencia de 7.7 puntos pudiera explicar la diferencia

determinada entre los niveles de expresion de la Kva ShalL371D y la wit.

7.1.3 La dominante negativa ShalL371D y sus efectos sobre la Ia wt residual.

En los ensayos de coexpresion de los canales Shal observamos la presencia de una
Ia residual debida a la formacién de canales Unicamente con Kva wt (Fig. 11). Por esta
razon, analizamos el efecto de la Kva Shall371D en la funcidbn de los canales wt y
encontramos que se requieren voltajes mas positivos para la activacion de los canales wt
(Fig. 12) y la presencia de la Kva ShalL371D favorece que una mayor fraccion de canales
wt se encuentre inactivados (Fig. 13). Una posible explicacion a esta observacion seria
que las Kva ShalL371D estarian secuestrando a las Kvp enddégenas del sistema por lo que
los canales wt no estarian siendo modulados por las KvB. Las Kvp modulan la amplitud de
la 1a, las cinéticas de activacion e inactivacion y el tiempo de recuperacion de la
inactivacion, asi como la distribucion y/o su transporte subcelular de los canales Kv
(Birnbaum et al., 2004; Chouninard et al., 1995; Kurata & Fedida, 2006; Torres et al., 2007,
Wang, 2008; Wang & Wu, 1996). Recientemente, se describié en D. melanogaster, la
participacion de la proteina SIDL (“Shal interactor of di-leucine motif”) en la localizacion

somatodendritica de los canales Shal (Diao et al., 2010).

7.2 La inhibicion de los canales Shal enddégenos causa letalidad en D.

melanogaster.
7.2.1 Inhibicion ubicua de los canales Shal endégenos.

Dado que, determinamos que la Kva ShalL371D opera como una Kva dominante
negativa en un sistema heterdlogo, el siguiente paso fue establecer un sistema in vivo. Se
evalud la viabiidad de individuos transgénicos que expresaran la Kva Shall371D en
diferentes tejidos/grupos celulares de D. melanogaster, utilizando el sistema binario Gal4-
UAS. Con base en el patron de expresion de los canales Shal en organismos wt (Tabla 4,
Chintapalli et al., 2007) elegimos lineas drivers que expresan Gal4 en los tejidos donde se

expresan los canales Shal (Tablas 4 y 5).

Primero, promovimos la expresion ubicua de la Kva ShalL371D en organismos con el

genotipo UAS-ShalL371DY"/Act5C-GAL4. No encontramos individuos adultos con este
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genotipo (Tabla 9 y Fig. 14), por lo que concluimos que la inhibicion ubicua de los canales
Shal causa letalidad en alguna etapa previa al estado adulto. Consistentemente la
reduccion ubicua de los niveles de la Kva Shal endbégeno lograda a través de la expresion
de un RNAI especifico contra el mRNA de los canales Shal, en individuos transgénicos de
genotipos Act5c-GAL4/CyO; UAS-Shali/+ y Act5c-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/+ impide la

llegada de los individuos con estos genotipos a la etapa adulta (Fig. 15 y Anexo 10.1).

Para descartar que el RNAI Shali estuviera teniendo un efecto inespecifico sobre
otros canales Ky, se inhibié la expresidon del mRNA de los canales Shab con tres diferentes
RNAI (UAS-Shabi'%;, UAS-ShabiC2VTl y UAS-ShabiC3LT3). A diferencia de la letalidad
observada con la inhibicion de los mMRNA de los canales Shal, la inhibicion ubicua de los
canales Shab no tuvo efecto en la viabilidad de individuos adultos (Fig. 15 y Anexo 10.2),
por lo que concluimos que, la letalidad en individuos donde se disminuye ubicuamente la
expresion de los canales Shal no se debe a algun efecto inespecifico sobre otro canal Kv,

en particular el canal Shab.

7.2.2. Inhibicion de los canales Shal endégenos en neuronas.

Los canales Shal se expresan en el cerebro de la mosca, por |lo que expresamos la
Kva dominante negativa ShalL371D en el cerebro, el o0jo, el ganglio toracico abdominal y
corazoén de la mosca (Tabla 4) con el uso del “driver” elav-GAL4. Encontramos que las
moscas elav-GAL4/X 6 Y; UAS-ShalL371D' mueren antes de llegar a la etapa adulta (Fig.
17). Sin embargo encontramos que los individuos que deberian expresar el RNAI a partir
del transgen UAS-Shali son viables como adultos (Fig. 17 y Anexo 10.3). Una de las posibles
explicaciones a la discrepancia de estos resultados es que el RNAI Shali no se esté
expresando correctamente o no funcione con efectividad. Por eso, decidimos
sobreexpresar en estos individuos a la proteina Dicer-2 (UAS-dcr2), la cual se sabe que
participa en un paso limitante en el proceso de interferencia por dsRNA (Dietzl et al.,
2007). Sin embargo, no observamos un fenotipo de letalidad en adultos cuando indujimos
la expresion del RNAI Shali en el SN de D. melanogaster en individuos con los genotipos
elav-GAL4/X 6 Y; UAS-dcr2/+; UAS; Shali/+ (Fig. 17 y Anexo 10.3). Existe la posibiidad de
gue las isoformas del mRNA de los canales Shal neuronales no sean blanco del RNAI
utilizado para inhibirlos. Con base en estos experimentos determinamos que la expresion

de la Kva ShalL371D en el SN de la mosca tiene un efecto deletéreo sobre la viabilidad de
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moscas adultas a diferencia del RNAi Shali. La Kva ShalL371D interacciona con los canales
wt enddgenos y los inhibe, lo cual posiblemente ejerza un efecto sobre la viabilidad (Fig.
17). Esta hipotesis es consistente con trabajos previos donde se observd que lineas
“knock-out” contra el canal Shal, en neuronas o motoneuronas, afectan las propiedades
electrofisiolégicas de estas células y la locomociéon de D. melanogaster comprobando asi
que la inhibicion del canal Shal en un 6rgano especifico provoca fenotipos relacionados
al 6rgano blanco (Ping et al, 2011). Desafortunadamente en este trabajo no se
menciona el impacto de la expresion en el SN de la dominante negativa contra los
canales Shal (DNKv4) en la viabilidad de las moscas lo que nos imposibilita comparar sus
indices de sobrevivencia con nuestros resultados. Sin embargo, considerando a los
organismos adultos observados en el trabajo arriba citado, es posible que la dominante
negativa DNKv4 permita que cierto porcentaje de organismos sobrevivan a la expresion
de la dominante negativa DNKv4, de la misma forma como ocurrié cuando utilizamos al
RNAIi contra los mRNA de los canales Shal (UAS-Shali, este trabajo, Anexo 10.1). Esto
sugiere diferencias en la eficiencia de inhibicidn entre la dominante negativa ShalL371D y
la DNKv4, con respecto al porcentaje de organismos que escapan a un fenotipo de

letalidad (“escapers”).

7.2.3 Inhibicion de los canales Shal endégenos en musculos.

La expresion de la Kva ShalL371D en el sistema muscular de D. melanogaster
incluyendo el tracto gastrointestinal y el corazén (Tabla 4) a través del “driver” Mef2-GAL4,
también ocasioné la ausencia de organismos adultos del genotipo UAS-ShalL371DY"/Mef2-
GAL4 (Tabla 11 y Fig. 18). Esto indica un papel relevante de los canales Shal en el
funcionamiento de los musculos de la mosca. A diferencia de lo que se habia observado
en la linea con el RNAI Shali expresado en otros tejidos, su expresion en musculos causo
semiletalidad en las moscas adultas con el genotipo UAS-dcr2/Mef2-GAL4; UAS-Shali/+, lo
que confirma que Dicer-2 exacerba el fenotipo provocado por la expresion de un RNAI
(Fig. 19 y Anexo 10.5, Dietzl et al., 2007). Estos resultados muestran un papel relevante de
los canales Shal residentes de los musculos, indispensable para la viabilidad de la mosca

(Fig. 19).

