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RESUMEN

El estudio de expresion génica en genes involucrados en cancer, permite la comprension
de las bases moleculares de la enfermedad. El presente trabajo tiene como objetivo principal,
determinar la expresion independiente de los genes Impl3, DnalJ-1, CG4726 y CG5326 en
Drosophila melanogaster mediante el uso del sistema UAS-ARNIi/GALA4. Las cepas mutantes
fueron adquiridas de KYTO Stock Center y trasladadas al laboratorio de Microgravedad Percy
Guzman Padilla Rios de INICTEL-UNI para el desarrollo de los experimentos. Se evalud los
niveles de expresion de los genes en estudio mediante procesamiento de datos de
semicuantifiacion usando Retrotranscriptasa reversa (RT-PCR), de las muestras analizadas de
ARN de los cruces de imagos de cepas de GAL4 hembra con cepas UAS-RNAI. La aplicacion
del sistema UAS/GAL4 permitid inhibir la expresion de los genes CG4726 y CG5326 y obtener
sobrexpresion del gen DnalJ-1. Se ha obtenido datos no significativos en la evaluacién de
expresion de la relacion del gen CG4726 respecto al gen ImpL-3(0.065-0.062), respecto al gen
DnaJ-1(0.064-0.063) y del gen Dnal-1 respecto al gen ImpL3 (0.065-0.067). Por el contrario se
ha obtenido datos significativos de la relacion del gen CG4726 respecto al gen CG5326 (0.068-
0.047). Los resultados determinan la expresion independiente de los genes ImpL3, DnaJ-1 y
CG4726; en tanto que el gen CG5326 no presentaria expresion independiente con al menos el gen
CG4726.

Palabras clave: Expresion genica, UAS-ARNI/GAL, RT-PCR.

Xl



ABSTRACT

The study of gene expression in genes involved in cancer, allows understand the
molecular basis of the disease. The main objective of the present work is to determine the
independent expression of the Impl3, Dnal-1, CG4726 and CG5326 genes in Drosophila
melanogaster using the GAL4/UAS-RNAI system. The mutant strains were purchased
from Stock Center KYTO and transferred to the Microgravity Laboratory “Percy Guzman
Padilla Rios” of INICTEL-UNI for the development of the experiments. The expression
levels of the genes under study were evaluated by the processing of semiquantification
data using reverse transcriptase (RT-PCR) of the RNA samples analyzed from the cross-
images of strains of female GAL4 with strains UAS-RNA.. The application of the UAS /
GALA4 system allowed to inhibit the expression of genes CG4726 and CG5326 obtain
overexpression of the DnaJ-1 gene. Non-significant data were obtained in the evaluation
of the expression of the CG4726 relation to the ImpL-3 gene (0.065-0.062), with respect
to the Dnal-1 gene (0.064-0.063) and the DnaJ-1 gene with respect to the ImpL3 gene
(0.065-0.067). In contrast, significant data on the ratio of the CG4726 gene to the CG5326
gene (0.68-0.047) were obtained. The results determined the independent expression of
the ImpL3, DnalJ-1 and CG4726 genes; as long as the CG5326 gene does not exhibit
independent expression with less the CG4726 gene.

Key words: genic expression, GAL/UAS-RNAI , RT-PCR.
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I. INTRODUCCION

El c&ncer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, y en muchos
casos esto se debe a la deteccion tardia de la enfermedad complicando su tratamiento. En
los afios setenta, los cientificos comenzaron a revelar la verdadera cara del cancer.
Entonces se descubrio que muchos tumores surgen por fallos genéticos dentro de células

normales?.

Se estima que a nivel mundial en 2012 se diagnosticaron aproximadamente 14
millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con cancer. La
Organizacién Mundial de Salud prevee que los casos anuales de cancer aumentaron de
14 millones en 2012 a 22 millones en las proximas décadas?® >.

Un gran numero de genes con diversas funciones normales estan involucrados en
el cancer humano. Més de 500 genes han sido identificados como fuertemente implicados
en el proceso de transformacion de células normales a células cancerosas. La expresion
de estos genes en células normales contribuye al crecimiento normal, supervivencia y
funcién, mientras que la expresion desregulada, incluyendo la sobreexpresion, perdida de
expresion de una proteina defectuosa, en las células cancerosas contribuye al crecimiento

de tumor no controlado®.

En la actualidad, los tratamientos oncoldgicos contienen terapias dirigidas a
factores especificos del tumor de un paciente: mutaciones genéticas o proteinas
especificas de un tumor o condiciones del tejido que contribuye al crecimiento de la
supervivencia del cancer. Son las que se conoce como terapias diana®. Dicho de este
modo, un tratamiento dirigido esta disefiado para desactivar una sefial que indica a las
celulas que se dividan o que retrasen la muerte celular (lo que les permite seguir
proliferando e invadiendo nuevos espacios en el organismo). Muchos marcadores de
tumores diferentes se han caracterizado y se usan en la clinica médica algunos estan
asociados con dos o mas tipos de cancer®. Sin embargo no se ha encontrado un marcador
de tumores universal que pueda detectar cualquier tipo de cancer’. En este sentido las
investigaciones que se enfocan en la busqueda de marcadores tumorales, son de
importancia para poder entender mejor a la enfermedad y asi mismo encaminarse en busca

de una cura®.



Hoy por hoy la mosca de fruta D.melanogaster, es un potente organismo en el
estudio de problemas bioldgicos complejos dada la experiencia acumulada en su
utilizacion. Muchas enfermedades humanas han sido modelizadas con exito en
Drosophila, expresando un gen humano con una mutacion de caracter dominate o
expresando una mutacion que dé lugar a una pérdida de funcién de genes ortdlogos al gen

humano®.

Conocer como influye la microgravedad en los seres vivos seres vivos es un
importante campo de estudio, no solo por el interés de explorar y vivir en el espacio
durante largos periodos; sino también por las soluciones potenciales que este crecimiento

puede dar a problemas relacionados con la salud humana®.

Las investigaciones oncoldgicas en el espacio o instalaciones terrestres que emulen
la microgravedad son de gran ayuda para conocer mejor los procesos bioldgicos
complejos. En la actualidad los estudios de la microgravedad han concluido que afectan
a diversas vias celulares y a la expresion genética®'®!!, Recientemente estudios en
Drosophila melanogaster han mostrado evidencia emergente que los estimulos de
microgravedad se pueden detectar en el nivel genético. Es importante destacar que el
analisis del transcriptoma en la etapa de pupa de las moscas de la fruta, sugiere la
presencia de un grupo pequefio de genes: ImpL3, DnalJ-1, CG4726, CG18431, CG14598
y CG5326, que sufren una reduccion de su expresion en respuesta a la garavedad2. Por
otra parte, varios estudios mostraron que la microgravedad puede causar efectos
inhibidores en diferentes tipos de células cancerosas (disminucién en la tasa de
crecimiento y proliferacion de las células tumorales)*®4, lo que indica directamente
cambios en la expresion del ARN que se traduce a proteinas(trascriptoma a
proteoma)'314-15 Hallazgos sugieren que el efecto inhibitorio observado en células de
cancer, podria ser debido a la alteracion de la expresion de ortdlogos de esto genes
identificados en Drosophila que pueden proporcionar algunas respuestas para estudiar la
carcinogénesis y la expresion del cancer en el futuro!>?6,

Estudios de los genes ImpL3, Dnal-1, CG4726, CG18431, CG14598 y CG52326,
no reveld ninguna funcién en comun . La funciones encontradas de esto genes se basan a
dominios encontrados en la secuencia de la proteina. Tres de ellas tienen una funcién
conocida, ImpL3 que es una Lactato deshidrogenasa, DnaJ-1 que es un factor relacionado
con la respuesta a stress, CG4726 que es un simportador Sodio-Fosfato inorganico y las
otras tres, CG5326,CG18431,CG14598, cuya funcion no esta claramente definida. Sin



embargo hasta hoy solo se sabe que estos genes presentan una expresion espacio-temporal
y funcion bioldgica no coincidentes, con solo un dnico potencial conservado que es el
factor de transcripcion BRC-Z4, factor que juega un papel importante en el inicio de la

metamorfosis2.

Considerando estos estudios realizados en el espacio acerca de la identificacion de
un numero de genes que son capaces de regular los mecanismos de inhibicion del
crecimiento canceroso en condiciones de microgravedad, es que surge la necesidad de
conocer a la mayor brevedad si los genes ImpL3, DnalJ-1, CG4726 y CG5326 de
Drosophila melanogaster, presentan una relacion en sus niveles de expresion genica, es

decir si se expresan independientemente.

En el presente trabajo se plantea como hipoétesis, que los genes ImpL3, Dnal-1,
CG5326, CG4726 se expresan independientemente.

Para probar la hipétesis, se tom6 como objetivo principal: Determinar la expresion
independiente de los genes ImpL3, Dnal-1, CG4726, CG5326 de Drosophila

melanogaster; los objetivos especificos fueron:

1. Obtener descendientes con genes silenciados mediante el cruce de cada fenotipo de
las cepas transgénica UAS con la cepa GALA4.

2. ldentificar los descendientes con genes silenciados mediante herramientas

moleculares.

3. Amplificar los genes ImpL3, Dnal-1, CG5326, CG4726 a partir de ADNCc de los
descendientes con genes silenciados mediante PCR.

4. Evaluar los niveles de expresion génica de los 4 genes de D. melanogaster mediante

procesamiento de datos de semicuantificacion.

Este estudio presenta gran relevancia por varios aspectos. En el aspecto sanitario el
inicio del estudio de estos genes, que aporten datos sobre el modo en que el cancer actla
a nivel molecular. En el aspecto técnico, el uso del sistema UAS/GAL como herramienta
geneética para el estudio de enfermedades humanas, especialmente en silenciamiento
genético mediante ARNI de interferencia. En el aspecto astrobiolégico un nuevo aporte

en el estudio de genes identificados bajo condiciones espaciales de microgravedad.



Con los resultados obtenidos de esta investigacion se espera,contribuir con nuevos
datos acerca de la expresion de los genes en estudio y dar un aporte para que en proximas
investigaciones se puedan probar y validar estos genes como posibles marcadores

tumorales.



II. MARCO TEORICO

2.1 Bases tedricas
2.1.1 El estudio de la expresion genica

La expresion génica es el proceso mediante el cual se transfiere la informacion
contenida en la secuencia del ADN, hasta una secuencia de proteina utilizando ARN
como intermediario. Durante la transcripcion las secuencias de ADN se transcriben en
copias de ARNm por la ARN polimerasa. En eucariotas superiores, practicamente todos
los ARNm sufren un proceso de maduracion, mediante el que se eliminan los intrones y
se unen los exones para formar los mMRNA maduros. Posteriormente, estos ARNm son
traducidos a proteinas usando la maquinaria de traduccién en la que los ribosomas y los
ARNt tienen un papel esencial. Tanto la transcripcion como la traduccion son dos
procesos altamente regulados. Protagonistas importantes en el proceso de transcripcion
son las ARN polimerasas, los promotores y los elementos reguladores o “enhancers” de
cada gen. En el proceso de transcripcion, tienen un papel fundamental los factores de
transcripcion que se unen a estos elementos reguladores y son, entre otros, responsables
de su actividad transcripcinal®’8,

La regulacion génica es la forma como una célula controla qué genes, de los muchos
genes en su genoma, se "encienden” (expresan). Gracias a la regulacion de los genes, cada
tipo de célula en tu cuerpo tiene un conjunto diferente de genes activos, a pesar de que
casi todas las células del cuerpo contienen exactamente el mismo ADN. Estos diferentes
patrones de expresion génica causan que tus diversos tipos de células tengan diferentes
conjuntos de proteinas, lo que hace que cada tipo de célula sea exclusivamente
especializada para hacer su trabajo®®.

La existencia de mdltiples relaciones transcripcionales entre los genes como
consecuencia inmediata que la actividad transcipcional de uno o varios genes puede
modificar la dinamica transcripcional de genes involucrados en mas de una via de
regulacién. Para entender el fendmeno, es importante explorar que tipo de arquitectura de
interacciones podria permitir la aparicion de tipo de perfiles de actividades genéticas que
caracterizan a cada uno de los diversos tipos celulares. En la actualidad esta arquitectura
es conocida como redes de regulacion genética. Una red de regulacion genética es un
conjunto de genes que regulan mutuamente su expresion. Los nodos de esta red son los
genes mismos, Yy las conexiones entre ellos representan los intrincados mecanismos de

regulacion de la expresion genetica, se tal forma que dos genes estan conectados si uno
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regula, positiva o negativamente, la expresion del otro. En la naturaleza, dichas redes se
establecen cuando los productos de algunos genes controlan la transcripcion de otros
genes, cuyos productos a su vez, regulan la expresion de otros genes, por el contrario si
un grupo de genes no son parte de una red de regulacién génica, estos genes son
independientes o su expresion es independiente®.

En eucariotas superiores incluidos nematodos, las moscas de vinagre, las plantas y
los mamiferos, se ha descubierto una clase de pequefios ARN que participan en el
silenciamiento de determinados genes. Estos ARN actlan interaccionando con los
ARNmM, a menudo en la region 3’UTR, provocando la degradacion del ARNm o la
inhibicion de la traduccion. En ambos casos, el ARNm, y por tanto el gen lo produce, es
silenciado. Esta forma de regulacion génica controla el desarrollo temporal en al menos
unos organismos. También se utiliza como mecanismo de proteccion frente virus
invasores (de particular importancia en plantas que carecen de sistema inmune) y para
controlar la actividad de los transposones. Ademas, las pequefias moléculas de ARN
juegan un papel fundamental (pero todavia esta por definir) en la formacién de la

heterocromatina®®.