Hasta cierto punto es desconcertante que observemos un efecto similar en

individuos que expresan el RNAI Shali 6 la dominante negativa ShalL371D en los musculos
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pero no asi en el SN de D. melanogaster. Nos cuestionamos si existen diferencias en los
componentes de la maquinaria implicada en el sienciamiento de genes por RNAI en el
SN y en los musculos de D. melanogaster. Otra posibilidad seria que los canales Shal
nativos de los musculos sean diferentes a los canales Shal neuronales ya que la
variabilidad de los canales Shal radica en el uso de “splicing” alternativo para generar
isoformas de los canales de esta subfamilia, tal como ocurre para otras subfamilias de
canales Kv (Ilverson et al., 1997; Pongs et al., 1988). El RNAI Shali podria abatir la funcion de
las isoformas de los canales Shal musculares y no la de los canales neuronales, causando
la semiletalidad observada. Finalmente, también existe la posibilidad que al abatir a los
canales Shal neuronales otra subfamilia de canales Kv realice las funciones que le
corresponden a los canales Shal, los canales Shaker son los candidatos mas probables por

generar |a.

7.2.4 La induccion de la expresion de la Kva ShalLl371D en 6rganos de D. melanogaster

que no expresan canales Shal enddgenos.

Hasta el momento, los resultados discutidos se refieren a la expresion de la
dominante negativa ShalL371D en tejidos donde se tenia la certeza de que se
expresaban canales Shal endégenos. Con la finalidad de tener otro panorama, el Dr.
Ignacio Lopez Gonzalez expreso la Kva ShalL371D en la glandula salival de larvas de tercer
instar, con el “driver” Sgs3-GAL4. En este 6rgano no se ha observado la expresion de
canales Shal (Chintapalli et al., 2007). El 92% de la poblacion UAS-ShalL371D/Sgs3-GAL4 es
viable (dato no mostrado). Asimismo, las mocas con genotipo UAS-Shali/Sgs3-GAL4 son
viables (dato no mostrado). La induccion de la expresion de la dominante negativa
ShalL371D en un tejido carente de canales Shal enddégenos no afecta la viabilidad de D.

melanogaster.

7.3 Establecimiento de una linea experimental para evaluar la formaciéon de la

memoria olfativa en D. melanogaster.

Como parte final de este trabajo evaluamos la inhibicidon de los canales Shal del
CF. Esta estructura neuronal nos interesé porque tiene una participacion importante en
los procesos de aprendizaje y de memoria olfativa (Davis, 2005; Gasque et al., 2006;

Heinsenberg, 2003; Keene & Wadell, 2007; McGuire et al., 2005). Con las herramientas que
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generamos en este trabajo, podremos evaluar, en un futuro, la participacion de los

canales Shal en procesos cognitivos.

En el laboratorio se cuenta con la linea de moscas 7A2-GAL4 que dirige la
expresion del factor Gal4 al CF. La progenie de la clase UAS-ShalL371DY/7A2-GAL4; UAS-
chameleon/+ muestra semiletalidad en machos comparada con las clases control (Tabla

12 y Fig. 20).

De igual forma, se indujo la expresidon del RNAi Shali especificamente en el CF de la
mosca para corroborar el resultado obtenido con la dominante negativa ShalL371D. Las
clases experimentales de esta cruza UAS-dcr2/7A2-GAL4; UAS-Shali/UAS-chameleony 7A2-
GAL4/CyO; UAS-Shali/UAS-chameleon sobreviven igual que las clases control, lo que nos
indica que la inhibicion de la expresion de los mMRNA de los canales Shal en el CF no es
letal (Fig. 21 y Anexo 10.7). La inhibicidn de la expresion de los mRNA de los canales Shal
en el CF de la mosca, mediante el RNAiI Shali no causo letalidad como la observada

cuando utilizamos la dominante negativa ShalL371D.

El CF se ha estudiado ampliamente por su papel en el proceso de aprendizaje
asociativo. Recientemente se reportd que también participa en procesos de
comportamiento de larva como la alimentacion y en la locomocién. Por consiguiente el
CF est& involucrado en la viabilidad de las larvas. El gen RanBPM que codifica para la
“ran-binding protein in the microtubule organizing center", es altamente expresado en las
células del CF y se requiere en el SN para la modulacion de la locomocién inducida por la
luz y para el comportamiento de alimentacion y crecimiento (Scantlebury et al., 2010).
Nuestros datos indican que los canales Shal del CF podrian participar en procesos
fundamentales para la supervivencia de la larva o el adulto por la semiletalidad

observada en machos por la expresion de la Kva ShalL371D en el CF (Fig. 20).

El papel de la Ia en el proceso de memoria en mamiferos ha sido complicado de
caracterizar debido a que la Ia estd codificada por multiples genes. Por ejemplo,
sabemos que la Ia en las neuronas piramidales de la corteza visual de raton esta
codificada por, al menos, tres canales de Kv, dos de la subfamilia Shal (Kv4.2 y Kv4.3) y uno
de la subfamilia Shaker (Kv1.4, Norris & Nerbonne, 2010). Por otra parte, no existen
herramientas farmacoldgicas lo suficientemente especificas para abolir en su totalidad a
la Ia. Por ejemplo, aun las toxinas especificas para los canales Shal, como las Phrixotoxinas

(PaTx1 y PaTx2), son incapaces de bloquear completamente a las corrientes de Shal/Kv4
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expresadas heterblogamente en ovocitos de X. laevis o en neuronas (Gasque et al., 2005;
Ryglewski & Duch, 2009). Aun el uso de mutaciones ha mostrado poca eficacia para
eliminar a la Ia en mamiferos, debido a la redundancia funcional sustentada en multiples
genes que codifican para esta corriente, y/6 al remodelado eléctrico que ocurre por la
homeostasis celular intrinseca (Chen et al., 2006; MacLean et al., 2003; Malin & Nerbonne,

2001; Nerbonne et al., 2008; Norris & Nerbonne, 2010).

En D. melanogaster, solamente dos genes codifican para la Ia en el CF, Shaker y
Shal, mientras que los modelos de mamiferos utilizados hasta la fecha contienen multiples
genes de estas subfamilias. Por otra parte, los canales Shaker de D. melanogaster son los
responsables de dar origen al componente mayoritario de la Ia en los muasculos mientras
gue en las neuronas se encuentran restringidos a los axones y a las terminales nerviosas
(Broadie & Bate, 1993; Rogero et al., 1997; Salkoff et al., 1992; Solc et al., 1987; Ueda & Wu,
2006; Wei et al., 1990). En contraste, los canales Shal se localizan exclusivamente en las
regiones somatodendriticas de las neuronas y son los responsables de producir al
componente mayoritario de la Ia en los somas de casi la totalidad de las neuronas de D.
melanogaster (Bergquist et al., 2010; Diao et al., 2010; Gasque et al., 2005; Solc et al., 1987;
Tsunoda & Salkoff, 1995). Ademas de estas diferencias en los patrones de expresion y
localizacién subcelular entre los canales Shaker y Shal, estos también presentan diferentes
propiedades biofisicas. Entre las mas notables estan la inactivacion rapida claramente
dependiente de voltaje que presentan los canales Shaker, mientras que la inactivacion
de los canales Shal, es usualmente independiente de voltaje aun cuando cambia de
célula a célula. De igual forma, el rango de activacion por voltaje de los canales Shal es
significativamente mas negativo. Ademas, los canales Shal, a diferencia de los canales
Shaker, estan altamente conservados entre distintas especies con respecto a su
secuencia, localizacion subcelular, y propiedades biofisicas (Broadie & Bate, 1993;

Gasque et al., 2005; Solc et al., 1987; Tsunoda & Salkoff, 1995).