Drosophila melanogaster como modelo biologico para enfermedades humanas
La mosca del vinagre entrd por primera vez en el laboratorio como un buen sistema

para las préacticas de los programas universitarios. Estos hechos se basaban en su tamafio
reducido, pero facilmente observable en la lupa, un tiempo de generacion corto, un gran
namero de descendientes por generacion y, sobretodo, la simplicidad u economia de los

medios necesarios para su cultivo?.
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Figura 1. Esquema del ciclo vital de Drosophila. Drosophila posee un ciclo vital dividido en dos
fases. El desarrollo embrionario dura unas 24 horas. A continuacion emerge la larva que pasara
por tres estadios larvarios. A los cinco dias del inicio del desarrollo, comienza la pupacién de la
larva y se histolizan la mayoria de los tejidos. La morfologia del adulto se genera a partir de
nuevos tejidos formados, los discos imaginales. El adulto emerge del pupario aproximadamente
al décimo dia %.

Drosophila melanogaster  (Clase:Insecta;Orden:Diptera) es un insecto
holometabolo, que presenta dos estadios diferenciales, el embrionario-larvario y el adulto,
separados por una etapa de metamorfosis. El desarrollo embrionario dura
aproximadamente 24 horas a 25 °C1%23 y tras este periodo emergente la larva, que pasara
por tres estadios larvarios mudando dos veces la cuticula. A los cinco dias de desarrollo
comienza la pupacion de la larva, donde se produce la histolizacion de la mayoria de los
tejidos larvarios. Los tejidos adultos se forman principalmente a partir de los discos
imaginales. El individuo adulto emerge aproximadamente el décimo dia y su
reproduccion sera posible a partir de las 6-8 horas siguientes?,

D. melanogaster presenta un numero cromosémico 2n=8, los pares cromosomicos
se numeran del I al IV siendo el I el par sexual, y del Il al IV los pares autosémicos. El
par sexual en hembras es XX y en machos es XY. Su genoma mide alrededor de 165
millones de bases y se estima contiene 14000 genes®®. La mayor parte de los genes en
Drosophila son de copia Unica, mientras en vertebrados casi todos estan codificados por
familias multigenéticas, como es el caso de la miosina con mas de 11 genes®. Ademas,
los mecanismos basicos que controlan la diferenciacion estan conservados en Drosophila
y vertebrados?’. Existen numerosos mutantes (http://fly.bio.indiana.edu/, Bloomington

Stock Center) tanto para genes que codifican proteinas estructurales, como para los
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factores de transcripcion 6 moléculas de sefializacion implicados en los mudltiples
procesos durante el desarrollo embrionario?®.

Drosophila presenta muchas ventajas frente a los vertebrados a la hora de estudiar
regulacion y expresion genica. Su genoma estd completamente secuenciado en 12 de las
especies: D. melanogaster!®y D. pseudoobscura y mas recientemente se han secuenciado
las otras especies?®. La secuenciacion de todas estas especies ha facilitado el estudio
filogenético de los genes, y de sus regiones reguladoras®.

La primera y mas importante razén por la que Drosophila ha sido utilizada como
modelo de las enfermedades humanas, es la presuncion de que los aspectos
fundamentales de su biologia celular se ha conservado a lo largo de la evolucion, por lo
que puede ser comparada con organismos superiores como los humanos.
Aproximadamente el 75% de los loci involucrados en enfermedades humanas tienen
ortélogos funcionales en mosca®®?*; a pesar que a nivel nucleotidico la homologia entre
proteinas mamiferos y de mosca es del 40% a nivel de dominios funcionales conservados
alcanza el 80% y 90%. Ademas estudios realizados sobre el desarrollo en la mosca, y
estudios similares realizados en animales superiores, han revelado un elevado nivel de
conservacion funcional de los que no solo la biologia celular bésica esta conservada, sino
también procesos mas complejos como la formacion y funcion de los 6rganos?.

Una de las metodologias que ha revolucionado en cierta medida la investigacion
con Drosophila ha sido la aplicacién, en este organismo, del sistema UAS-GAL4 propio
de levadura®!. Esto se lleva a cabo con el activador transcripcional de levadura Gal4 que
permite regular la expresién génica en Drosophila insertando la secuencia activadora
UAS, aguas arriba del gen de interés. EI gen Gal4 precedido por un promotor especifico
de tejido, se inserta de forma aleatoria en el genoma de D. melanogaster. El cruce de la
linea apropiada Gal4 con lineas que llevan el transgén que contiene la secuencia UAS y
el gen de interés permiten manipular la expresion de dicho gen en la descendencia, ya que
en los tejidos donde se exprese Gal4 estara la secuencia UAS y se unira a ella activando
la transcripcion de la secuencia diana®? (ANEXO 1). Alternativamente, se puede silenciar
la expresion de un gen en un estadio y/o tejido donde su producto es necesario utilizando
ARN de interferencia (ARNI). Se trata de una secuencia complementaria al ARNm del
gen de interés que, bajo el promotor UAS, es transcrita en la progenie del cruce anterior
en los tejidos donde se exprese la proteina Gal4. EI ARNi se une al ARNm del gen diana,

generando un ARN de doble cadena que no es traducido por los ribosomas y por tanto la



expresion del gen se ve disminuida ya sea en un tejido especifico o de forma ubicua

utilizando un promotor que se active en todo el organismo como el de actina®!.

2.1.2 Los Genes en el estudio de cancer

El cancer es una enfermedad causada por distintos factores que introducen
modificaciones en puntos criticos del genoma celular que afectan al control de la division,
diferenciacion, senescencia y muerte celular. Los genes del cancer se agrupan en tres
clases: oncogenes, supresores tumorales y de reparacion del ADN. Desde el conocimiento
de la accion de los genes supresores de tumores y protoncogenes se considera que en el
inicio del céncer existe un desequilibrio de la balanza entre la proliferacion celular
(oncogenes = acelerador) y la represion de ésta (genes supresores de tumores = freno)®.

Pero ademas de la activacion de oncogenes y la inactivacion de genes supresores,
las alteraciones genéticas que dan lugar al cancer pueden ser de muy diversa indole como,
alteracion en los genes de reparacién del ADN, alteracion de genes relacionados con la
apoptosis, genes que preservan la estabilidad del genoma y otros mecanismos tales como
la activacion de telomerasa, de genes interruptores, etc. Los cambios genéticos que
producen estas alteraciones provienen de alteraciones de la secuencia del gen a través de
mutaciones, deleciones, inserciones, amplificaciones o traslocaciones o bien de
modificaciones epigenéticas como la inactivacion por metilacion del promotor,
modificacion de histonas o ARNs de interferencia que modifican la expresion génica
post-transcripcional. Mucho méas complicado resulta conocer las causas especificas de
tales cambios, pero de modo simplista podriamos dividir los agentes entre aquellos que
dan lugar al cancer esporadico y aquellos factores hereditarios que dan lugar al mucho
menos frecuente cancer hereditario®,

Los avances en las bases genéticas del cancer han permitido identificar algunos de
los genes responsables de la patogénesis del cancer?. Sin embargo, aiin no se conocen
con exactitud cudles serian los genes responsables de la progresion del cancer, los cuales
podrian utilizarse como marcadores de diseminacion y recurrencia®®.

La estrategia mas atractiva para tratar el cancer, pero probablemente la mas dificil
de llevar a cabo, es dar con las alteraciones genéticas de las células malignas y
corregirlas®. Terapia de genes: Es la modificacion del genotipo del paciente por la

adicion, la deleccion o la alteracion de un gen especifico®.



Los marcadores de tumores son sustancias producidas por las células cancerosas o
por células del cuerpo como respuesta al cancer o ciertas afecciones benignas (no
cancerosas). La mayoria de los marcadores de tumores son producidos tanto por las
células normales como por las células cancerosas;sin embargo, se producen en
concentraciones mas altas en enfermedades cancerosas.Estas sustancias pueden
encontrarse en la sangre, en la orina, en la materia fecal, en el tejido de tumores o en otros
tejidos o liquidos del cuerpo de algunos pacientes con cancer. La mayoria de los
marcadores tumorales son proteinas. Sin embargo recientemente, los patrones de
expresion de genes y los cambios de ADN han empezado a usarse como marcadores de
tumores®®.

Los investigadores de oncologia acuden a la proteomica (el estudio de la estructura,
funcién y patrones de expresion de las proteinas) con la esperanza de formular nuevos
biomarcadores que puedan usarse para identificar enfermedades en sus estadios iniciales,
para predecir la posibilidad de recurrencia del cancer después de que haya terminado el
tramiento.

Los cientificos estan evaluando también los patrones de expresion génica en su
capacidad para ayudar a determinar el prondstico de un paciente o su reaccion a la
terapia®.

Muchas enfermedades humanas han sido modelizadas con éxito en Drosophila.
Estos modelos suelen expresar una mutacion que dé lugar a una pérdida de funcion en
genes ortologos al gen humano. En Drosophila la forma cléasica de examinar un gen,
cuyas mutaciones son responsables de una enfermedad, ha sido provocar la pérdida de
funcion del gen ortdlogo de la mosca®.

La genes en estudio presentan ortologos con genes humanos (www.fruitfly.org)?® y
estos genes humanos su se encuentran sobreexpresados significativamente en diferentes
células cancerigenas para distintos tipos de cancer relacion con la expresion en células
cancerigenas (HUMAN PROTEIN ATLAS)?" (ANEXO 10).

El gen inducible Ecdysone L3 se hace referencia en FlyBase por el simbolo Dmel \
ImpL3 (CG10160, FBgn0001258). Basandose en la similitud de secuencias, se prevé que
tiene funcion molecular: actividad L-lactato deshidrogenasa. Se informa que esta
implicado en el proceso bioldgico: glicolisis. El producto de lactato deshidrogenasa
ImpL3 puede tener una funcion similar en la morfogénesis del disco imaginario como lo

hace en la contraccion muscular y mantiene niveles de metabolismo requeridos para la

10



contraccion activa de actina-miosina en un entorno caracterizado por una menor
disponibilidad de oxigeno. Presenta 4 alelos. No se dispone de datos fenotipicos. Tiene 4
transcripciones anotadas y 4 polipéptidos anotados. La localizacion de la secuencia génica
es 3L: 6252265..6255794. Su ort6logo en humano es LDHB®,

El gen Dnal-1 se conoce en FlyBase por el simbolo Dmel \ DnaJ-1 (CG10578,
FBgn0263106). Es una proteina de Choque térmico co-chaperona 40/Dnal-1, son factores
esenciales en ciclo de chaperon de Hsp70. La familia Hsp40 es diversa en tamarfio y
estructura, pero una serie de ellos son de unos 40 kDa y han sido identificados como
productos de genes de choque térmico. Su caracteristica definitoria es el DnaJ 0 J-dominio
que corresponde a los 70 aminoacidos N-terminales de la co-chaperona Dnal de
Escherichia coli. Un oleoducto electrénico basado en los dominios de InterPro sugiere
que tiene la funcién molecular: unién de proteina desplegada. Hay evidencia experimental
de que esté involucrado en el proceso bioldgico: la respuesta al calor. 21 alelos son
reportados. No se dispone de datos fenotipicos. La localizacién de la secuencia génica es
3L: 5743129..5745289. Su ortdlogo en humano es DNAJB4*°,

Facilitador Superfamily Transporter 3 se hace referencia en FlyBase por el simbolo
Dmel \ MFS3 (CG4726, FBgn0031307). Basado en la similitud de secuencia, se prevé
que tiene funcién molecular: alta afinidad fosfato inorganico: sodio symporter actividad.
Una tuberia electrdnica basada en los dominios de InterPro sugiere que esta involucrada
en el proceso bioldgico: transporte transmembrana. Presenta 5 alelos. No se dispone de
datos fenotipicos. Tiene una transcripcion anotada y un polipéptido anotado. Las
caracteristicas de la proteina son: Superfamilia principal del facilitador; Dominio
principal de la superfamilia facilitador; Principal dominio de superfamilia facilitador,
transportador de sustrato general. La localizacion de la secuencia génica es 2L:
1143201..1147395. Su ort6logo en humanos es ELOVLT7.

Este gen se conoce en FlyBase por el simbolo Dmel \ CG5326 (FBgn0038983). Su
funcion molecular es desconocida. Existe evidencia experimental de que esta involucrado
en el proceso bioldgico: neurogénesis. Presenta 6 alelos. El fenotipo de estos alelos esta
anotado con: tergum mesotoracico. Tiene una transcripcion anotada y un polipéptido
anotado. Expresion a niveles moderados en los siguientes Organos o tejidos post-

embrionarios: cabeza de adulto, ojo de adulto, larva de intestino posterior, ovario adulto,
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cadaver de adulto. La localizacion de la secuencia génica es 3R: 18357896..18365641.
Su ort6logo en humanos es SLC17A5%,

2.2 Antecedentes de la investigacion

Los estudios en células tumorales han empezado a surgir, dando nuevos enfoques
al estudio del desarrollo tumoral en condiciones de microgravedad, encontraron que dos
lineas celulares linfoblastoides (LB y HSC93) sometidas a microgravedad simulada
muestran una incrementada susceptibilidad apoptética, escasez de almacenamiento
energético y capacidad reducida para hacer frente al estrés oxidativo. Estos resultados
muestran que la microgravedad puede ser una herramienta muy Util en biomedicina y
ofrece un enfoque original para estudios de bioquimica celular y regulacion de rutas
metabolicas*.

Por otro lado, diversos trabajos con células tumorales sometidas a microgravedad
real y/o simulada, principalmene de carcinoma tiroideo, han demostrado resultados
interesantes con respecto a diversos cambios funcionales profundos en comparacion a las
células sanas de similar origen, lo que indica directamente cambios en la expresion del
ARN que se traduce a proteinas(transcriptoma a proteoma)*#1>® Un efecto muy
frecuente es la disminucion en la tasa de crecimiento y proliferacién de las células
tumorales. Los mecanismos para estos resultados son desconocidos aunque algunos
autores sugieren cambios en la actividad mitocondrial, activacion de muerte celular, e
inhibicion de la expresion atribuidos a proteinas de membranal®,

Antecedentes mas directos de cambios en la expresion genética de células humanas
expuesas a microgravedad son expuestas claramente por el trabajo de Hammmond en
1999. En este trabajo se comparan los efectos de la microgravedad simulada y la casi
ausencia de la gravedad en la Estacion Espacial Internaciona(ISS-STS90) sobre células
renales corticales. Se observaron 1632 genes con diferente expresion en la Estacion y 914
genes en el sistema simulado por Clinostato 3D,

Experimentos realizados en moscas de fruta con microtumores abdominales y
enviados a la ISS para estudios del efecto de radiacion en la progresién del cancer fueron
los que dieron una sefial mas clara del proceso. Estas moscas contienen una mutacion
puntual que ocasiona el crecimiento tumoral espontaneo en todas las generaciones que
las lleva a una muerte prematura. Sorprendentemente, el crecimiento tumoral en estas
condiciones disminuyo significativamente y las nuevas generaciones a pesar de presentar

mutacion, no generan tumores. De alguna manera, el sistema regulo genéticamente la
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progresion del tumor e incluso las moscas de segunda y tercera generacion que regresaron
a la gravedad terrestre no mostraron crecimiento tumoral**.

Se realizd un analisis del transcriptoma mediante microarrays de pupas de
Drosophila melanogaster y determiné que al menos 806 genes de Drosophila,
estadisticamente diferenciables, sufren cambios significativos en su expresion en
respuesta a microgravedad real (ISS) y simulada (RPM). Mediante un método de
correlacion logro identificar un grupo de seis genes: ImpL3, Dnal-1, CG4726, CG18431,
CG14598 y CG5326, que sufren una reduccion de su expresion de entre 2 a 3 veces, sin
embargo, se vio que la exposicion a frio (14°C) puede aumentar el efecto. Por otra parte
este estudio mostro que estos genes no presentan ninguna funcién en comun . La
funciones encontradas de esto genes se basan a dominios encontrados en la secuencia de
la proteina. Tres de ellas tienen una funcion conocida, ImpL3 que es una Lactato
deshidrogenasa, DnaJ-1 que es un factor relacionado con la respuesta a stress, CG4726
que es un simportador Sodio-Fosfato inorgéanico y las otras tres, CG5326, CG18431,
CG14598, cuya funcidn no esta claramente definida. Sin embargo se sabe demostro que
estos genes presentan una expresion espacio-temporal y funcion bioldgica no
coincidentes, con solo un Unico potencial conservado que es el factor de transcripcion

BRC-Z4, factor que juega un papel importante en el inicio de la metamorfosis*2.

2.3 Definicion de términos

Gen: EIl gen es la unidad funcional de la herencia que constituye una secuencia del
genoma cuya funcién es dar origen a un producto discreto (ya sea una proteina o un

RNA);gen es un fragmento de ADN que codifica a una sola cadena polipeptidica®.

Mutacion: Una mutacion se define como cualquier cambio en la secuencia de un
nucleotido o en la organizacion del ADN (genotipo) de un ser vivo, que produce una
variacion en las caracteristicas de este y que no necesariamente se transmite a la

descendencia®.

Genotipo: El genotipo se refiere a la informacion genética que posee un organismo
en particular, en forma de ADN. Normalmente el genoma de una especie incluye

numerosas variaciones o polimorfismos en muchos de sus genes®.
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Fenotipo: En biologia y especificamente en genética, se denomina fenotipo a la
expresion del genotipo en funcion de un determinado ambiente. Los rasgos fenotipicos

cuentan con rasgos tanto fisicos como conductuales®.

Ortologo: Aquel homologo que esta presentes en diferentes organismos y cuyo
ancestro comudn antecede a la division entre las especies. Por lo general cumplen

funciones iguales o similares?.

ARN por interferencia(ARNI): Son pequefios ARN que se transcriben en forma de
ARN precursor de unos 70 nucelotidos, con secuencias complementarias internas que
forman estructuras en horquilla. Los presursores se cortan con endonuecleasas para
formar un daplex corto de 20 a 25 nucleotidos. Una de las hebras de ARNi maduro se
asocia con el ARNm diana,provocando la inhibicion de la traduccion o degradacion del
ARNm?,

Marcador tumoral: moléculas, sustancias o procesos que se alteran cualitativa o
cuantitativamente como resultado de una condicidn precancerosa o un cancer, detectables
mediante una prueba de laboratorio en sangre, en liquidos orgéanicos o en tejidos. La
naturaleza de los marcadores tumorales es muy variable: va desde acido nucleico, ADN
0 ARN, una proteina o un péptido, hasta procesos complejos como un anticuerpo, la
apoptosis, la amilogénesis y la proliferacion®.

Microgravedad : es mas 0 menos un sinénimo de ingravidez y cero-G, pero indica
que las fuerzas G no son absolutamente cero, s6lo muy pequefias.1 EIl simbolo para la
microgravedad, pg, se utilizé en la insignia del vuelo STS-87 del transbordador STS ya
que este vuelo fue dedicado a la investigacion de microgravedad®®.

La reaccion en cadena de la polimerasa( PCR) : es una técnica de biologia
molecular desarrollada en 1986 por Kary Mullis. Su objetivo es obtener un gran nimero
de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta

partir de una Unica copia de ese fragmento original, o molde®’.
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RT-PCR: es una variante de la PCR, una técnica de laboratorio cominmente usada
en biologia molecular para generar una gran cantidad de copias de ADN, proceso llamado
"amplificacion”. En la RT-PCR, se retrotranscribe una hebra de ARN en ADN
complementario (ADNCc) usando una enzima llamada transcriptasa inversa o transcriptasa

reversa, y el resultado se amplifica mediante una PCR tradicional®.

La PCR a tiempo real o PCR cuantitativa: es una variacion de la PCR estandar
utilizada para la cuantificacion de ADN o de ARN mensajero (ARNm) de una muestra.
Utilizando primers especificos de secuencia, es posible determinar el nimero de copias o

la cantidad relativa de una determinada secuencia de ADN o ARN.
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I1l. MATERIAL Y METODOS
3.1 Material
Cepas transgénicas de Drosophila melanogaster provenientes de Kyoto Stock
Center “Houses a Rich Collection of Drosophila Stocks and Furthers The science of
Life”.

3.2 Poblacion y muestra de estudio

La poblacion estuvo constituida por las cepas de D. melanogaster provenientes de
Kyoto Stock Center “Houses a Rich Collection of Drosophila Stocks and Furthers The
science of Life”. Los experimentos fueron realizados con 4 cepas UAS -ARNi y 1 cepa
GAL4, compradas y adquiridas en Junio de 2016 y trasladadas al laboratorio de

Microgravedad Microgravedad “Percy German Padilla Rios” del Inictel-UNI.

3.3 Métodos
3.3.1 Variables en estudio
Variable independiente: Genes ImpL3, CG4726, CG5326 y DnaJ-1.
Variable dependiente: Expresion génica.
3.3.2 Obtencidon de descendientes con genes silenciados mediante el cruce de cepas
transgénicas UAS-ARNIi con GALA4.
Para la obtencion de descendientes con genes silenciados mediante el cruce de cepas
transgenicas UAS-ARNI con GALA4, se realizaron una serie de pasos que parten desde la
adquisicién de las cepas transgénicas, amplificacion de las mismas y finalmente el

cruzamiento de las cepas UAS-ARNi macho por GAL4 hembra.

3.3.2.1  Cepas de Drosophila melanogaster.
Las diferentes cepas de Drosophila melanogaster usadas en el trabajo se detallan

enla Tabla 1. Todas ellas se obtuvieron de Kyoto Stock Center “Houses a Rich Collection
of Drosophila Stocks and Furthers The science of Life” en Japon, excepto la cepa silvestre
que fue obtenido de INICTEL-UNI. Las cepas transgenicas fueron trasladadas al
laboratorio de Microgravedad Microgravedad “Percy German Padilla Rios” del Inictel-
UNI, en un ambiente con temperatura de 25 °C y humedad regulada y monitoreada

constantemente mediante sensores (ANEXO 2).
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En la tabla 1 se adjuntan el origen nombre y genotipo completo de las moscas
utilizadas durante todo el trabajo. El signo de puntuacion “;”del genotipo, separa los

cromosomas.

Tabla 1: Cepas empleadas en los experimentos de este trabajo.

Origen N° de Stock Nombre Genotipo

KYOTO  32024(BDGP) UAS- w18 P{EP}CG5326G6402
CG5326

KYOTO  14837(BDGP) UAS- y! wé7c?®; P{EPgy2}EY00370
CG4726

KYOTO  16829(BDGP) UAS-ImpL3 y! w®7c?; P{EPgy2}EY07426
KYOTO  15739(BDGP) UAS-Dnal-1 y1w®c?; P{EPgy2}Dnal-1EY04359

KYOTO 51629(BDGP) GAL4 y* w*; P{w+mW.hs=GawB}DnaJ-1NP7024
/ TM6, P{w-=UAS-lacZ.UW23-1}UW23-1

INICTEL- SILVESTRE Wild_1A

UNI

Medio de Cultivo: El medio de cultivo para D. melanogaster fue elaborado con

agar-agar, levadura granulada, aztcar, acido propidnico y nipagin *® (Tabla 2).

Tabla 2: Insumos y cantidades para la preparacion de 1 litro de medio de cultivo para D.
melanogaster.

Insumo Cantidad
Agar- agar 209
Levadura granulada 20 ¢
Azlcar 3049
Acido propio6nico 5mi

Nipagin (solucion alcoholica 10%) 5mil

La preparacion inicia con el hervor de 1 litro de agua, al cual se adiciona el azicar
y el agar-agar para su disolucion. Finalmente se agrega la levadura disuelta y se deja
entibiar por 10 minutos. Antes de verter el medio en los frascos, se adiciona 5 ml de acido
propiénico y 5 ml de solucion alcohdlica de nipagin al 10%. Los frascos donde se verte

el medio son previamente esterilizados a 100° C durante 30 minutos (ANEXO 3).
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Figura 2. Medio de cultivo para D. melanogaster. (A) Materiales utilizados para preparar el
medio. (B) Frascos de vidrio con medio.

3.3.2.2  Amplificacion y mantenimiento de cepario

Amplificacion para cepario

Las cepas transgénicas llegaron en estadio larval en un nimero de 50 larvas
aproximadamente, se separaron 25 larvas en cada tubo falcon que contenian medio
especial para Drosophila (ANEXO 3) y se monitorearon constantemente hasta su etapa
adulta. Posteriormente se realizo la amplificacion de cada cepa en frascos de vidrio
(Figura 3).

Las moscas silvestres se han empezado a amplificar en Julio 2016. El procedimiento
de amplificacién consiste en dejar copular cierto nimero de moscas durante un tiempo
determinado y luego, trasvasar a las moscas parentales para permitir el desarrollo de los
huevos colocados por las hembras (ANEXO 2.1).

Para propdsitos del trabajo, el tiempo durante el cual se realizara la cépula y

ovoposicion sera de entre 1 a 2 dias, con el propoésito de obtener el mayor nimero posible

de huevos y aumentar asi la poblacion del cepario.

"o E

Figura 3.Cepario de moscas transgenicas. (A) Cepas UAS-ARNi. (B) Cepas GALA4.
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Caracterizacion de cepas amplificadas
Cuando se obtuvo un gran numero de moscas en el cepario se seleccionaron pupas

de acuerdo al sexo(machos de la cepa UAS -ARNi y hembras de la cepa GAL4) y
garantizar que las moscas hembras sean virgenes . Las pupas fueron trasladadas a tubos
falcon con medio para ser monitariadas constamente hasta su etapa adulta,cuando las
pupas eclosionaron se verifico si estas moscan pertenecieran al sexo correspondiente a
cada etiqueta del tubo(Figura 3).

Se tomaron ciertos criterios para la obtencion de  hembras

virgenes,anestesiado,observacion e identificacion de sexo de las moscas.

Para la obtencion de hembras virgenes

Las hembras de D.melanogaster almacenan el esperma de una sola inseminacion
durante gran parte de su vida reproductiva. Esto supone un inconveniente cuando es
preciso realizar cruces entre genotipos determinados.

Las hembras se pueden separar de los machos en el estado de pupa madura, ya
que en estado se pueden distinguir los peines sexuales de los machos como dos puntos
entre las manchas de las alas (ANEXO 5.1).

Se extrajeron las pupas de los frascos con un pincel himedo, colocandose sobre
una placa Petri. Las pupas sin los puntos oscuros ( hembras), se pondran en un tubo aparte.
A las 24 horas las pupas emergen, y seran virgenes y se les dejo que crezcan de 1-5 dias

a 25 °C antes del cruzamiento.

Anestesiado y observacion de moscas

Utilizamos los vapores de cloroformo. Para ello transferimos las moscas a un tubo
anestesiador (Falcon 50ml), tapamos el mismo con un tapén de algodén y dosificamos
vapores del anestésico mojado con la punta de un pincel de cloroformo al tapén.

Una vez que todas las moscas estuvieron inmovilizadas, se depositaron sobre una
placa Petri (Figura 4B). Las moscas permanecian anestesiadas por aproximadamente
20min. La exposicion prolongada a fuertes vapores de cloroformo puede matar a las
moscas, las que se observaran con alas y patas extendidas en angulo recto al cuero y 0jos
oscurecidos y deformados. En tal caso se descartd las moscas muertas.