En conjunto, todas las observaciones arriba mencionadas apoyan nuestra
propuesta de utlizar a D. melanogaster como un modelo para el estudio y
caracterizacion de los canales Kv en el aprendizaje y la memoria. Con base en los
resultados obtenidos podemos concluir que la Kva Shall371D es una herramienta
molecular que nos permitira inhibir la expresion funcional de canales Shal nativos del CF y
de esta forma ahondar en el papel fisiolégico que desempefan en la formaciéon de la

memoria olfativa de D. melanogaster.
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8. Conclusiones.

8.1. De la expresion heterdloga de las Kva Shal en ovocitos de X. laevis podemos concluir:

La expresion de la Kva wt es la correcta con base en parametros biofisico.

La Kva ShalL371D actua como una Kvo dominante negativa porque:

La conduccién de iones K* se inhibe cuando expresamos unicamente a la Kva

ShalL371D.

La coexpresion de la Kvao ShalL371D junto con Kva wt provoca una disminucion

significativa de la densidad de la Ia.

Se requieren voltajes muy positivos para la activacion de los canales wt en

presencia de la Kva. ShalL371D.

Existe un incremento de canales wt inactivados cuando la Kva Shall371D esta

presente.

8.2 De la evaluacion de la linea UAS-ShalL371DY” podemos concluir:

La induccioén de la expresion ubicua de la Kva ShalL371D causa letalidad.

La inhibicion de los canales Shal neuronales mediante la induccion de la expresion
de la Kva ShalL371D causa letalidad, a diferencia de la inhibicion del mRNA de los
canales.

La induccion de la expresion de la Kva ShalLl371D utilizando el driver Mef2-GAL4

causa letalidad.

8.3 La induccion de la expresion de la Kva ShalL371D en el CF causa semiletalidad en

machos, no asi la disminucién de la expresidon de los canales wt por el método de RNA..

Obtuvimos progenie viable que porta la insercion UAS-ShalL371D'” junto con el driver 7A2-

GAL4. Esto nos permitira tener animales donde podremos evaluar el papel de los canales

Shal en procesos cognitivos.

8.4 Ademas, la Kva ShalL371D es una herramienta molecular que nos permitira evaluar el

papel fisioloégico de los canales Shal enddégenos de diversos tejidos o grupos celulares de

D. melanogaster.
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9. Perspectivas.

El desarrollo de una herramienta molecular como la dominante negativa ShalL371D
permite el estudio del papel fisiol6gico de los canales Shal en diferentes areas. Para fines
practicos, las perspectivas son a corto plazo y se centran en la continuacion de este
trabajo. En cuanto a la expresion de los canales Shal en el sistema heterdlogo, falta
concluir con evidencia experimental que la naturaleza de los canales Kv sea realmente
de la subfamilia Shal. Por eso, se propone inhibirlos especificamente utilizando
herramientas farmacoldgicas especificas contra los canales Shal como las Phrixotoxinas

(Gasque et al., 2005).

En el presente trabajo no coexpresamos a la proteina Hk y/6 SIDL junto con las Kva
Shal, por lo que seria interesante en un futuro, coexpresar a ambas subunidades en
ovocitos de X. laevis para evaluar la posible modulaciéon de la regulaciéon y distribucion
subcelular de los canales Shal por estas proteinas. De esta manera, descartar la
posibilidad de que la Kva ShalL371D esté interfiriendo en el transporte hacia la membrana
celular de los canales wt a través de obstruir la interaccion de los canales wt con las Kvf

(Chouninard et al., 1995; Diao et al., 2010; Wang & Wu, 1996; Yao & Wu, 1999).

Los ensayos de viabilidad realizados se centran en la etapa adulta de la mosca,
por lo que, se pueden realizar ensayos genéticos mas precisos controlando la induccién o
inhibicidn de la expresion del factor Gal4 por lo tanto condicionando la expresion de la
dominante negativa ShalL371D. Para determinar las etapas del desarrollo de la mosca en

la que la falta de los canales Shal produce letalidad.

Para determinar si la Kva ShalL371D esta actuando como una dominante negativa
in vivo, se podria utilizar la progenie viable con genotipo UAS-ShalL371D"/7A2-GAL4; UAS-
chameleon/+, que en teoria se induce la expresion de la dominante negativa ShalL371D
en el CF, para realizar cultivos primarios de cerebro o del CF. Para determinar si la Kva
ShalL371D tiene un efecto sobre las I|a totales se pueden obtener registros
electrofisiolégicos de estas células. La expresidon de la proteina Chameleon podria tener
dos funciones, i) la de marcador de las células del CF al detectarlas por fluorescenciay ii)
sensor de los niveles de Ca?* intracelular en células que expresan a la Kva dominante
negativa ShalL371D, antes y después de un entrenamiento para evaluar el aprendizaje y

la memoria olfativa en la mosca.
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Los ensayos de viabilidad realizados en este trabajo son una forma indirecta de
evaluar la inhibiciéon de la expresidn de los canales Shal. Sin embargo, para confirmar que
el fenotipo de letalidad observado se debe a |la falta de expresidn de los canales Shal es
necesario determinar los niveles de mRNA del gen Shal por ensayos tipo Northern y/6 RT-
PCR cuantitativo y de la proteina por ensayos tipo Western Blot 6 de inmunofluorescencia.

Sin embargo aun no contamos con anticuerpos contra las Kva Shal.

En el laboratorio se cuenta con las herramientas moleculares para generar Kva wt y
mutantes con etiquetas para su identificacion y localizaciéon. Con esto, se lograria
realmente saber si las dos Kva (wt y ShalL371D) estan interaccionando fisicamente y para
determinar si su localizacion subcelular se modifica en los procesos de aprendizaje y

memoria olfativa.
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10. Anexos.

10.1 Induccién de la inhibiciéon ubicua de los canales Shal mediante el RNAi Shali.

Realizamos tres cruzas independientes con individuos con el genotipo UAS-
dcr2/CyQO; UAS-Shali/MKRS con moscas de la linea Act5C-GAL4/CyO. En el Esquema 13 se
muestran las ocho clases esperadas para esta cruza, dos de ellas no son viables porque
heredan, de manera homdciga, al marcador CyO; dos clases correspondieron a las
clases experimentales al heredar tanto la insercion del factor Gal4 como la insercion UAS-
Shali; y las cuatro restantes son clases control. Cuantificamos 718 moscas adultas viables,
361 hembras y 357 machos. De las clases experimentales, UAS-dcr2/Act5C-GAL4; UAS-
Shali/+ y Act5C-GAL4/CyO; UAS-Shali/+, solo eclosionaron dos moscas adultas por lo que
podemos concluir que la inhibicibn del mRNA de los canales Shal con el RNAiI causa

letalidad. Estos resultados se muestran en la Tabla 13 y en |la Figura 22.

Esquema de la cruza realizada para evaluar la expresidon ubicua del

Esquema 13 RNAI Shali contra los mRNA de los canales Shal.

Dos clases heredaron ambos componentes del sistema de expresion bipartito Gal4-UAS (clases
experimentales, en negritas).

Machos Hembras virgenes
UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS X ACt5C-GAL4/CyO
Alelos y/6 cromosomas Act5C-GAL4; + CyO; +
UAS-dcr2; UAS-Shali UAS-dcr2/Act5C-GAL4; UAS-Shali/+ UAS-dcr2/CyQO; UAS-Shali/+
UAS-dcr2; MRKS Act5C-GAL4/UAS-dcr2; MKRS/+ UAS-dcr2/CyO; MKRS/+
CyO; UAS-Shali Act5C-GAL4/CyO; UAS-Shali/+ LETAL
CyO; MKRS Act5C-GAL4/CyO; MKRS/+ LETAL
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La expresidon generalizada del RNAI contra los mRNA de los canales Shal

Tabla 13 ocasiona un fenotipo de letalidad en D. melanogaster.
Genotipo Sexo Observado Promedio observado / Fr;ao(;(ggg
P / Total Promedio esperado :
eclosionadas
':_;' 1/361 0.33+£0.33/30+1.26* 0.01 £0.01*
Act5C-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/+
¥ 1/357 | 0.33+0.33/29.67+1.08* | 0.01+0.01*
':_;' 89/ 361 29.67 +2.03/30+1.26 0.99 £ 0.05
Act5C-GAL4/UAS-dcr2; MKRS/+
(J | 89/357 | 29.67+1.86/29.67+1.08 1+0.03
';_3 07361 0/30+1.26* 0*
Act5C-GAL4/CyO; UAS-Shali/+
J | ors7 0/29.67+1.08* 0*
';;' 101/ 361 33.67+0.88/30+1.26 1.13+£0.07
Act5C-GAL4/CyO; MKRS/+
(J | 89/357 | 29.67+0.33/29.67+1.08 1+0.04
';;' 84/ 361 28+1.73/30+1.26 0.93+£0.03
UAS-dcr2/CyQO; UAS-Shali/+
(J | 927357 | 30.67+384/2067+1.08 | 1.03+0.1
':_;' 86/ 361 28.67+2.73/30+1.26 0.95+0.05
UAS-dcr2/CyO; MKRS/+
Cf 86 /357 28.67 +2.03/ 29.67 +1.08 0.97 £0.08
Q 07361 0/30+1.26* 0*
CyO/CyO; UAS-Shali/+
(V| o357 0/29.67+1.08* 0*
Q 07361 0/30+1.26* 0*
CyO/CyO; MKRS/+
J | ors7 0/29.67+1.08* 0*

Se esperaba un promedio de 30 + 1.26 hembras y 29.67 + 1.08 machos para cada clase. * p < 0.001,

n=3 cruzas independientes.
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I Hembras
] Machos

Act5C-GAL4/CyO; MKRS/+

|

UAS-dcr2/CyO; MKRS/+

Acl5C-GAL4/UAS-dcr2; MKRS/+

UAS-dcr2/CyQ; UAS-Shalif+

Act5C-GAL4/CyO; UAS-Shali/+

Act5C-GAL4/UAS-der2; UAS-Shali/+

| —-—
*

CyO/CyO:; UAS-Shali/+

CyO/CyO; MKRS/+

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Fracerian da Macrne Felacinnndas

Figura 22. La inhibicién de la expresion de los mRNA de los canales Shal causa letalidad. En la
grafica se muestra la fraccidn de moscas eclosionadas para cada clase resultante de la cruza de
individuos con genotipo UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS con moscas de la linea Act5C-GAL4/CyO,
tanto para hembras (barras negras) como para machos (barras blancas). No se observd progenie
de las clases experimentales UAS-dcr2/Act5C-GAL4; UAS-Shali/+ y Act5C-GAL4/CyO; UAS-Shali/+.
Las barras representan el valor promedio + E.E.M. *p<0.001, n=3 cruzas independientes.

10.2 Induccion de la expresion ubicua de los RNAI contra los mRNA de los canales
Shab.

Evaluamos la viabilidad de la progenie resultante de la cruza de moscas de la linea
UAS-Shabi® con moscas de la linea Act5C-GAL4. En el Esquema 14 se muestran los
genotipos de las ocho clases esperadas de esta cruza. De las ocho clases esperadas, dos
fueron letales por heredar al marcador CyO en doble dosis génica, cuatro de las clases
heredaron el sistema de expresidon incompleto por lo tanto se consideraron clases control,
las dos clases restantes fueron las clases experimentales de la cruza ya que heredaron
tanto la insercion UAS-Shabil® como la del factor Gal4. Contabilizamos un total de 601
moscas de |la progenie de tres cruzas independientes (n=3), 322 hembras y 279 machos.
En la grafica de la Figura 23, se muestran los valores de la fraccibn de moscas
eclosionadas de las clases experimentales (UAS-Shabi®/Act5C-GAL4; UAS-dcr2/+ y UAS-
Shabi®/Act5C-GAL4; MKRS/+), los cuales no presentan diferencia estadistica significativa
con respecto a los valores de las clases control. Por lo tanto, concluimos que la inhibicidon
generalizada de los mRNA de los canales Shab no afecta la viabilidad de D.

melanogaster.
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Esquema de cruza de individuos con el genotipo UAS-Shabit0/CyO; UAS-dcr2

Esquema 14 \ikrs con individuos de la linea ACt5C-GAL4/CyO.

Dos de las clases esperadas heredaron ambos componentes del sistema de expresion Gal4-UAS (clases
experimentales, en negritas).

Machos Hembras virgenes
UAS-Shabi[10]/CyO; UAS-dcr2/MKRS X actsC-Gal4/acts5C-Gal4; +/+
Alelos y/6 cromosomas Act5C-GAL4; + CyO; +

UAS-Shabil0; UAS-dcr2 UAS-Shabil%/Act5C-GAL4; UAS-dcr2/+ UAS-Shabil®/CyO;UAS-dcr2/+

UAS-Shabi0; MKRS UAS-Shabil%/Act5C-GAL4; MKRS/+ UAS-Shabil®/CyO; MKRS/+
CyO; UAS-dcr2 Act5C-GAL4/CyO; UAS-dcr2/+ LETAL
CyO; MKRS Act5C-GAL4/CyO; MKRS/+ LETAL

EE Hembras
Machos

UAS-Shabi'®/CyO; MKRS/+

il

Act5C-GAL4/CyO; MKRS/+

I

UAS-Shabi'®/CyO: UAS-dcr2/+

Act5C-GAL4/CyO; UAS-dcr2/+

Act5C-GAL4/UAS-Shabi'®: MKRS/+

Act5C-GAL4/UAS-Shabi'®; UAS-dcr2/+

CyQ/CyO; UAS-dcr2/+

*

CyO/CyO; MKRS/+

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

FrarriAn da Macrace Frlacianadac

Figura 23. La expresidn ubicua del RNAi Shabit0 contra los mRNA de los canales Shab no afecta la
viabilidad de D. melanogaster. En la grafica se muestran los valores de la fraccibn de moscas
eclosionadas tanto para hembras (barras negras) como para machos (barras blancas) de las
clases resultantes de la cruza de individuos con genotipo UAS-Shabilo/CyO; UAS-dcr2/MKRS con
moscas de la linea Act5C-GAL4/CyO. Las barras representan el promedio + E.E.M. *p <0.001, n=3
cruzas independientes.
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Viabilidad de las clases experimentales con el genotipo UAS-Shabil0/Act5C-

Tablal4 A 4 UAS-der2/+ y UAS-Shabit/Act5C-GALA; MKRS/+.

La expresidon ubicua del RNAI Shabi contra los mMRNA de los canales Shab no afecta la viabilidad en D.
melanogaster.

. Observado Promedio observado / Fraccion
Genotipo Sexo . moscas
/ Total Promedio esperado :
eclosionadas
':_;_:" 73/ 322 24.33+3.76 /24.93 £ 2.36 0.97 £ 0.07

UAS-Shabil%/Act5C-GAL4; UAS-dcr2/+

Cj’ 68 /279 22.67 +£3.38/26.33+£4.18 0.87 +0.08

| 69/322 | 23.00£321/2493+236 | 0.92+0.05
UAS-Shabit/Act5C-GAL4; MKRS/+

(f | 787279 | 26.00+3.51/26.33x4.18 1+0.04

Q | 717322 | 2367+1.2/24.93+236 | 0.96+0.04

Act5C-GAL4/CyO; UAS-dcr2/+
C‘f 71/ 279 23.67 £3.18/26.33 +4.18 0.91 +0.04

T 771322 25.67 + 0.67 / 24.93 £ 2.36 1.04 £ 0.07
Act5C-GAL4/CyO; MKRS/+

(f | 777279 | 2567+3.48/2633+4.18 | 0.98+0.03

v 72/ 322 24.00 £ 3.06/ 24.93 + 2.36 0.96 + 0.03
UAS-Shabil®/CyO; UAS-dcr2/+

(V| 817279 | 27.00+6.03/26.33+4.18 | 1.01x0.07

x 857322 28.33+3.84/2493+2.36 1.13+£0.05

UAS-Shabil®/CyO; MKRS/+
Oﬂ 88/ 279 29.33+5.04/26.33+4.18 1.11 £ 0.02

@) 0/322 0/24.93+236* 0+
CyO/CyO; UAS-dc2r/+
| or2r 0/26.33+4.18* 0*
@) 0/322 0/24.93+236* 0+
CyO/CyO; MKRS/+
| ors219 0/26.33%4.18* 0*

Para cada clase se esperaban, en promedio, 24.93 + 2.36 hembras y 26.33 + 4.18 machos. *p < 0.001, n=3
cruzas independientes.