Observamos los caracteres de la mosca salvaje (o mutante) y diferenciamos los

sexos: observando con una lupa y verificando el sexo en un estereoscopio.
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Para la identificacion del sexo se tomo en cuenta:

e Tamano del adulto: La hembra es generalmente més grande que el macho

e Forma del abdomen: Bandas claras y oscuras que se alteran en la porcion posterior de
la hembra mientras que en el macho se encuentran fusionadas y forman una banda
oscura.

e Presencia del peine sexual:existencia de un pequefio penacho de setas en el segmento
basal del tarso en el primer par de patas llamado “peine sexual”. Este es el unico
caracter sexual secundario que diferencia los machos jovenes de las hembras
(ANEXO 5.2).

Las moscas adultas y separadas por sexo de cada una de las cepas fueron
caracterizadas fenotipicamente a través de observaciones mediante un estereoscopio y
fotografiadas mediante Microscopio Digital Usb 5x-500x 8 Led PC Céamara 2mp.
(FIGURA 4 Cy D).

Figura 4. Caracterizacion de las cepas. (A) Lupa observando mosca de fruta. (B) Placa Petri con
moscas anestesiadas (C) Observacion en el esteroscopio. (D) Toma de fotografias en el
Microscopio Digital Ush 5x-500x 8 Led PC Camara 2mp.
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3.3.2.3  Cruzamientos de las cepas UAS-ARNi con GALA4.
Cada uno de los experimentos serd realizado utilizando adultos de fenotipo de ojos

rojos, debido a que este caracter es un marcador que indica transformacion genética. Se
utilizaron para los cruzamientos moscas transgénicas UAS-ARNI de fenotipo de alas
normales y alas curvas, con moscas transgénicas GAL4 (ANEXO 7). Se tomaron 7
moscas macho y 7 moscas hembra de cada grupo y se colocaron en tubos falcon con
medio para que copulen. Por otro lado se cruzaron moscas silvestres para tener un control.
Cuando se observaron larvas en los tubos los parentales fueron retirados con sumo
cuidado. Se monitoreo la progenie dos veces al dia durante todo su ciclo de vida (Figura
5).

En el ANEXO 4.2 se muestra los pasos desde la adquisicién de las cepas en etapa
larvaria hasta la caracterizacion del cepario.

Cuando los descendientes de los cruzamientos UAS-ARNI/GAL4 que representa
el grupo experimental y los descendientes de los cruzamientos de moscas silvestres que
representan el grupo control llegaron a etapa adulta, fueron caracterizados
fenotipicamente mediante un estereoscopio y fotografiados mediante una cadmara para su

posterior analisis molecular (ANEXO 8).

A

Figura 5: Monitoreo de los cruzamientos de UAS-ARNI con GAL4. (A) Monitoreo del cepario
en el Laboratorio de Microgravedad de Inictel-UNI. (B)Tubos falcon con descentientes de cada
una de las cepas de los cruzamientos.

3.3.3 ldentificacion de los descendientes con genes silenciados mediante
herramientas moleculares
Para poder identificar los descendientes con los genes silenciados se utilizé una

serie de herramientas moleculares, que comprenden la extraccion de ARN, Cuantificacién
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de ARN, Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa (RT-PCR),
electroforesis y Cuantificacion de ADNdSs.

Para ello se seleccionaron 7 imagos de cada sexo (macho y hembra) de cada grupo
experimental, monitor y control. Es decir los descendientes de los cruzamientos de la cepa
GAL4 con UAS-ARNI obtenidos segun las caracteristicas fenotipicas de cada cepa
(experimental), descendientes de los cruzamientos entre las cepa UAS-ARNI (monitor) y
descenientes de los cruzamientos entre moscas silvestres (control), con la ayuda de un
pincel se trasladaron a tubos ependorof y fueron colocados en un contenedor para ser
llevados a la cdmara de flujo laminar acondicionada con hielo para la posterior extraccion
de ARN.

3331 Extraccién de ARN
La extraccion de ARN total de las muestras se realiza mediante el protocolo

estandarizado por Lavan (2015), que consiste (Protocolo 1):

Protocolo 1.-Extraccion de ARN con Trizol

1. Colocar entre 5 a 7 imagos en un tubo eppendorf de 1ml rotulado, indicando el
tiempo de desarrollo.

2. Agregar a cada tubo 200uL de Trizol. Por cada 50 a 100mg de muestra agregar
1ml de Trizol.

3. Mezclar y homogenizar las muestras.

B

Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente, entre 15- 30°C, para permitir la
completa disociacion del complejo de proteinas.

Luego, afiadir 40uL de cloroformo por cada 200uL de Trizol usado.

Agitar manualmente por 15 segundos

Incubar por 3 minutos a temperatura ambiente

© N o O

Centrifugar a 12000 RPM por 15 minutos a 4 °C. Se observa dos fases: la primera
fase que ha precipitado son trozos de embriones y membranas celulares; la
segunda fase, el sobrenadante, es la fase acuosa que contiene RNA la cual se
recupera y se vierte a un nuevo tubo estéril y rotulado.

9. Agregar 100uL de Isopropanol e incubar por 10minutos a temperatura ambiente.
10. Centrifugar por 10 minutos a 4°C, 12000 RPM.

11. Descargar el sobrenadante

12. Lavar el pellet con 500uL de etanol al 75%, remover con el vortex.
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13. Centrifugar a 7500 RPM durante 5 minutos a 4°C y secar el pellet.
14. Resuspender el ARN en 20pL de agua libre de RNAsa, incubar a 60 °C por 10
minutos.

15. Después de este proceso cada tubo eppendorf se colocara a -20°C.

Figura 6: Extraccion de ARN. (A) Pasol: Imagos en tubo eppendorf. (B) Procedimiento de
extraccion de ARN en cabina de flujo laminar. (C) Paso 12: Pellet obtenido. (D) Muestras en
microcentrifuga. (E) Paso 14:muestras a 60 °C en AccuBlock Digital Dry Bath.

3.3.3.2  Cuantificacion de ARN
Para la cuantificacion del ARN se seguira el protocolo del Quibit RNA HS Assay

Kit de Invitrogen y las lecturas seran realizadas con Quibit 3.0 fluorometer utilizando la
aplicacion RNA High Sensitivity.

Protocolo 1.-Extraccion de ARN con Trizol

1. Preparar la solucién de trabajo Quibit diluyendo el reagente Quibit 1:200 en el
buffer Quibit. Preparar 200uL de solucion de trabajo Quibit por cada muestra.

2. Mezclar 190uL de la solucion de trabajo con 10ul de cada estandar para calibrar

el Quibit.

Vortexear los dos estandares por 2-3 segundos

Incubar los tubos por 2 minutos a temperatura ambiente

Insertar los tubos en el Quibit.

o g > w

Mezclarlo 199 pL de la solucion de trabajo con 1ul de cada muestra de ARN a
cuantificar.
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7. Vortexear todos los tubos de ARN a cuantificar por 2-3 segundos
8. Incubar los tubos por 2 minutos a temperatura ambiente

9. Insertar los tubos en el Quibit y tomar nota.

Figura 7: Cuantificacion de ARN. (A) Procedimiento de cuantificacion de ARN con Quibit RNA
HS Assay Kit. (B) Lecturas realizada con Quibit 3.0 fluorometer.

3.3.3.3  Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa
(RT-PCR).
Después de cuantificar la cantidad de ARN total de cada muestra a analizar se

procedio a realizar la reaccién de retrotranscripcion utilizando cada uno de los
componentes del Kit Revert Aid First Stand cDNA Syntesis Kit de Thermo Scientific y
siguio el protocolo del fabricante obteniendo el ADN codificante (ADNCc) de las muestras
de los grupos experimentales, monitores y controles.

Protocolo 2.-First Strand cDNA Synthesis

1. Descongelar el ARN molde, buffer RT 10X, dNTPs y primers. Mezclar las
soluciones individuales para asegurar la homogeneidad y centrifugar brevemente
antes de pipetear.

2. Combinar los siguientes componentes en un tubo de reaccion:

Tabla 3: Componentes N°1 para de la Sintesis de ADNc

ARN molde X yL (hasta 1ug)
10Mm dNTP mix luL

Oligo (dT) primer 1uL

Agua libre de RNasa Agregar hasta 10uL

3. Incubar a 65 °C por 5minutos para predenaturar el ARN.

4. Colocar los tubos de reaccién en hielo y adicionar a cada tubo .
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Tabla 4: Componentes N°2 para de Sintesis de ADNc

10x RT buffer 2uL
RT enzyme mix 2uL
Agua libre de RNasa 6L

5. Colocar los tubos en el termociclador e iniciar el programa:

Tabla 5: Condiciones en el Termociclador para la sintesis de ADNCc.

Temperatrura Tiempo
Extensién 25°C 10s
Sintesis de ADNc 40°C 30s
Terminacion 85°C 5s
Enfriamiento 4°C Mantenimiento

A A\

Figura 8: Retrotrancriptasa inversa (RT-PCR). (A) Procedimiento en camara de flujo laminar
Nivel Il. (B) (C) Procedimiento. (D) Muestras en el termociclador Piko 24.
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Para obtener el resultado de RT-PCR, se realiz6 y PCR convencional utilizando las
secuencia de los iniciadores recogidas de disefio previos (Lavan 2012), teniendo en cuenta
caracteristicas especiales de amplificacion, como el numero de nucledtidos que
conforman la cantidad de pares de bases (pb) que pueden amplificar para cada gen, el
porcentaje de guanina-citocina (CG), la temperatura de hibridacion de los primer (Tmo©),
y la comprobacion bioinformatica (NCBI-National Centre of Biotechnology) de las

region para cada gen.

Tabla 6: Lista de cebadores utilizados, secuencia tamario, temperatura melting (Tm®), porcentaje
Gy C (%CG) y tamafio.

Tamarfio
Cebador Secuencia Tamafio Tm %GC de
Gen Producto
| RC 15 ATGGCCGCCATTAAGGACAGTC 22pb 589 545
mpL.3 T 999 pb
RC 1 3> TTAGAACTTCAGACCAGCCTGGACATC 27pb 599 48.1
RC 55 ATGGGCAAAGACTTCTACAAGATTCTGGGC 30pb 651 46.7
Dnal-1 - = 1005 pb
RC 5 3° CTAGTTGGGCAGCAGCTCGGACAGC 25pb 65.8 64.0
RC 4 5> CTACTCCTTTTTCGCCGCCAGC 25pb 60.8 52.0
CG5326 — = 834 pb
RC 4 3> ATGACGGACGAAGTGCCCGC 22pb 61.0 59.1
RC 2 5> TGATGAAACGCTGCTTGTTGGG 20pb 61.7 65.0
CG4726 —— 772 pb
RC 2 3’cut ATGCACGTGATGATCGCCTCC 22pb 59.6 50.0

Los PCR se realizaron para amplificar cada uno de los genes en las muestras de
ADNCc de cada experimental, monitor y control y posteriormente analizar la expresion de
cada gen. Si los genes muestra un cambio en la expresion (inhibicion o sobreexpresion),
se seleccionaron las muestras de ADNc con los genes inhibidos o sobreexpresado, y se
procedio a analizar mediante PCR los niveles de expresion del grupo experimental
respecto al control. Los PCR se realizaran en volumenes de 25pL y condiciones

estandarizadas en laboratorio.

Protocolo 3.-PCR

1. Homogenizar y centrifugar cuidadosamente los tubos antes de ser usados
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2. Trabajar en frio (hielo)

3. Instrucciones de pipeteo: adicionar los reactivos en el orden indicado de acuerdo
ala Tabla 7 y colocar las muestras en el termociclador siguiendo las condiciones
de la Tabla 8.

Tabla 7: Componentes para PCR convencional

Componente 20ul rxn. 50ul rxn Conc. final
H20 Completar hasta Completar hasta
20pL 50pL
2X Phusion Master 10pL 25uL X
Mix
Forward primer luL 2.5uL 0.5uM
Reverse primer 1uL 2.5uL 0.5uM
DNA molde (o luL 2.5uL
cDNA)
Notas:

e Silos primers se encuentran a 10 uM, adicionar 2.5 uL de reaccién o
1uL para 20uL de reaccion.

e Serecomienda que de usarse ADNCc, el volumen del molde no exceda el
10% del volumen de reaccion final.

Tabla 8: Condiciones de temperatura para la PCR

Etapa Temperatura Tiempo  Ciclos
Denaturacion inicial 98 °C 30s 1
Denatuaracion 98 °C 5-10s

Annealing X°C 10-30s 25-35
Extension 72°C 15-30s/kb
Extension final 72°C 5-10 min 1

Notas:

e Como regla basica, para primers >20nt el tiempo de annealing puede
estar entre 10-30s a una T°m+3 °C del primer con T°m mas baja. Para
primers <20nt, usar una temperatura de annealing igual a la Tm mas baja
entre los primers.
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3.3.3.4  Electroforesis
La visualizacion de los productos de RT-PCR, se realizaron en geles de agarosa

al 1,2%, compuestos de 0.36g de agarosa y 30mL de TAE 1X. Los productos de PCR
fueron cargados con 2uL de Runsafe por cada 2uL de muestra (ADN). Las corridas
electroforéticas se realizaron en una cuba horizontal (Multisub Horizontal Gel Sytems
Mschoice) bajo condiciones de 100 voltios por 80min (ANEXO 9). Finalmente los geles

de agarosa fueron visualizados y fotografiados en Clear View UVtransilluminator.

Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa. (A) Sistema de electroforesis horizontal. (B) Clear
View UVtransilluminator.

3.3.3.5  Cuantificacion de fragmentos amplificados dsSDNA
Los productos amplificados por PCR fueron Cuantificados mediante el Quibit

dsDNA HS Assay Kit de Invitrogen y las lecturas fueron realizadas con Quibit 3.0
flurometer utilizando la aplicacion dsDNA High sensitivity y utilizando el Protocolo 2.