Realizamos tres cruzas independientes (n=3) de individuos con genotipo UAS-

ShabiC2VT1/UAS-ShabiC2VT1; UAS-dcr2/MKRS con moscas de la linea Act5C-GAL4/CyO.
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De esta cruza se esperaban cuatro clases, dos clases experimentales y dos clases control,
en el Esquema 15 se muestran los genotipos de las clases esperadas para esta cruza. De
las tres cruzas independientes, se contaron un total de 495 individuos de los cuales 261
fueron hembras y 234 machos. Nuestros resultados indican que la expresion ubicua del
RNAIi ShabiC2VT1 no es letal, dado que, los valores obtenidos para cada una de las clases

esperadas en esta cruza fueron estadisticamente similares (Fig. 24 y Tabla 15).

Clases esperadas de la cruza de moscas UAS-ShabiC2VT1/UAS-

Esquema 15 ShabiC2VT1; UAS-dcr2/MKRS con moscas actsC-Gal4/CyO.

De las clases esperadas, dos heredaron la insercion UAS-ShabiC2VT1 junto con la del factor Gal4 y solo una de
ellas la insercion codificante para la proteina Dicer-2 (consideradas clases experimentales, en negritas); las
clases control fueron las que no heredaron la insercion Act5C-GAL4.

Machos Hembras virgenes
UAS-ShabiC2VT1/UAS-ShabiC2VT1; UAS-dcr2/MKRS X Act5C-GAL4/CyO
Alelos y/6 cromosomas Act5C-GAL4; + CyO; +
UAS-ShabiC2VT1; UAS-dcr2 UAS-ShabiC2VT1/Act5C-GAL4; UAS-dcr2/+ UAS-ShabiC2VT1/CyO; UAS-dcr2/+
UAS-ShabiC2VT1; MKRS UAS-ShabiC2VT1/Act5C-GAL4; MKRS/+ UAS-ShabiC2VT1/CyO; MKRS/+

I Hembras
Machos

UAS-ShabiC2VTI/CyO; MKRS/+

UAS-ShabiC2VT1/CyO; UAS-dcr2/+

UAS-ShabiC2VT1 /Act5C-GAL4: MKRS/+

UAS-ShabiC2VT1/Act5C-GAL4; UAS-dcr2/+

00 02 04 06 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6
Fraccion de Moscas Eclosionadas

Figura 24. La expresion ubicua del RNAi C2VT1 contra los mRNA de los canales Shab no afecta la
viabilidad de D. melanogaster. Realizamos tres cruzas independientes de moscas con los
genotipos UAS-ShabiC2VT1/UAS-ShabiC2VT1; UAS-dcr2/MKRS y Act5C-GAL4/CyO para evaluar si la
expresion generalizada del RNAI ShabiC2VT1. Las cuatro clases resultantes fueron viables. Las
barras representan (blancas: hembras y negras: machos) el promedio + E.E.M.
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Viabiidad de Ila progenie resultante de la cruza de moscas UAS-

Tabla 15 ShabiC2VT1/UAS-ShabiC2VT1; UAS-dcr2/MKRS con moscas Act5C-GAL4/CyO.
. Observado Promedio observado / Fraccion
Genotipo Sexo . moscas
/ Total Promedio esperado :
Eclosionadas
';_:' 80/ 261 26.67 £ 4.26 /20 +0.68 1.35+0.44
UAS-ShabiC2VT1/Act5C-GAL4; UAS-dcr2/+

(f | 637234 21+1.15/19+1.35 1.15+0.27

¥ 47/ 261 15.67 +2.91/ 20+ 0.68 0.78£0.23
UAS-ShabiC2VT1/Act5C-GAL4; MKRS/+

Cjﬂ 40/ 234 13.33+4.48/19+1.35 0.69+0.32

78/ 261 26 £1.15/ 20+ 0.68 1.30 £ 0.09
UAS-ShabiC2VT1/CyO; UAS-dcr2/+

Cjﬂ 74/ 234 24.67+£0.88/19+1.35 1.33£0.13

':_E 56 / 261 18.67 +3.18/20+0.68 0.94+£0.28
UAS-ShabiC2VT1/CyO; MKRS/+
(f | s57/234 19+1/19+1.35 1.04+0.22
Se esperaban en promedio 20 + 0.68 hembras y 19 + 1.35 machos de cada clase. n=3 cruzas

independientes.

Seleccionamos individuos con el genotipo UAS-dcr2/CyO; UAS-ShabiC3LT3/MKRS
para cruzarlas con individuos con genotipo Act5C-GAL4/Act5C-GAL4. En el Esquema 16
se enlistan las cuatro clases esperadas para esta cruza. De la progenie resultante de tres
cruzas independiente, contamos 548 hembras y 423 machos, dando un total de 971
mosca. Con los valores de la fraccion de moscas eclosionadas para cada clase se

construyo la grafica de la Figura 25.
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Clases esperadas de la cruza de moscas con el genotipo UAS-dcr2/CyO0O;

Esquema 16 5s shabiC3LT3/MKRS y moscas con genotipo ACtsC-GALA/ACIEC-GALA.

Las clases experimentales (en negritas) heredaron tanto la insercion del RNAi como la del factor Gal4
pero solo una de ellas también heredo la insercion que codifica para la proteina Dicer-2, las demas
clases se consideraron clases control de la misma cruza.

Machos Hembras virgenes
UAS-dcr2/CyO; UAS-ShabiC3LT3/MKRS X actsC-Gal4/act5C-Gald
Alelos y/6 cromosomas Act5C-Gal4; +
UAS-dcr2; UAS-ShabiC3LT3 UAS-dcr2/Act5C-GAL4; UAS-ShabiC3LT3/+
UAS-dcr2; MKRS UAS-dcr2/Act5C-GAL4; MKRS/+
CyO; UAS-ShabiC3LT3 Act5C-GAL4/CyO; UAS-ShabiC3LT3/+
CyO; MKRS Act5C-GAL4/CyO; MKRS/+

I Hembras
| Machos

Act5C-GAL4/CyO; MKRS/+

Act5C-GAL4/CyO; UAS-ShabiC3LT3/+

Act5C-GAL4/UAS-dcr2; MKRS/+

Act5C-GAL4/UAS-dcr2; UAS-ShabiC3LT3/+

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Fraceién de Moseas Felasionadas

Figura 25. La expresion ubicua del RNAi C3LT3 contra los mRNA de los canales Shab no afecta la
viabilidad de D. melanogaster. En la grafica se muestra los valores promedio de la fraccion de
moscas eclosionadas tanto para hembras (barras negras) como machos (barras blancas) de las
cuatro clases resultantes de la cruza de individuos con el genotipo UAS-dcr2/CyO; UAS-
ShabiC3LT3/MKRS con moscas con genotipo Act5C-GAL4/Act5C-GAL4. Las barras representan el
promedio + D.E.M. n=3 cruzas independientes.
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Viabilidad de la progenie resultante de la cruza de moscas UAS-dcr2/CyQO; UAS-

Tabla 16 ShabiC3LT3/MKRS con moscas Act5C-GAL4/Act5C-GAL4.
. Observado Promedio observado / Fraccion
Genotipo Sexo . moscas
/ Total Promedio esperado :
eclosionadas
Q | 105/548 35+ 0.58/ 49.22 + 1.85 0.72+0.06
UAS-dcr2/Act5C-GAL4; UAS-ShabiC3LT3/+

(V| 75/423 25+ 1.73/ 38,67 + 2.34 0.66+0.11

;}‘ 139/ 548 46.33+2.6/49.22 +1.85 0.95 +0.07

UAS-dcr2/Act5C-GAL4; MKRS/+
o} 96 /423 32+1.53/3867+2.34 0.84 +0.06

';}‘ 158/548 | 5267+0.67/4922+185 | 1.08+0.05

Act5C-GAL4/CyO; UAS-ShabiC3LT3/+
(J | 1317423 | 4367+285/3867+234 | 1.14%0.02

';}‘ 146 /548 | 48.67+3.84/49.22+1.85 1.0+0.04

ACt5C-GAL4/CyO; MKRS/+
(J | 1217423 | 40.33+3.18/3867+234 | 1.05%0.10

Las clases experimentales (en negritas) de la cruza fueron viables y no se observa diferencia estadistica
significativa con las clases control. n=3 cruzas independientes. Para cada clase se esperaban 49.22 + 1.85
hembras y 38.67 + 2.34 machos. Promedio + D.E.M.

10.3 Induccion de la expresion del RNAIi Shali en el SN de D. melanogaster.

Los genotipos de los individuos para esta cruza fueron UAS-dcr2/CyO; UAS-
Shali/MKRS y individuos elav-GAL4/elav-GAL4, realizamos tres cruzas independientes (n=3).
De esta cruza se obtuvieron ocho clases, las cuales se enlistan en el Esquema 17. Cuatro
de las clases corresponden a clases experimentales y las otras cuatro a clases control.
Cuantificamos 801 hembras y 746 machos, dando un total de 1547 individuos (Tabla 17).
Nuestros datos indican que la inhibicion de los mRNA de los canales Shal, mediante el uso

del RNAI Shali, en las neuronas de D. melanogaster no afecta la viabilidad de las moscas

(Fig. 26).
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Cruza de individuos con genotipo UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS con

Esquema 17 moscas de genotipo elav-GAL4/elav-GAL4.

El 50% de las clases esperadas constituyeron las clases experimentales (en negritas).

Machos Hembras virgenes
UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS X elav-GAL4/elav-GAL4
Alelos y/6 cromosomas elav-GAL4; +; +
X; UAS-dcr2; UAS-Shali elav-GAL4/X; UAS-dcr2/+; UAS-Shali/+
Y; UAS-dcr2;UAS-Shali elav-GAL4/Y; UAS-dcr2/+; Shali/+
X;UAS-dcr2; MKRS elav-GAL4/X; UAS-dcr2/+; MKRS/+
Y; UAS-dcr2; MKRS elav-GAL4/Y; UAS-dcr2/+; MKRS/+
X; CyO; UAS-Shali elav-GAL4/X; CyO/+; UAS-Shali/+
Y; CyO; UAS-Shali elav-GAL4/Y; CyO/+; UAS-Shali/+
X; CyO; MKRS elav-GAL4/X; CyO/+; MKRS/+
Y; CyO; MKRS elav-GAL4/Y; CyO/+; MKRS/+
= Hembras
| Machos

elav-GAL4/Y: CyOQ/+: MKRS/+

elav-GAL4/Y: CyO/+: UAS-Shali/+ |

elav-GAL4/Y; UAS-dcr2/+; MKRS /+

elav-GAL4/Y: UAS-dcr2/+: UAS-Shal _;’_

0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

1z "
Frarr~iAn da Macrnace Erlacianadace

Figura 26. La expresion del RNAI contra los mRNA de los canales Shal en el SN de D. melanogaster
no afecta la viabilidad de las moscas. La fraccibn de moscas eclosionadas, para las clase
resultantes de la cruza de moscas con genotipo UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS con moscas elav-
GAl4/elav-GAL4, se muestra en la grafica para moscas hembras (barras negras) y machos (barras
blancas). No se observa diferencia estadistica significativa entre las clases experimentales y las
clases control. Las barras representan el promedio + E.E.M.
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Viabilidad de las moscas que heredan los elementos elav-GAL4 y UAS-

Tabla 17 Shali.
Genotipo Sexo Observado / Promediq observado / Fr::)CSzigsn
Total Promedio esperado eclosionadas
elav-GAL4/X: UAS-dcr2/+: UAS-Shali/+ ';_:' 179/ 801 59. 67 + 9.56 / 69.11 + 12.67 0.87 +0.02
elav-GAL4/Y; UAS-dcr2/+; UAS-Shali/+ C‘j’ 176 / 746 58.67 +9.96 / 63.33 + 10.03 0.92 +0.02
elav-GALA/X: UAS-dor2/+: MKRS/+ f;j 191/ 801 63.67 £12.99/69.11 +12.67 | 0.91+0.05
elav-GAL4/Y; UAS-dcr2/+; MKRS/+ O” 185/ 746 61.67 +9.02 / 63.33 + 10.03 0.98 +0.01
elav-GAL4/X; CyO/+; UAS-Shali/+ ';_:' 209 / 801 69.67 + 11.05 / 69.11 + 12.67 1.02 +0.03
elav-GAL4/Y; CyO/+; UAS-Shali/+ C,” 181/ 746 60.33 + 8.67 / 63.33 + 10.03 0.96 + 0.02
elav-GAL4/X; CyO/+; MKRS/+ I;EI 222 /801 74 +13.05/69.11 + 12.67 1.07 £ 0.02
elav-GAL4/Y; CyO/+; MKRS/+ O” 204 / 746 68 + 12.42 / 63.33 + 10.03 1.06 + 0.03
Para cada clase se esperaban 69.11 + 12.67 hembras y 63.33 + 10.03 machos. n=3 cruzas

independientes.

10.4 Inhibicién de los mMRNA de los canales Shab en el SN de D. melanogaster.

Realizamos tres cruzas independientes de moscas con genotipo UAS-Shabi?/CyO;

UAS-dcr2/MKRS con moscas con genotipo elav-GAL4/elav-GAL4.

De

la cruza

esperdbamos ocho clases, cuatro de ellas heredaron tanto la insercidon UAS-Shabi® como

la del factor Gal4 (clases experimentales), las cuatro clases restantes son las clases de

control (Esquema 18). Cuantificamos un total de 1693 individuos, 931 hembras y 762

machos. Los valores promedio para cada una de las clases esperadas no muestran

diferencias estadisticas significativas aun en presencia de la proteina Dicer-2 (Fig. 27 y

Tabla 18).

95



Clases esperadas de la cruza de moscas con la insercion de UAS-

Esquema 18 Shabil® con moscas de la linea elav-GAL4.

Machos Hembras virgenes
UAS-Shabil?/CyO; UAS-dcr2/MKRS X elav-GAL4/elav-GAL4; +/+
Alelos y/6 cromosomas elav-GAL4; +; +
X; UAS-Shabil9; UAS-dcr2+ elav-GAL4/X; UAS-Shabilo/+; UAS-dcr2/+
Y; UAS-Shabil%; UAS-dcr2 elav-GAL4/Y; UAS-Shabio/+; UAS-dcr2/+
X; UAS-Shabit0; MKRS elav-GAL4/X; UAS-Shabil%/+; MKRS/+
Y; UAS-Shab1%; MKRS elav-GAL4/Y; UAS-Shabio/+; MKRS/+
X; CyO; UAS-dcr2 elav-GAL4/X; CyO/+; UAS-dcr2/+
Y; CyO; UAS-dcr2 elav-GAL4/Y; CyO/+; UAS-dcr2/+
X; CyO; MKRS elav-GAL4/X; CyO/+; MKRS/+
Y; CyO; MKRS elav-GAL4/Y; CyO/+; MKRS/+