3.3.3.6  Amplificacion de los genes ImpL3, DnaJ-1, CG4726 y CG5326 a
partir del ADNc de los descendientes con genes silenciados mediante
PCR.
Las muestras de ADNc seleccionadas con cambios en su expresion, obtenidas

mediante RT-PCR seran utilizadas para amplificar los genes en estudio, evaluar los
niveles de expresidn de cada uno de los genes y determinar su expresion independiente.
Los PCR se realizaron de acuerdo al Protocolo 3 ,utilizadando los primer

presentados en la Tabla 3 y amplificar cada gen en estudio.
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Después de cada amplificacion mediante PCR se realizo las electroforesis en geles
de agarosa y los fragmentos de cada gen fueron visualizados y fotografiados en el Clear

View UVtransilluminator.

3.3.3.7  Evaluacion de los niveles de expresion de los 4 genes en Drosophila
melanogaster.
La evaluacion de los niveles de expresion de cada gen se realizO mediante

procesamiento de datos de semicuantificacion (1/2gRT-PCR). Para ello se procesé cada
gel de agarosa obtenido en las electroforesis utilizando el programa Imagen Estudio Lite
que proporciona datos de la sefial de cada banda amplificada a analizar, por otro lado se
tomo los datos de cuantificacion de las secuencias amplificadas de cada gen en pg/pL.
Los resultados fueron trabajados en tablas de Excel, donde se realizo la estadistica
para determinar la independencia lineal de cada gen, utilizando los datos del programa
Imagen Estudio Lite y datos de cuantificacion de la amplificacion de cada gen y obtener

la masa final de cada experimental y grupo control.
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IV. RESULTADOS
4.1 Descendientes con genes silenciados mediante el cruce de cada fenotipo de las
cepas transgénicas UAS-ARNI con GALA4.

Una estrategia desarrollada para obtener mutantes de perdida de funcién de genes,
ha consistido en la utilizacion del ARN de interferencia acoplado al sistema UAS/GALA4.

En laboratorio, el sistema UAS/GAL4 se aplica tanto para silenciar como para
sobreexpresar de forma ubicua y en tejidos y/o momentos del desarrollo determinados. A
29 °C, el silenciamiento del gen de forma generalizada conlleva letalidad.

En primer lugar se quiso obtener descendientes con los genes silenciados, para ello
se realizd el cruce de cada fenotipo de las cepas transgénicas UAS-ARNI con la cepa
GAL4 (ANEXO 7 y 8). Se utilizaron también descendientes de la no copulacion con
GAL4 (cruzamiento entre las cepas UAS) y controles del cruce de la cepa silvestre
Wwild_1.

Se caracterizd cada cepa UAS de cada uno de los genes de ARNI para el cruce con
la cepa GAL4.En la tabla 9 se adjuntan los fenotipos diferenciales observados para el

caracter de color de ojos y forma de las alas (ANEXO 6).

Tabla 8: Fenotipos para el caracter de color de ojos y forma de las alas en moscas mutantes UAS-
RNAI y GAL4 de D. melanogaster.

Cepa Fenotipo
color de ojos forma de alas
rojo blanco normal curva

UAS-CG5326 X X

UAS-CG4726 X X X X
UAS-DnaJ-1 X X

UAS-Impl3 X X X X
GAL4 X

Los descendientes de este cruce (hembras GAL4 x machos UAS-ARNI), portadores
de ambas construcciones, sintetizan ARN de doble cadena de cada gen, que es capaz de
interferir la expresion del propio gen enddgeno. La supresion de la expresion de cada uno
de los genes fue tal que los individuos pudieron llegar a fase adulta. El ciclo de vida de
las moscas transgénicas vario de 12 a 15 dias en compraracion con las moscas silvestres

cuyo ciclo de vida es de 10 a 12 dias.
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En los descendientes de los cruzamientos GAL4 hembra con UAS-CG4726, UAS-
CG5326 y UAS-Dnal-1; los resultados reflejan una proporcion grande de pupas y no hay
problemas de eclosion. Esto podria indicar que la interferencia no afecta la viabilidad del
estadio pupario, ya que si lo hiciese habria una menor proporcion de pupas experimentales
Gal4/UAS.

En los descendientes de los cruces GAL4/UAS-ImpL3, encontramos una
proporcion reducida de pupas, sin embargo todas eclosionaron. Esto podria indicar que la
interferencia afecta la viabilidad de los individuos en etapa embrionaria o larvaria.

Se hizo seguimiento 48 horas posteclosion de las moscas que han salido de la pupa
para comprobar si son viables. Las moscas control y las experimentales tras 48 horas
viven y tiene una apariencia normal.

En la tabla 10 se presentan los fenotipos caraterizados en los descendientes de los
cruzamientos de todas las cepas UAS (CG4726, Dnal-1, CG5326 e ImpL3) con GAL4,
todos los descendientes presentaron fenotipo de ojos rojos para el caracter de color de
0jos (ANEXO 7). Por otro lado se muestran los fenotipos Cu: Curly (alas dobladas hacia
arriba) y no curly para el caracter de forma de las alas. Los descendientes de los
cruzamientos UAS-ImpL3(curly)/GAL4 y UAS-CG4726(curly)/GAL4 fueron curly y no
curly, mientras los descendientes de los cruzamientos UAS-ImpL3(no curly)/GAL4 y
UAS-CG4726(no curly)/GAL4 fueron todos no curly (ANEXO 8).

Tabla 9: Fenotipos para el caréacter de color de ojos y forma de las alas en descendientes UAS-
RNAI/ GAL4 de D. melanogaster.

Fenotipo
color de ojos forma de alas
Descendientes . . .
0j0S rojos 0jos blancos ala normal ala curva
UAS-ImpL3/GAL4 X - X X
UAS-DnalJ-1/GAL4 X - X
UAS-CG4726/GAL4 X - X X
UAS-CG5326/GAL4 X - X
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4.2 Descendientes con genes silenciados mediante herramientas moleculares.

Para identificar los descendientes con genes silenciados se realizaro una serie de
herramientas moleculares partiendo de la extraccion de ARN, en el que se trabajaron un
total de 36 muestras, cada muestra consistia en 7 imagos adultos de machos y hembras de
cada cepa, pertenecientes a los descendientes de los cruzamiento Gal4/Uas
(ImpL3,CG4726,CG5326 y Dnal-1) de cada caracteristica fenotipica, descendientes de
la no copulacion con GAL4 y un grupo control (silvestre). Del total de muestras (ADNCc)
aisladas mediante RT-PCR, se amplifico los genes en estudio mediante PCR para la
semicuantificacion de su expresion génica que consistio en el anélisis cualitativo de los
geles de agarosa mediante el programa Imagen Estudio Lite, la cuantificacion de los
fragmentos amplificados en el PCR de cada gen mediante Quibit. Estos datos se utilizaron
para evaluar los niveles de expresion de cada gen.

Los resultados del analisis cualitativo de los geles de agarosa muestran en los
descendientes no curly macho de parental mutante UAS-CG4726 (curly) con GAL4
hembra y en los descencientes hembra de parental mutante UAS-CG5326 con GAL4,
bandas muy tenues respecto al control (Figura 12 y 15 ). Por el contrario descencientes
de parental mutante DnaJ-1 con GAL4, esta imagen denota bandas muy marcadas
respecto al control.

El Andlisis semicuantitativo de cada gen se realizo con los datos de la sefial emitida
por cada gel analizado mediante el programa Imagen Studio Lite y la cuantificacion de la
amplificacion de cada gen mediante PCR. Los datos de la cuantificacion concidieron con
las imagenes de los geles de agarosa, los cuales fueron cambios en la expresion del gen
CG4726 y CG5326 , mostrando inhibicion del gen. Por el contrario un dato curioso ,del
que desconocemos la causa, es que se mostraron cambios en la expresion del gen Dnal-

1, lo que denotaria sobreexpresion en lugar de supresion del gen (Figura 10).

4.2.1 Laexpresion del gen DnaJ-1 en mosca de fruta a través del sistema Gal4
hembra/UAS

Analisis cualitativo de la amplificacion

El analisis cualitativo se realizd mediante amplificacion por PCR de cada gen en
estudio. Los resultados obtenidos muestran bandas muy marcadas de la expresion de los
descendientes GAL4/UAS-Dnal-1 con respecto a los descendiente sin copulacion con

GAL4 y el control silvestre, mostrando una posible sobreexpresion del gen DnaJ-1.
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Figura 10: Amplicon de la expresion del gen DnaJ-1 en mosca de fruta a través del sistema
GAL4 hembra/UAS . "a, imago hembra; b,imago macho. Muestras: 1, descendientes del parental
mutante UAS con GAL4 hembra; 2, descendientes curly de parental mutante UAS; 3, control
silvestre. M=1000pb ladder.

Analisis semi cuantitativo de los niveles de expresion

De un total de 12 muestras analizadas del cruce de machos de descendientes del
cruce del mutantes UAS con Gal4 hembra, con los iniciadores RC 5 5°- RC 5 3’que
amplifican un producto de 1005pb del gen DnaJ-1, se obtuvo un promedio de masa de
0,053 respecto al grupo sin copulacion con Gal4 0,053 y al control 0,028; lo que muestra

una mayor expresion de la traduccién (sobre expresion del gen).
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Figura 11: Expresion del gen DnaJ-1 en mosca de fruta a través del sistema UAS-RNAI/GAL4
hembra.
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4.2.2 La inhibicion del gen CG4726 en mosca de fruta a través del sistema
GAL4 hembra/UAS (mutante curly)

Analisis cualitativo de la amplificacion del gen CG4726
El andlisis cualitativo se realizd mediante amplificacion por PCR de cada gen en

estudio. Los resultados obtenidos muestran bandas muy tenues de la expresion de los
descendientes GAL4/UAS-CG4726 particularmente en los machos, con respecto a los
descendiente sin copulacién con GAL4 y el control silvestre, mostrando un posible

silenciamiento del gen CG4726.

Figura 12. Amplicén de la inhibicién del gen CG4726 in mosca de fruta a través del sistema
GAL4 hembra/UAS (mutante curly). ™ a, imago hembra; b,imago macho. Muestras: 1,
descendientes no curly del parental mutante UAS con GAL4 hembra; 2, descendientes curly de
parental mutante UAS con GAL4 hembra;3,descendientes curly de parental mutante
UAS;4,control silvestre. M=1000pb ladder.

Anélisis semicuantitativo de los niveles de expresion
De un total de 12 muestras analizadas de los descendientes del cruce del mutante

los mutantes UAS con Gal4 hembra, con los iniciadores RC 2 5°- RC 2 3’ que
amplifican el gen CG4726, se obtuvo un promedio de masa de 0,005 para los
descendientes no curly y 0,01 para los descendientes de curly, respecto a los
descendientes curly de parentales sin copulacion con GAL4 con un promedio de masa de
0,023 y con respecto al control 0,019 , lo que muestra una inhibicion de la traduccién

(silenciamiento del gen).
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Figura 12: Inhibicién del gen CG4726 en mosca de fruta a través del sistema UAS-ARNiI
(mutante curly)/GAL4 hembra.

4.2.3 La inhibicion del gen CG4726 en mosca de fruta a través del sistema
GAL4 hembra/UAS (no mutante curly).

Anélisis cualitativo de la amplificacion del gen CG4726
El anlisis cualitativo se realizé mediante amplificacion por PCR . Los resultados

obtenidos muestran bandas tenues de la expresion de los descendientes GAL4/UAS-
CG4726 (no curly), con respecto a los descendiente sin copulacion con GAL4 y el control

silvestre, mostrando una posible inhibicién del gen CG4726.
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Figura 13: Amplicon de la inhibicion del gen CG4726 en mosca de fruta a través del sistema
GAL4 hembra/UAS (mutante no curly). ™ a, imago hembra; b,imago macho. Muestras: 1,
descendientes no curly del parental mutante UAS con GAL4 hembra; 2, descendientes del
parental mutante UAS; control silvestre. M=1000pb ladder.

Anlisis semicuantitativo de los niveles de expresion
De un total de 12 muestras analizadas del cruce de machos de descendientes no

curly de parentales mutantes UAS con Gal4 hembra, con los iniciadores RC 2 5°-2_3'
que amplifican el gen CG4726, se obtuvo un promedio de masa de 0,0092 respecto a
descendientes sin copulacion con Gal4 con un promedio de masa de 0,027 y control 0,02

lo que muestra una inhibicion de la traduccion (silenciamiento del gen).
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Figura 14: Inhibicion del gen CG4726 en mosca de fruta a través del sistema UAS-ARNi
(mutante no curly)/GAL4 hembra.

4.2.4 La inhibicion del gen CG5326 en mosca de fruta a través del sistema
GAL4 hembra/UAS

Analisis cualitativo de la amplificacion del gen CG5326
El andlisis cualitativo se realizd6 mediante amplificacion por PCR. Los resultados

obtenidos muestran una banda muy tenue de la expresion de los descendientes
GAL4/UASCG5326 hembra, con respecto al descendiente GAL4/UAS-CG5326 macho,
descendientes sin copulacion con GAL4 y el control silvestre, mostrando una posible
inhibicion del gen CG5326.
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Figura 15: Amplicon de la inhibicion del gen CG5326 en mosca de fruta a través del sistema
GAL4 hembra/UAS (mutante curly). * a, imago hembra; b,imago macho. Muestras: 1,
descendientes del parental mutante UAS con GAL4 hembra; 2, descendientes curly de parental
mutante UAS; 3, control silvestre. M=1000pb ladder.