EE Hembras
Machos

elav-GAL4/Y: CyO/+: MKRS/+
elav-GAL4/X: CyO/+: MKRS/+

elav-GAL4/Y; CyO/+; UAS-dcr2/+

elav-GAL4/X;: CyO/+; UAS-dcr2/+
elav-GAL4/Y: UAS-Shab'’/+: MKRS/+
elav-GAL4/X: UAS-Shabi'®/+;: MKRS/+

elav-GAL4/Y; UAS-Shabi'®/+; UAS-dcr2/+

elav-GAL4/X; UAS-Shabi'®/+; UAS-dcr2/+

0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Fraccién de Moscas Eclosionadas

Figura 27. La inhibiciéon de los mRNA de los canales Shab neuronales no afecta la viabilidad D.
melanogaster. Grafica de la fraccidon de moscas eclosionadas para las ocho clases esperadas de
la cruza de moscas con genotipo UAS-Shabil0/CyO; UAS-dcr2/MKRS con moscas elav-GAL4/elav-
GAL4, las cuales no muestran diferencia estadistica significativa. Las barras representan el
promedio, de moscas hembras (barras negras) y machos (barras blancas) respectivamente, +
E.E.M., de cada clase. n=3 cruzas independientes.
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La viabilidad de D. melanogaster no se ve afectada por la inhibicion de

Tabla 18 los mMRNA de los canales Shab neuronales.
Genotipo Sexo Ob/servado Promediq observado / Fr:]aoitgg:

Total Promedio esperado eclosionadas
elav-GAL4/X; UAS-Shabilo/+; UAS-dcr2/+ L;;" 2107931 70+11.02/80.11+11.61 0.87£0.03
elav-GAL4/Y; UAS-Shabito/+; UAS-dcr2/+ C‘f 184/ 762 61.33+4.26/64.22+4.7 0.96 + 0.04
elav-GAL4/X; UAS-Shabilo/+; MKRS/+ L;_:' 226 /931 75.33+11.33/80.11 +11.61 0.94 +£0.03
elav-GAL4/Y; UAS-Shabilo/+; MKRS/+ C‘f 184 /762 61.33+3.18/64.22+4.7 0.96 £ 0.05
elav-GAL4/X; CyO/+; UAS-dcr2/+ L;;" 242 /931 80.67 +11.61/80.11 + 11.61 1.01+0.02
elav-GAL4/Y; CyO/+; UAS-dcr2/+ C‘f 189/ 762 63+7.37/64.22+4.7 0.97 £0.04
elav-GAL4/X; CyO/+; MKRS/+ L;_:' 2537931 84.33+12.12/80.11 + 11.61 1.05+0.01
elav-GAL4/Y; CyO/+; MKRS/+ C‘f 205/ 762 68.33+5.61/64.22+4.7 1.06 £ 0.05

Para cada clase se esperaban 60.11 + 11.61 hembrasy 64.22 + 4.7 machos. n=3 cruzas independientes.

10.5 inducciodn de la expresion del RNAI Shali en los musculos de D. melanogaster.

Realizamos tres cruzas independientes (n=3) de individuos con genotipo UAS-

dcr2/CyQO; UAS-Shali/MKRS y moscas con genotipo Mef2-GAL4/Mef2-Gal4. De la cruza

esperdbamos cuatro clases, dos de las cuales heredaron las inserciones UAS-Shali y Mef2-

GAL4 (clases experimentales) y las restantes son las clases control (Esquema 19).

Cuantificamos un total de 1197 individuos, 678 hembras y 519 machos. La inhibicion de los

MRNA de los canales Shal musculares causa semiletalidad en D. melanogaster en la clase

que presenta la insercion UAS-dcr-2 con genotipo UAS-dcr2/Mef2-GAL4; UAS-Shali/+, no

asi cuando esta ausente en individuos con genotipo Mef2-GAL4/CyO; UAS-Shali/+ (Fig. 28

y Tabla 19).
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Clases esperadas de la cruza para inducir la inhibiciobn de canales Shal

Esquema 19 musculares de la mosca mediante el RNAI Shali.

Machos Hembras virgenes
UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS X Mef2-GAL4/Mef2-GAL4
Alelos y/6 cromosomas Mef2-GAL4; +
UAS-dcr2; UAS-Shali Mef2-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/+
UAS-dcr2; MKRS Mef2-GAL4/UAS-dcr2; MKRS/+
CyO; UAS-Shali Mef2-GAL4/CyO; UAS-Shali/+
CyO; MKRS Mef2-GAL4/CyQO; MKRS/+
Tabla 19 Viabilidad de las clases experimentales y control resultantes de la cruza de

moscas UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS con moscas Mef2-GAL4/Mef2-GAL4.

. Observado Promedio observado / Fraccion
Genotipo Sexo . moscas
/ Total Promedio esperado :
eclosionadas
Q| 9s/e78 31+ 14.47 / 28 + 20.86 0.43£0.11*
Mef2-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/+
(f | 19/519 6.33+328/2389+1678 | 0.09+0.05*
';_:‘ 184/ 678 61.33 + 20.33 / 28 + 20.86 0.93+0.02
Mef2-GAL4/UAS-dcr2; MKRS/+
f | 1837519 61+22.72 /2389 +16.78 1.01+0.15
'::F-" 201/ 678 67 + 23.5/ 28 + 20.86 0.99 +0.07
Mef2-GAL4/CyO; UAS-Shali/+
(f | 147/519 49+12.58/23.89 £ 16.78 0.93:+0.08
Q| 2007678 66.67 + 18.85 / 28 + 20.86 1.08+0.08
Mef2-GAL4/CyQO; MKRS/+
f | 1707519 56.67 + 15.6/ 23.89 + 16.78 1.06 + 0.07

Para cada clase esperabamos un promedio de 28 + 20.86 moscas hembras y 23.89 + 16.78 moscas
machos. * p <0.001, n=3 cruzas independientes.
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I Hembras
Machos

Mef2-GAL4/CyO; MKRS/+

Mef2-GAL4/CyO: UAS-Shali/+ |

Mef2-GAL4/UAS-dcr2; MKRS/+

Mef2-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shalif+ | *

0.6 0.8 1.0 1.2

o |
FY

0.0 0.2

Fraccion de Moscas Eclosionadas

Figura 28. Semiletalidad en D. melanogaster inducida por la inhibiciéon de los mRNA de los canales
Shal musculares mediante el RNAI Shali. Fraccidon de moscas eclosionadas de las clases resultantes
de la cruza para inhibir a los mRNA de los canales Shal musculares utiizando a las lineas UAS-
dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS y Mef2-GAL4/Mef2-GAL4. De las cuatro clases, dos son clases
experimentales por que heredaron las inserciones UAS-Shali y Mef2-GAL4, las dos restantes se
consideraron clases control. Las barras (negras: hembras y blancas: machos) representan el
promedio de tres cruzas independientes £ E.E.M. * p < 0.001.

10.6 Induccion de la expresion del RNAi Shabi en los musculos de D.

melanogaster.

Se indujo la inhibicién de los mMRNA de los canales Shab mediante cruzas de
moscas de la linea UAS-Shabi'® con moscas de la linea Mef2-GAL4 (ver Esquema 20). De
tres cruzas independientes se contabilizaron un total de 601 moscas, 322 hembras y 279
machos (Tabla 20). No se observé diferencia estadistica significativa entre las clases
control y las clases experimentales, por lo que la inhibicidn de los canales Shab musculares

no causa letalidad en la mosca (Figura 29).
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Esquema 20

Genotipos de las clases resultantes de la cruza para inducir la inhibicion de los
MRNA de los canales Shab musculares de D. melanogaster.