Analisis semi cuantitativo de los niveles de expresion
De un total de 12 muestras analizadas del cruce de machos de descendientes hembra

de parentales mutantes UAS con Gal4 hembra, con los iniciadores RC 4 5’-RC 4 3’
que amplifican el gen CG5326, se obtuvo un promedio de masa de 0,0018 con respecto
a los descendientes macho de parentales mutantes UAS con GAL4 hembra con 0,18
descendientes sin copulacién con GAL4 hembra con 0,2 y hembra 0,26 , control hembra
0,019 y control macho 0,08; lo que muestra una inhibicion de la traduccién

(silenciamiento del gen).
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Figura 16: Inhibicion del gen CG5326 en mosca de fruta a través del sistema UAS-ARNIi/GAL

hembra.

4.2.5 Expresion del gen ImpL3 en mosca de fruta a través del sistema GAL4

hembra/UAS (mutante curly)

Analisis cualitativo de la amplificacion del gen ImpL3
El andlisis cualitativo se realizd6 mediante amplificacién por PCR de cada gen en

estudio y su visualizacion en geles de Agarosa. Los resultados obtenidos muestran bandas

marcadas en todos los carriles que muestran la expresion de los descendientes

GAL4/UAS-ImpL3 (curly), con respecto a los descendientes sin copulacion con GAL4 y

el control silvestre, no mostrando cambios en la expresion del gen CG4726.
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Figura 17: Amplicon de la inhibicion del gen ImpL3 en mosca de fruta a través del sistema GAL4
hembra/UAS (mutante curly). “a, imago hembra; b,imago macho. Muestras: 1, descendientes no
curly del parental mutante UAS con GAL4 hembra; 2, descendientes curly de parental mutante
UAS con GAL4 hembra;3,descendientes curly de parental mutante UAS;4,control silvestre.
M=1000pb ladder.

Analisis semicuantitativo de los niveles de expresion
De un total de 12 muestras analizadas de los descendientes del cruce del mutante

los mutantes UAS con Gal4 hembra, con los iniciadores RC 2 5’- RC 2 3° que
amplifican el gen ImpL3, se obtuvo un promedio de masa de 0,064 para los descendientes
no curly y 0,058 para los descendientes curly, respecto a los descendientes curly de
parentales sin copulacion con GAL4 con un promedio de masa de 0,055 y con respecto
al control 0,064 , lo que muestra una inhibicion de la traduccion (silenciamiento del gen).
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Figura 18: Expresion de gen ImpL3 en mosca de fruta a través del sistema UAS-ARNiI (mutante
curly)/GAL4 hembra.

4.2.6 Expresion del gen ImpL3 en mosca de fruta a través del sistema GAL4

hembra/UAS (mutante no curly)

Analisis cualitativo de la amplificacion del gen ImpL3

El andlisis cualitativo se realizd mediante amplificacion por PCR de cada gen en
estudio y su visualizacion en geles de Agarosa. Los resultados obtenidos muestran bandas
marcadas en todos los carriles que muestran la expresién de los descendientes
GAL4/UAS-ImpL3 (no curly), con respecto a los descendientes sin copulacién con GAL4

y el control silvestre, no mostrando cambios en la expresion del gen CG4726.
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Figura 19: Amplicén de la inhibicién del gen ImpL3 en mosca de fruta a través del sistema GAL4
hembra/UAS (mutante no curly). "a, imago hembra; b,imago macho. Muestras: 1, descendientes
no curly del parental mutante UAS con GAL4 hembra; 3,descendientes curly de parental mutante
UAS; 4,control silvestre. M=1000pb ladder.

Analisis semicuantitativo de los niveles de expresion
De un total de 12 muestras analizadas del cruce de machos de descendientes no

curly de parentales mutantes UAS con Gal4 hembra, con los iniciadores RC_1 5’-1 3’
que amplifican el gen DnalJ-1, se obtuvo un promedio de masa de 0,06 , respecto a los
descendientes de la no copulacion con GAL4 0,06 y control 0,06; lo que muestra que no

hay diferencia significativa en la expresion de la traduccion (expresion del gen).
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Figura 20: Expresion del gen ImpL3 en mosca de fruta a través del sistema UAS-ARNiI (mutante
no curly)/GAL4 hembra.
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4.3 Amplificacion de los genes ImpL3, DnaJ-1, CG5326, CG4726 a partir de ADNc
de los descendientes con el sistema UAS/GAL4 activo mediante PCR

Un total de 3 muestras de ADNc obtenidos por RT-PCR ,de los genes inhibidos
(CG4726 y CG5326) y sobrexpresado (DnaJ-1) en D.melanogaster fueron utilizadas para
amplificar los fragmentos de los genes ImpL3, CG4726, CG5326 y DnaJ-1 mediante PCR
y los productos representaron 999, 834,772 y 1005 pb, respectivamente. Se realizaron dos
replicas tanto para la amplificacion del gen a ser evaluado como para el control.

En las Figuras 22, 23 y 24 se muestran las amplificaciones de los genes ImpL3,
Dnal-1 y CG5326 en la muestra experimental (muestra con el gen silenciado CG4726 de
los descendientes del cruce GAL4 hembra con UAS-CG4726) y en la muestra control

(muestra con expresion normal de los genes en descendientes de mosca de fruta silvestre).

Figura 21: Amplicones de PCR de la expresion independiente entre el gen CG4726 y ImpL3 en
Drosophila melanogaster. * a, experimental o control; b, replica. Muestras: 1, experimental
CG4726 en ImpL3; 2, silvestre control ImpL3. M=1000pb ladder;
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Figura 22: Amplicones de PCR de la expresion independiente entre el gen CG4726 y Dnal-1
en Drosophila melanogaster. *a, experimental o control; b, replica. Muestras: 1, experimental
CG4726 en Dnal-1; 2, silvestre control DnaJ-1. M=1000pb ladder;

Figura 23: Amplicones de PCR de la expresion independiente entre el gen CG4726 y CG5326
en Drosophila melanogaster. " a, experimental o control ; b, replica. Muestras: 1, experimental
CG4726 en CG5326; 2, silvestre control CG5326. M=1000pb ladder;

Fragmentos del gen Impl3 y DnalJ-1 fueron amplificados mediante PCR y los
productos representaron 999pb, 1005pb respectivamente (Figura24 y 25). Se amplifico el
gen ImpL3 y Dnal-1 en la muestra experimental (muestra con el gen silenciado CG5326
de los descendientes del cruce GAL4 hembra con UAS-CG5326) y en la muestra control

(muestra con expresion normal de los genes en descendientes de mosca de fruta silvestre).
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Figura 24: Amplicones de PCR de la expresion independiente entre el gen CG5326 y Dnal-1 en
Drosophila melanogaster. * a, experimental o control ; b,replica. Muestras: 1, experimental
CG5326 en Dnal-1; 2, silvestre control DnaJ-1. M=1000pb ladder;

Figura 25: Amplicones de PCR de la expresion independiente entre el gen CG5326 'y Dnal-1 en
Drosophila melanogaster. * a, experimental o control ; b,replica. Muestras: 1, experimental
CG5326 en Dnal-1; 2, silvestre control DnaJ-1. M=1000pb ladder;

Fragmentos del gen Impl3 fueron amplificada mediante PCR y los productos
representaron 999pb (Figura 26). Se amplificé el gen ImpL3 en la muestra experimental
(muestra con el gen sobreexpresado DnaJ-1 de los descendientes del cruce GAL4 hembra
con UAS-CG4726) y en la muestra control (muestra con expresion normal de los genes

en descendientes de mosca de fruta silvestre).
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Figura 26: Amplicones de PCR de la expresion independiente entre el gen DnaJ-1y ImpL3 en
Drosophila melanogaster. “a, experimental o control; b,replica. Muestras: 1, experimental DnaJ-
1 en ImpL3, silvestre control ImpL3. M=1000pb ladder;

4.4 Niveles de Expresion génica de los 4 genes de D.melanogaster mediante
procesamiento de datos de semicuantificacion.

Una vez identificados los posibles genes que muestran inhibicidn o sobreexpresion
de los descendientes en etapa adulta del cruzamiento de la cepa mutante UAS-RNA. con
Gal4 hembra, se decidi6 evaluar los perfiles de expresion de los 4 genes en estudio. El
objetivo de estos experimentos fue determinar la expresion independiente de los genes
ImpL3, Dnal-1, CG4726 y CG5326. Para ello se evalud por procesamiento de datos de
semicuantificacion los niveles de expresion de cada uno de los genes en las muestras de
ADNCc experimentales (muestras con genes inhibidos o sobreexpresados) conservadas a
20 °C por 24 horas.

Las medidas que se realizaron fueron la expresion independiente entre los genes
CG4726 respecto a DnalJ-1, ImpL3 y CG5326; entre los genes CG5326 respecto a Dnal-
1 e ImpL3y entre los genes DnaJ-1 respecto a ImpL3. Cumpliendose todas las formas de
relacion de cada uno de los genes, a pesar de no haber obtenido el silenciamiento genético

de todos los genes en estudio.

Las muestras de PCR de los genes ImpL3, CG4726, CG5326 y Dnal-1 en D.
melanogaster e imagenes de los fragmentos amplificados en geles de agarosa, fueron
utilizadas para evaluar los niveles de expresion génica y determinar la expresion

independiente de cada gen.
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4.4.1 Expresion independiente del gen CG4726 respecto al gen ImpL3
Se evalu6 por RT-PCR semicuantitativa ((1/2) gRT- PCR) la expresion
independiente del gen CG4726 respecto al gen ImpL3, los datos demuestran un promedio
de masa de 0,065 respecto al control 0,062 no significativo (p-value 0,047). Los
resultados muestran que la evaluacion de los niveles de expresién de estos genes
determinan la expresion independiente que existe entre los genes CG4726 e ImpL3.
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Figura 27: Expresion independiente CG4726 e ImpL3

4.4.2 Expresion independiente del gen CG4726 respecto al gen DnaJ-1

En el caso del gen CG4726 respecto al gen Dnal-1, se evalué por RT-PCR
semicuantitativa ((1/2) gRT- PCR), los datos demuestran un promedio de masa de 0,064
respecto al control 0,063 no significativo (p-value 0,03). Los resultados muestran que la
evaluacion de los niveles de expresion de estos genes determinan la expresion

independiente que existe entre los genes CG4726 y Dnal-1.
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Figura 28: Expresion independiente entre los genes CG4726 y DnaJ-1.

4.4.3 Expresion independiente del gen CG4726 respecto al gen CG5326
Se evalué por RT-PCR semicuantitativa ((1/2) gRT- PCR) la expresion
independiente del gen CG4726 respecto al gen CG5326, los datos demuestran un
promedio de masa de 0,068 respecto al control 0,047 significativo (p-value 0,14).Los
resultados muestran que la evaluacion de los niveles de expresion de estos genes
determinan que no podria existir una expresion independiente entre los genes CG4726 y
CG5326.
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Figura 29: Expresion independiente entre los genes CG4726 y CG5326.
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4.4.4 Expresion independiente del gen CG5326 respecto al gen ImpL3
Los resultados obtenidos para la expresion independiente del gen CG5326 respecto
al gen DnaJ-1, evaluados por RT-PCR semicuantitativa ((1/2) qRT- PCR, muestran un
promedio de masa de 0,064 respecto al control 0,063 no significativo (p-value 0,03). Se
demuestra entonces que la evaluacion de los niveles de expresion de estos genes

determinan la expresion independiente que existe entre los genes CG5326 y ImpL.3.
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Figura 30: Expresion independiente entre los genes CG5326 e ImpL3.

4.45 Expresion independiente del gen CG5326 respecto al gen DnaJ-1
Los datos de la expresion independiente del gen CG5326 respecto al gen DnaJ-1,
evaluados por RT-PCR semicuantitativa ((1/2) gRT- PCR), muestran un promedio de
masa de 0,056 respecto al control 0,062 no significativo (p-value 0,0005). Los resultados
muestran que la evaluacion de los niveles de expresion de estos genes determinan la

expresion independiente que existe entre los genes CG4726 y DnaJ-1.
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Figura 31: Expresion independiente entre los genes CG5326 y DnaJ.

4.4.6 Expresion independiente del gen DnaJ-1 respecto al gen ImpL3
Se evalu6 por RT-PCR semicuantitativa ((1/2) gRT- PCR) la expresion
independiente del gen Dnal-1 respecto al gen ImpL3, los datos demuestran un promedio
de masa de 0,065 respecto al control 0,067 no significativo (p-value 0,54). Los resultados
muestran que la evaluacion de los niveles de expresion de estos genes determinan la

expresion independiente que existe entre los genes DnaJ-1y ImpL3.
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Figura 32: Expresion independiente entre los genes DnaJ e ImpL3.
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V. DISCUSION

Para la realizacion de la presente investigacion se partié del supuesto de que al
utilizar la herramienta de silenciamiento genético UAS-ARNI/GAL4 en Drosophila
melanogaster, permitiria determinar si los genes ImpL3, DnalJ-1, CG4726 y CG5326 se
expresan independientemente; lo anterior, tomando como base lo reportado por Lavan en
2015% quien identific6 un grupo de genes, que se inhiben en condiciones de
microgravedad, genes que podrian estar involucrados en el efecto inhibitorio de células
cancerigenas en condiciones de microgravedad'®41>16 y que sus ortélogos en humanos
estan expresados en diferentes tipos de células tumorales®.

La generacion y validacion de una biblioteca que cubre el 88% que codifica todo el
genoma de D.melanogaster de cepas transgenicas ARNi, que permite la inactivacion
condicional de la funcion de genes en tejidos especificos de organismo intacto en los
embriones, larva y adultos transgénicos® “6, permitié obtener los transgenes ARNi que
contienen fragmentos de genes clonados cortos como repeticiones invertidas y expresados
mediante sistema UAS/GAL4 binario*’. Se examinaron por RT-PCR 5 lineas de los
cruzamientos UAS/GAL4 para identificar en que muestras GAL4 activa la transcripcién
acercandose a la linea UAS-ARNI y la progenie se utiliz6 para evaluar la expresion
independiente de cada gen en estudio. Los resultados mostraron silenciamiento en los
genes CG4726 y CG5326, ademas de un resultado curioso de sobreexpresion para el gen
DnaJ-1.

Esto nos llevd a poner a punto en el laboratorio un nuevo disefio que permita
determinar la relacion de los 4 genes en estudio, se evaluaria la expresion de los genes
CG4726 respecto a los genes ImpL3, DnalJ-1 y CG5326, la expresion del gen CG5326
respecto a los genes ImpL3, Dnal-1y la expresion del gen DnalJ-1 respecto al gen ImpL3.
El disefio permitié poder evaluar todas las relaciones posibles de cada uno de los genes.
Se han utilizado muestras de ADNc con cambios significativos en los niveles de
expresion, la primera de ellas corresponde a la muestra al gen CG4726 silenciado de la
progenie de machos no curly de parentales UAS curly, la segunda corresponde a la
muestra al gen CG5326 silenciado de la progenie hembra, la tercera corresponde a la
muestra al gen DnaJ-1 con el gen sobreexpresado de la progenie de macho y hembra,
todas ellas obtenidas por analisis semicuantitativo (1/2) RT-PCR. Con esas cuatro
muestras de ADNCc, se amplifico cada uno de los genes mediante PCR convencional

generando un producto de amplificacion de 1005pb, 999pb, 834pb, 772pb, para los genes
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ImpL3, DnalJ-1, CG4726 y CG5326 respectivamente. Con ello se calculo la sefial emitida
por cada banda amplificada en los geles de agarosa, cuantificar la cantidad de secuencias
amplificadas en ug/ul y evaluar los niveles de expresion.

Los resultados obtenidos permiten explicar los siguientes fendmenos, los
descendientes del cruce del mutante GAL4 con mutante UAS-ARNI, ya sea en etapa
embrionaria, larvaria, puparia o imago, no se desarrolla normalmente, el fenotipo se ve
afectado y el periodo de desarrollo se alarga*” 4349 : pero también, en este estudio se
observo, que un gran nimero de larvas no completan su desarrollo hasta etapa puparia
para el gen ImpL-3.

Con lo anterior se infiere, que los imagos con el sistema UAS-ARNI activo para los
genes Dnal-1, CG4726 y CG5326 llegan a etapa de imago por ende, son menos sensibles
a la activacion del sistema para el silenciamiento genético. Por el contrario, en los imagos
para el gen ImpL3 con el sistema UAS-ARNI activo, su desarrollo no es normal y son
mas sensibles a los cambios de expresidn de este gen, por lo tanto, se puede presentar una
susceptibilidad y mortalidad altas.

Los resultados de este estudio son importantes ya que permitieron conocer que la
expresion de tres de los genes estudiados, presentan valores con diferencias no
significativas, de acuerdo a la relacion en que se evaluaron; pero en la etapa de desarrollo
adulto no se detecta el efecto de la activacion del sistema GAL4/UAS-ARNi en todos los
genes, ya que si el andlisis fuera en etapa embrionaria o larvaria (estadio 1, 2 o 3 por
ejemplo) los analisis del silenciamiento genético seran diferentes®’#84° de acuerdo a la
etapa de desarrollo en que se encuentren. Tal como se detecta en el gen ImpL3 en este
estudio.

Lo anterior, tiene una aplicacion practica, por ejemplo, de acuerdo al gen en estudio,
en el que se quiera silenciar, para la activacion del sistema GAL4-UAS-ARNI, la etapa
maxima de expresion de cada gen no es la misma, por lo que de este estudio surge la
recomendacion de que, no obstante la deteccion de la activacion transcripcional de GAL4
va a depender de las diversas etapas de desarrollo y patrones diferentes de expresion*®°,

Los resultados encontrados muestran que efectivamente, los genes ImpL3, DnalJ-1
y CG4726 se expresan independientemente, esto permitio la identificacion de tres genes
no relacionados en base a la evaluacion de sus niveles de expresion utilizando los valores
obtenidos por semicuantificacion mediante RT-PCR. Se puede observar en la Figuras 27,
28, 32 que los genes ImpL3, Dnal-1 y CG4726, presentaron un promedio de expresién
que oscila entre 0,065-0,064 ; no habiendo diferencias significativas del experimental
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respecto al control. Por el contrario el gen CG5326 presento un promedio de expresion
que oscila entre 0,064-0,48 del experimental respecto al control habiendo diferencia
significativa, tanto en los datos obtenidos de los experimentos de imagos con interferencia
mediante GAL4/UAS-ARNI, frente a la expresion en los controles con moscas silvestres.

Posiblemente debido a la cantidad muy pequefia de templado, el sistema
semicuantitativo mediante RT-PCR no garantiza una alta sensibilidad, especificidad y
eficiencia. Por lo que se hacen necesarias mas investigaciones, para que el producto de
amplificacion sea monitoreado conforme transcurre la reaccion sin que haya la necesidad
de ser manipulado en un gel de agarosa.Ya que la cantidad de ARNm puede ser detectado
a partir de concentraciones bajas®.

El efecto inhibitorio en las células cancerosas sometidas a microgravedad (indice
de proliferacion disminuida significativamente), que concluyen que los genes implicados
y responsables de este efecto podrian ser los mismos identificados en Drosophila en
condiciones de microgravedad®®*141% nos plante6 realizar la blsqueda de posible
expresion de los genes en estudio en células cancerigenas en la pagina The Human Protein
Atlas (http://www.proteinatlas.org/cell), el cual revelo distintos niveles expresion de estos
genes en distintos tipos de cancer . Asi, en la ANEXO 10 se indican los diferentes tipos
de céncer y niveles de expresién de cada uno. Se observo que tres de ellos muestran una
baja, media y baja expresion, LDHB se expresa en el cancer de endometrio y cancer renal,
DNAJB14 se expresa en el cancer colorectal, endometrial, pancreas, estomago, tiroides y
uretra, y uno de ellos muestra una mediana y baja expresion, ELOVL7 se expresa en el
cancer de prostata y pecho. Es relevante indicar que todos estos genes de humanos son
ortdlogos con los genes ImpL3, Dnal-1, CG4726 y CG5326 respectivamente de
Drosophila melanogaster.

La identificacion de marcadores tumorales ha revolucionado muchos aspectos de la
biologia del cancer, posibilitando establecer la extension tumoral antes del tratamiento,
para monitorear la respuesta a este y para predecir el pronostico de la enfermedad y se
seguira aplicAndose ampliamente. La identificacion y validacion de los marcadores
requiere un periodo largo, que debe involucrar el aporte de diferentes estudios, asi como
el uso y aplicacion de nuevas tecnologias. En la Gltima década se han realizado numerosas
investigaciones para identificar marcadores oncoldgicos especificos basados en el estudio
de la expresion de genes. Sin embargo las preguntas siguen abiertas en los que respecta a
un marcador tumoral ideal®”5. Por todo ello los resultados en este estudio son

importantes, ya que permitieron un andlisis de las bases moleculares de un grupo de
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genes, los cuales estan involucrados en el desarrollo del cancer. Conocer la expresion
independiente de los genes nos ayuda a saber si estos genes estan relacionados
funcionalmente. Y estos datos son referencia para el estudio y validacion de estos genes
como futuros biomarcadores, que permitan el tratamiento contraatacando a este nimero
de genes como blancos terapéuticos. Por otra parte nuestro trabajo, es un reporte méas, que
demuestra validez del uso del sistema UAS/GAL4-ARNi como herramienta genética para
el silenciamiento genético.

Dado el bajo niumero de muestras analizadas hasta la fecha y a que no existe
publicaciones al respecto. Estos datos deberian ser considerados preliminares a la espera
de ser confirmado en experimentos futuros. Sin embargo, los datos presentados en este
estudio, asi como los reportes realizados en otros trabajos, parece confirmar la expresién
de manera independiente de un grupo de genes. Ademas es importante una evaluacion
cuantitativa a tiempo real (QPCR) en futuros estudios para corroborar nuestros resultados,
como valorar que otras variables puedan afectar la activacion del sistema UAS/GAL4
para interferir genes. Asi la evaluacion de la expresion en distintas etapas de desarrollo,

como se muestra en este estudio, induce a sobrevalorar los resultados obtenidos.
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VI. CONCLUSIONES

Se obtuvo descendientes viables hasta etapa de imago del cruce de cada fenotipo de
las cepas transgénica UAS-ARNI con la cepa GALA4.

Se Identificd inhibicion de la traduccion (silenciamiento genético) de los genes
CG4726 y CG5326,sobrexpresion del gen DnaJ-1 y ninglin cambio de expresion del
gen ImpL3, en las muestras analizadas de los descendientes de los cruzamientos UAS-
ARNi/GALA.

Se Amplificaron los genes Impl3, DnaJ-1, CG5326, CG4726 mediante la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR), a partir de ADNCc de los descendientes con genes
silenciados o sobreexpresados y los amplicones fueron revelados en geles de agarosa.
La evaluacion de los niveles de expresion génica de la expresion independiente de los
4 genes en D. melanogaster mediante procesamiento de datos de semicuantificacion
(RT-PCR) pudo determinar que el gen CG4726 se expresa independientemente
respecto a los genes DnalJ-1 e ImpL3, por otra parte el gen Dnal-1 se expresa
independientemente respecto al gen ImpL3 y el gen CG5326 se expresa
independientemente respecto a los genes DnaJ-1 e ImpL3 pero no respecto al gen
CG4726.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se propone estudiar los descendientes en todas las etapas del ciclo de vida de
Drosophila (etapa embrionaria , larvaria y puparia) para el analisis del silenciamiento
genético mediante el sistema UAS-ARNIi/GALA.

Identificar los descendientes con genes silenciados mediante analisis histologico y
herramientas moleculares cualitativas y cuantitativas.

Se propone analizar un numero mayor de amplificaciones mediante PCR para obtener
un numero mayor de datos.

Evaluar los niveles de expresion génica de los 4 genes de Drosophila melanogaster

mediante procesamiento de datos de cuantificacion gRT-PCR (PCR a tiempo real).
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IX. ANEXOS

ANEXO 1: Funcionamiento del sistema UAS/GAL4

Driver: GAL4 expressing line Responder: UAS-target gene line

Endogenous UAS Target sequence
promoter/ (GAL4 binding

enhancer sites)

GAL4 expressed in cell- or tissue- UAS-target gene silent in absence of GAL4
specific pattern

Progeny of cross

.
))
//

/

\\
\
|
,/

/(1
[\

GAL4 drives expression of UAS-target gene in cell- or tissue-specific pattern

Expresién génica dirigida en Drosophila para generar lineas transgénicas que expresan
GAL4 en numerosos células y los patrones especificos de tejido, EI gen GAL4 se inserta
aleatoriamente en el genoma, que dirige la expresibn GAL4 de numerosos diferentes
potenciadores de la genémica. El gen diana es silencioso en la ausencia de GALA4. Para activar el
objetivo gen en una célula o patrén especifico de tejido, las moscas la realizacion del objetivo
(UAS-Gen X) se acercd a moscas que expresan GAL4 (Potenciador de Trampa GAL4). En la
progenie de este cruce, es posible activar UAS-Gen X en las células, donde es GAL4 expresada

y para observar el efecto de sobreexpresion o silenciamiento en el desarrollo.
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ANEXO 2: Laboratorio de Microgravedad Microgravedad “Percy German Padilla Rios” del
INICTEL-UNI

2.1. Sectores del Laboratorio de Microgravedad. (a) Sector de Biologia Molecular. (b) Sector de
experimentacion en microgravedad. (c) Maquina simuladora de microgravedad en el sector de
experimentacion.

2.2. Actuadores frio y caliente. (a) Actuador frio, consistente en una maquina de aire
acondicionado (flecha negra) controlada mediante una tarjeta electronica (cabeza de flecha
negra). (b) Actuador caliente, consistente en una estufa (estrella de seis puntas) y un ventilador
(estrella de cinco puntas) controlados también por la tarjeta electrénica sefialada (cabeza de flecha
negra). El ventilador sirve para difundir mas rapidamente el aire caliente en el ambiente.
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ANEXO 3: Protocolo para la elaboracion del medio de cultivo de mosca de fruta

Drosophila melanogaster es un organismo holometabolo es decir presenta una
metamorfosis completa, pasando por las etapas de huevo, larva, pupa e imago. Cuando
las hembras depositan los huevos lo hacen usualmente en lugares adecuados para que en
el estadio de larva los hijos puedan alimentarse, es por ello que el medio que elaboramos
para mantenerlas asi como para amplificarlas tiene una consistencia no tan dura ademas
de presentar los nutrientes necesarios para el buen desarrollo de los individuos.

Si usamos frascos de vidrio estos deben ser calentados en la estufa durante una
hora, pero si usamos frascon falcon se usa la cdmara con UV, colocandolos de igual
manera una hora antes a realizar el medio. Una vez que los recipientes donde se colocara
el medio han terminado de esterilizarse (frascos de vidrio o falcon) se inicia con la

preparacion, la cual consta de los siguientes pasos:

1. Se mide con la probeta 1000ml de agua potable, la cual se coloca en la olla y se
deja que llegue al punto de ebullicién. Cuando llegue a este punto se separa 20ml
del agua en un vaso de precipitado, luego en este recipiente se mezcla la levadura
con el agua y se mueve hasta tener una consistencia espesa, no dejar que se vuelva
liquida la mezcla.

2. Se agrega el agar, previamente cortado lo mas pequefio posible, y con la bagueta
se mueve constantemente. Cuando todo el agar se haya disuelto se agrega la
levadura.