Machos

UAS-Shabi[10]/CyO; UAS-dcr2/MKRS

Alelos y/6 cromosomas

Hembras virgenes

Mef2-GAL4/Mef2-GAL4

Mef2-GAL4; +

UAS-Shabil0; UAS-dcr2
UAS-Shabi0; MKRS
CyO; UAS-dcr2

CyO; MKRS

UAS-Shabil®/Mef2-GAL4; UAS-dcr2/+

UAS-Shabit®/Mef2-GAL4; MKRS/+

Mef2-GAL4/CyO; UAS-dcr2/+

Mef2-GAL4/CyO; MKRS/+

Viabilidad de la progenie resultante de la cruza para inducir la inhibicién de los

Tabla 20 MRNA de los canales Shab mediante el RNAi Shabi.
. Observado Promedio observado / Fraccion
Genotipo Sexo . moscas
/ Total Promedio esperado :
eclosionadas
'f_;" 74/ 322 24.67 £3.28/ 27.56 + 2.94 0.89 +0.02
UAS-Shabil®/Mef2-GAL4; UAS-dcr2/+
C‘f 59/ 279 19.67 £+ 5.7/ 24.44 + 4.7 0.79+0.11
If;l 82/ 322 27.33+3.48/27.56 +2.94 0.99 + 0.06
UAS-Shabilo/Mef2-GAL4; MKRS/+
O” 68/ 279 22.67+57/24.44+ 4.7 0.92+0.11
Q 84 /322 28 +3.21/27.56 +£2.94 1.02 £ 0.07
Mef2-GAL4/CyO; UAS-dcr2/+
C,” 80/ 279 26.67 + 4.48/ 24.44 + 4.7 1.1+0.09
'f_;" 82/ 322 27.33+2.96/27.56 +2.94 0.99 +0.01
Mef2-GAL4/CyQO; MKRS/+
O" 72/ 279 24 +4.93/ 24.44 + 4.7 0.98 + 0.03

Para cada clase esperabamos un promedio de 27.56 + 2.94 moscas hembras y 24.44 + 4.7 moscas machos.

n=3 cruzas independientes.
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I Hembras
1 Machos

Mef2-GAL4/CyO: MKRS/+

Mef2-GAL4/CyO; UAS-dcr2/+

Mef2-GAL4/UAS-Shabi'®; MKRS/+

Mef2-GAL4/UAS-Shabi'’; UAS-dcr2/+

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Fraccion de Moscas Felasionadas

Figura 29. La inhibicion de los mRNA de los canales Shab del musculo no afecta la viabilidad de
D. melanogaster. En la grafica se muestra los valores promedio * E.E.M., de la fraccién de moscas
eclosionadas (barras negras: hembras y barras blancas: machos) de las clases resultantes de la
cruza realizada con individuos con genotipo UAS-Shabil0/CyO; UAS-dcr2/MKRS y moscas de la linea
Mef2-GAL4, para inducir la inhibicion de los mRNA de los canales Shab musculares de D.
melanogaster. No se observo diferencia significativa entre las clases control y las clases
experimentales.

10.7 Inhibiciobn de los mMRNA de los canales Shal residentes del CF de D.

melanogaster.

Se seleccionaron moscas con genotipo UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS e individuos
con genotipos 7A2-GAL4/CyO; UAS-chameleon/UAS-chameleon para cruzarlos. De la
cruza se esperaban ocho clases, dos de ellas heredaron tanto la insercion UAS-Shali y la
insercion 7A2-GAL4 (clases experimentales), las clases restantes son las clases control. En

el Esquema 21 se muestran las clases antes mencionadas.

De la progenie viable se contabilizo un total de 905 individuos, 444 moscas hembras
y 461 moscas machos. De manera consistente con lo observado al expresar a la Kva
dominante negativa Shal L371D, la expresion de un RNAiI contra el mRNA del canal Shal

en el CF causo un fenotipo de semiletalidad, afectando al 20% de la poblacién (Tabla 21

y Fig. 30).
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Esquema 21

Clases esperadas de la cruza para inducir la expresion del RNAi Shali
en el CF de D. melanogaster.

Machos Hembras virgenes
UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS X 7A2-GAL4/CyO; UAS-chameleon/UAS-chameleon
Alelos y/6 7A2-GAL4; UAS-chameleon CyO; UAS-chameleon
cromosomas

UAS-dcr2; UAS-Shali
UAS-dcr2; MKRS
CyO; UAS-Shali

CyO; MKRS

7A2-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/UAS-chameleon UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/UAS-chameleon

7A2-GAL4/UAS-dcr2; UAS-chameleon/MKRS UAS-dcr2/CyO; UAS-chameleon/MKRS
7A2-GAL4/CyO; UAS-Shali/UAS-chameleon LETAL
7A2-GAL4/CyO; UAS-chameleon/MKRS LETAL

UAS-dcr2/CyO; UAS-chameleon/MKRS
UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/UAS-chameleon

7A2-GAL4/CyO; UAS-chameleon/MKRS

7A2-GAL4/CyO; UAS-Shall/UAS-chameleon

E Hembras
L | Machos

7A2-GAL4/UAS-dcr2; UAS-chameleon/MKRS

7A2-GAL4/UAS-dcr2: UAS-Shali/UAS-chameleon

| ‘
[ ‘ |

CyO/CyO: UAS-Shali/UAS-chameleon

CyO/CyO; UAS-chameleon/MKRS

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

FrareciAn da Mnerace Frlacdianndne

Figura 30. La inhibicién de los mRNA de los canales Shal mediante el RNAI Shali en el CF de D.
melanogaster causa semiletalidad. En la grafica se muestra la fraccion de moscas eclosionadas
para las clases esperadas de la cruza de individuos con genotipo UAS-dcr2/CyO; UAS-Shali/MKRS
con moscas de la linea 7A2-GAL4/CyO; UAS-chameleon/UAS-chameleon para inhibir la funcion de
los MRNA de los canales Shal en el CF de la mosca. Las barras (hegras: hembras y blancas:
machos) representan el promedio de los valores obtenidos de tres cruzas independientes + E.E.M.

*p < 0.001.
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Viabilidad de las clases experimentales de la cruza realizada para inducir la

Tabla 21 inhibicién de los mMRNA de los canales Shal en el CF de D. melanogaster.
. Observado Promedio observado / Fraccion
Genotipo Sexo . moscas
/ Total Promedio esperado :
eclosionadas
O 63/ 444 21+231/254+277 0.83+0.03

7A2-GAL4/UAS-dcr2; UAS-Shali/UAS-chameleon
C‘f 64 / 461 21.33+3.18/26.47. +3.99 0.81 +£0.02

] 71/ 444 23.67+3.84/ 254+ 2.77 0.92 +0.05

7A2-GAL4/UAS-dcr2; UAS-chameleon/MKRS
C‘f 76/ 461 25.33+2.03/26.47. +3.99 0.98 + 0.07

Q 70/ 444 25+252/254+2.77 0.99 + 0.04
UAS-dcr2/CyQO; UAS-Shali/UAS-chameleon

C‘j’ 81/ 461 24 +2.65/ 26.47. +3.99 0.92 +0.04

';_:" 78/ 444 29+351/254+277 1.14 £ 0.02

UAS-dcr2/CyQO; UAS-chameleon/MKRS

C‘f 73/ 461 31.67 +£5.78/ 26.47. £ 3.99 1.19+0.04

Q 75 / 444 23.33+ 1.76/ 25.4 + 2.77 0.93 +0.05
7A2-GAL4/CyO; UAS-Shali/UAS-chameleon

O” 72/ 461 27 +6.24 / 26.47. + 3.99 1+0.08

Q 87 / 444 26 +2.65/25.4+2.77 1.03 +0.01

7A2-GAL4/CyO; UAS-chameleon/MKRS
C‘f 95/ 461 24.33+3.48/26.47. + 3.99 0.92 +0.04

Q 0/ 444 0/25.4+277 0*
CyO/CyO0O; UAS-Shali/UAS-chameleon
O” 0/ 461 0/26.47. +3.99 0*
Q 0/ 444 0/25.4+277 0*
CyO/CyO0O; UAS-chameleon/MKRS
O” 0/ 461 0/26.47. +3.99 0*

Para clase esperabamos un promedio de 25.4 + 2.77 moscas hembras y 26.47 + 3.99 moscas machos. n=3 cruzas
independientes. *p < 0.001.
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