3. Luego se agrega el azlcar y se sigue moviendo hasta hacer que todos los insumos
mezclados se homogenicen.

4. Se apaga la cocina y en ese momento se vierte 5ml de acido propionico y 5ml de
nipagin, con ayuda de la bagueta se mueve toda la mezcla.

5. Inmediatamente después se vierte esta mezcla en los frascos de vidrio o falcon de
acuerdo al caso.
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ANEXO 4: Metologia para caracterizacion de cepas

4.1. Amplificacion de cepas

.‘ ®» &
.

L
n m
- .

| machos hembra |
L :

Copula v ovoposicion
t=1-2 dias

[ 4
= = =]

e® desarrollo e®
® ®
- - oS
&> & ..t
. ®
huevos parentales Imagos hijos

Esquema de ampificacion de moscas para cepario: dejar copular cierto nimero de moscas
durante un tiempo determinado y luego, trasvasar a las moscas parentales para permitir el
desarrollo de los huevos colocados por las hembras. Para propdsitos del trabajo, el tiempo
durante el cual se realizard la copula y ovoposicion serd de entre 1 y 2 dias, con el
proposito de obtener el mayor niumero posible de huevos y aumentar asi la poblacion del
cepario.
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4.2. Fases desde obtencion de cepas hasta su caracterizacion

I —

larvas ¢ =) amplificacion ¢ Py
i — .o _—) (%

YK g - g

D et &

o o
9 >0 {30 o
Sa,® Papas da,®
g a0 $239
g &CK Loy (?439“
CO0d QO0d
hembras machos

adultos

e oo
tRee ¢

caracterizacion
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g - g -
® ®
alas curvas alas no curvas

Las cepas fueron obtenidas en estapa larval, luego se realiza una amplificacion de cada
una de ella, posteriormente se separan pupas machos y hembras de cada cepa (hembra
GAL4 y macho UAS). Cuando las pupas eclosionan (virgenes) se realiza la
caracterizacion de cada cepa (alas curvas, alas no curvas, 0j0s rojos, etc.).
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ANEXO 5: Dimorfismo sexual en Drosophila melanogaster

1.1 Identificacion de sexo en estadio pupario.

Macho (izquierda) y hembra (derecha) de D. melanogaster en estadio de pupa #'.

1.2 Identificacidon de sexo en Imagos.

Female

Amplificacién mostrando
los peines sexuales

Dimorfismo sexual en Drosophila melanogaster. A) Visidn dorsal de los insectos adultos
de ambos sexos. B) Vision ventral de las estructuras de las placas genitales del macho y
de la hembra adultos. C) Detalle de la pata anterior de los adultos. Los machos presentan

el peine sexual (sex combs)*’.
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ANEXO 6: Caracterizacion de las cepas mutantes y silvestres

FECHA: 15/08/15

MUESTRA: ImpL3 alas normales ojos
rojos (A)

PROCEDENCIA: Kyto
N°STOCK: 16829 (BDGP)
NOMBRE DE LA CEPA: UAS-ImpL3

GENOTIPO:
y1 w67c23; P{EPgy2}EY 07426

DESCRIPCION:

Mosca mutante macho de Ojos rojos
vinosos y alas normales. (B)

FECHA: 15/08/15

MUESTRA: ImpL3 alas curvas 0jos roj@s
(A)

PROCEDENCIA: Kyto
N°STOCK: 16829 (BDGP)
NOMBRE DE LA CEPA:UAS-ImpL3 |

GENOTIPO:
y1 w67c23; P{EPgy2}EY07426

DESCRIPCION:

Mosca mutante macho de Ojos rojos
vinosos y alas curvas. (B)
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FECHA: 15/08/15

MUESTRA: CG4726 alas normales (A)
PROCEDENCIA: Kyto

N°STOCK: 14837(BDGP)

NOMBRE DE LA CEPA:UAS-CG4726

GENOTIPO:
y1 w67c23; P{EPgy2}EY00370

DESCRIPCION:

Mosca mutante macho de Ojos rojos
brillantes y alas normales. (B)

FECHA: 15/08/15

MUESTRA: CG4726 alas curvas (A)
PROCEDENCIA: Kyto

N°STOCK: 14837 (BDGP)

NOMBRE DE LA CEPA: UAS-CG4726

GENOTIPO:
y1 w67c23; P{EPgy2}EY00370

DESCRIPCION:

Mosca mutante macho de Ojos rojos
brillantes y alas curvas. (B)
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FECHA: 17/08/15

MUESTRA: 105798 ojos rojos (A)
PROCEDENCIA: Kyto

N°STOCK: 15739 (BDGP)

NOMBRE DE LA CEPA:UAS-Dnal-1
GENOTIPO:

y1 w67c23; P{EPgy2}Dnal-1EY 04359
DESCRIPCION:

Mosca mutante macho de Ojos rojos
naranja. (B)

FECHA: 18/08/15

MUESTRA: CG5326 0jos rojos (A)
PROCEDENCIA: Kyto

N°STOCK: 32024 (BDGP)
NOMBRE DE LA CEPA:
GENOTIPO: w1118; P{EP}CG5326G6402 .
DESCRIPCION:

Mosca mutante macho de Ojos rojos
brillante. (B)

FECHA: 02/09/15
MUESTRA: GAL4 (A)
PROCEDENCIA: Kyto
N°STOCK: 51629(BDGP)
NOMBRE DE LA CEPA:
GENOTIPO:
DESCRIPCION:

Mosca mutante hembra de Ojos rojos
brillantes . (B)
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FECHA: 17/08/15

MUESTRA: silvestre(A)
PROCEDENCIA:INICTEL-UNI
N°STOCK:

NOMBRE DE LA CEPA:Silvestre
GENOTIPO:Wild_1A
DESCRIPCION:

Mosca mutante hembra de Ojos rojos
brillantes . (B)
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ANEXO 7: Esquema de los cruzamientos

7.1 Cruzamiento de la cepa Gal4 hembra con la cepa UAS-ImpL3

CEPA Impl.3
S s B e

o=

COPULACION COPULACION COPULACION
:t/ \~s / \» N
UAS-ImpL3 UAS-ImpL3 UAS-ImpL3 UAS-ImpL3 CONTROL
GAL4 Not Curly GAL4 Curly Not Curly Curly
F X M F X M F X M F XM F x M

Descendientes Descendientes Descendientes Descendientes Descendientes
———— l l

“

Not Curly Not Curly Not Curly Cuily '

M

M i
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7.2 Cruzamiento de la cepa GAL4 hembra con la cepa UAS-CG4726

CEPA CG4726

4——’—”_—’_’_" \b T ~

COPULACION COPULACION COPULACTON

UAS-CG4726 UAS- UAS-CG4726 UAS-CG4726 CONTROL
GAT4  Not Cirly GAT 4 CG4726 Not Crrly Curly

F X M F X Cuwly F X M F XM F X M

M

Descendientes Descendientes Descendientes Descendientes Descendientes
i N |
v .// \ v l l
Not Curly Not Curly Curly Not Curly Curly

F M F M

[ LX]




7.3 Cruzamiento de la cepa GAL4 hembra con la cepa UAS-Dnal-1

CEPA DnalJ-1

PSR e e i
COPULACION COPULACION COPULACION
-« = ek il o ¥
GAL4 UAS-Dnal-1 UAS-Dnal-1 UAS-Dnal-1 CONTROL
F X M F X M

Descendientes Descendientes Descendientes
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7.4 Cruzamiento de la cepa GAL4 hembra con la cepa UAS-CG5326

CEPA CG5326
COPULACION COPULACION COPULACION
GAL4 UAS-CG5326 UAS-CG5326 UAS-CG5326 CONTROL

I X M
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ANEXO 8: Imagenes de los descendientes de los cruzamientos de las cepas GAL4 con UAS-
RNA..

8.1. Grupo experimental para el estudio del gen ImpL3

DESCENDIENTES DEL CRUCE DE LA CEPA UAS-ImpL3 NO CURLY C'ON GAL4
TICMBRA NO CTURTY MACTIO NO CURLY

8.2. Grupo experimental 2 para el gen ImpL3

DESCENDIENTES DEL CRUCE DE LA CEPA UAS-ImpL3 CURLY CON GAL4
HEMRA NO CURLY MACHO NO CURLY
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8.3. Grupo experimental 3 para estudio del gen ImpL3

DESCENDIENTES DEL CRUCE DE LA CEPA UAS-ImpL3 CURLY CON GAL4
TICMBRA CTIRTY MACTIO CURLY

8.4. Grupo experimental para estudio del gen CG4726

DESCENDIENIES DEL CRUCE DE LA CEP'A LAS-CG4726 NO CLRLY CON GAL4
TITMDBRA NO CTURLY MACTIO NO CTRTY
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8.5. Grupo experimental 2 para estudio del gen CG4726

DESCENDIENTES DLL CRUCE DL LA CCPA UAS-CG4726 CURLY CON GAL4
HEMBRA NO CURLY MACHO NO CURLY

A

8.6. Grupo experimental 3 para estudio del gen CG4726

DESCENDIENTES DEL CRUCE DL LA CCPA UAS-CG4726 CURLY CON GAL4
HEMBRA CURLY MACHO CURLY
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8.7.Grupo experimental para estudio del gen Dnal-1

DESCENDIENTES DEL CRUCE DE LA CEPAUAS-Dnal-1 CON GAL4
HEMBRA MACHO

8.8. Grupo experimental para estudio del gen CG5326

DLESCENDICNTES DLL CRUCE DE LA CEPA UAS-CG3326 CON GAL4
TICMBRA MACTIO
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8.9 Grupo control de mosca silvestre

CEPASIIVESTRE WII.
HENMIBRA

D_1a
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ANEXO 9: Protocolo de gel de agarosa al 1,2% para electroforesis

10.

11.

Pesar 0.36g de agarosa en una balanza analitica y verterlo en un matraz Erlen-
Meyer de 500ml.

Agregue al matraz un volumen de 30ml de buffer de electroforesis 1X (TAE) y
agitar.

Colocar el matraz en el horno microondas y caliente a potencial total durante 1 o
2 minutos evitando en lo posible la evaporacion de la agarosa.

Retire el matraz del horno microondas con el guante de proteccion térmica y
déjelo hasta que disminuya la temperatura a 50°C

Luego vacié su contenido sobre la cassette de electroforesis previamente sellado.
Coloque los peines necesarios en el gel.

Permitasele cuajar por completo durante al menos 20min protegiéndolo de aire,
evite el uso de toallas de papel cerca de los geles de agarosa para evitar
contaminarlo con fibras.

Preparar 2 litros de buffer de electroforesis para el tanque (TAE), etiquete
claramente la leyenda con fecha de preparacion y manténgalo en refrigeracion.
Después de los 20 minutos retire la cinta adhesiva del cassette y retire los peines
del gel cuidadosamente sin romper los pocillos.

Coloque el gel dentro del tanque de electroforesis. Vierta la cantidad apropiada de
buffer de electroforesis helado. El buffer debera cubrir directamente los pocillos
del gel.

Cargue el gel con producto de PCR o acido nucleico en un volumen de 4uL (2ul
de Runsafe y 2uL de ADN). En el primer carril o carriles de los extremos se
cargard 4uL del Ladder de 1Kb previamente preparado (4ul de agua libre de
nucleasas, 1ul de Ladder1Kb y 5ul de Ransafe).

Enjuague todos los recipientes de electroforesis al terminar la corrida.

Notas:

1. Latemperatura ambiente del laboratorio deberd disminuirse (cerca de 22
°C) durante el verano con el objetivo de evitar la distorsion del frente de
migracion del acido nucleico en el gel.

2. No se recomienda limpiar o secar los tanques y casettes de electroforesis
con toallas desechables de papel debido a que liberan fibras fluorescentes
bajo luz ultravioleta.
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ANEXO 10: Genes expresados en células cancerigenas

10.1.Expresion de los genes LDHB, DNAJB14, ELOVL7 y SLC17A5 en células
cancerigenas.

La paginaHUMAN PROTEIN ATLAS, 3 genes (DNAJB4, ELOVL7 y LDHB) muestran
una alta, media y baja expresion en diferentes células cancerigenas para distintos tipos de
tumores y el gen SLC17A5 muestra una media y baja expresion respecto a estos mismos
tipos de cancer.

CANCER STAINIG LDHB DNAJB14 | ELOVLY | SLC17A5
Breast cancer H- M-L H-M H-L L-N
Carcinoid M-L H-M H-M-L-N M-N
Cervical cancer H-M-L H-M H-M-N N
Colorectal cancer M-L H-M H-M-L-N L-N
Endometrial cancer H-M H-M H-M-L L-N
Glioma H-M H-M-N H-M L-N
Head and neck cancer M-L H-M H-N N
Liver cancer H-M H-M H-M-L -N M-L-N
Lung cancer H-M H-M H-M-L N
Lymphoma H-M H-M-L-N H-M-N L-N
Melanoma H-M H-M H-M-L-N M-N
Ovarian cancer H-M H-M H-M-L-N L-N
Pancreatic cancer H-M H H-M-L-N L-N
Prostate cancer H-M H-M H N
Renal cancer H H-M H-M-L-N L-N
Skin cancer M-L H-M H-M-L-N N
Stomach cancer H-M-L H-M H-M-L-N M-N
Testis cancer H-M-L H-M H-M- N N
Thyroid cancer H-M H H-N M-N
Urothelial cancer H-M-L H-M H-M-L-N N

Level of antibody staining/expression:H(High),M(Medium),L(Low),N(Not detected)
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10.2. Expresion del gen LDHB en células cancerigenas
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10.3. Expresion del gen LDHB en células cancerigenas
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10.4. Expresion del gen ELOVLS5 en células cancerigenas
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10.5.. Expresion del gen SLC17A5 en células cancerigenas
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