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| RESUMEN

Drosophila willistoni es una especie de interés en estudios evolutivos, motivo por el cual fue
elegida para la secuenciacion de su genoma completo junto a otras 11 especies de Drosophila. En el
Laboratorio de Drosophila de la Seccion Genética Evolutiva, se establecieron lineas mutantes en D.
willistoni con el objetivo de generar marcadores genéticos para su empleo en diversos proyectos de
investigacion. En la presente tesis, se seleccionaron mutaciones en el locus white con el fin de
investigar la naturaleza molecular de estas mutaciones espontaneas de D. willistoni. En una primera
etapa se realizo la anotacion del gen white de D. willistoni mediante el ensamblaje in-silico de la
secuencia codificante completa del alelo salvaje whife. En una segunda etapa se emprendio la
caracterizacion molecular de tres alelos mutantes del gen white: white nulo, white apricot y white
coffee, provenientes de poblaciones naturales del Uruguay y Argentina. Para ello se utilizaron dos
aproximaciones: (/) un andlisis de variaciones en la secuencia nucleotidica de la region codificante
del gen white de D. willistoni mediante amplificacion por PCR y posterior secuenciacion, y (2) un
analisis en busca de reordenamientos de secuencia mediante la técnica de Southern blot. Nuestros
resultados revelaron la presencia de pequefios cambios de secuencia del tipo insercion/delecion, en
los alelos mutantes white nulo y white coffee, mientras que no se detectaron cambios en las regiones

analizadas en el alelo mutante white apricot.
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INTRODUCCION

1 GENERACION DE MUTACIONES ESPONTANEAS

Las mutaciones son la materia prima que da lugar a los cambios evolutivos.
Estas son definidas como cambios heredables en la secuencia de nucledtidos o en la
organizacion de la molécula de ADN. Las mutaciones pueden afectar un Gnico par de
bases, segmentos cromosdmicos e incluso cromosomas enteros, incluyendo cambios en

el nimero cromosdmico o grandes reordenamientos en la estructura de los cromosomas.

Las mutaciones se pueden agrupar en distintos tipos, estos son: (1) mutaciones
puntuales, cambian un unico par de bases nucleotidicas (pb); (2) deleciones, remueven
desde uno a miles de pb; (3) inserciones, agregan uno o muchos mdas pb; (4)
duplicaciones, duplican una region (5) translocaciones, trasladan un fragmento
cromosoOmico a un nuevo lugar en el genoma (incluyendo las translocaciones
Robertsonianas: fisiones o fusiones céntricas), (6) Inversiones, invierten el orden de pb
de un segmento de ADN, que pueden ir desde 2 pb hasta grandes extensiones

cromosdmicas (Johnston, 2001; Griffiths y col, 2002).

Las mutaciones pueden tener origen espontaneo o inducido. Las mutaciones
espontaneas surgen por errores durante la replicacion del ADN, errores durante la
recombinacion, lesiones espontdneas y por movilizacion de elementos transponibles
(ETs). Mientras que las mutaciones inducidas son causadas por agentes mutagénicos
especificos, fisicos o quimicos, tales como la radiacién ultravioleta, radiaciones
ionizantes, etc. que a su vez, aumentan la frecuencia de mutaciones (Lindahl, 1993;

Johnston, 2001).

1.1 Elementos Transponibles

Los ETs fueron descritos por primera vez por Barbara McClintock en el maiz
(McClintock, 1929, 1931, 1950, 1953). Estos son segmentos discretos de ADN que se
distinguen por su capacidad de moverse a distintos sitios dentro de un mismo genoma

“huésped” mediante un proceso llamado transposicion. El analisis de las secuencias
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gendémicas ha revelado que las secuencias derivadas de ETs son abundantes en los
genomas de muchos organismos, siendo 12% en Drosophila, 45% en humanos, 50% en
maiz y casi el 90 % en algunas plantas, como importantes constituyentes del ADN
medianamente repetido. Sin embargo, una mayor abundancia de ET no estd
directamente relacionada con una mayor actividad de transposicion (Garcia Guerreiro,

2012).
1.1.1 Clasificacion

Los ETs pueden clasificarse segiin diferentes criterios. En base al mecanismo de

transposicion se pueden dividir en dos clases:

Clase I comprende los retrotransposones que se transponen a través de un intermediario
de ARN. Los retrotransposones usan una enzima Transcriptasa Reversa para hacer una
copia de ADN a partir de su transcripto de ARN vy asi insertarlo en un nuevo sitio en el
genoma, mecanismo referido como “copy and paste”. Dicho modo de transposicion
tiene como resultado la generacion de numerosas copias y parece ser el mecanismo que
explicaria la gran expansion de ETs en los genomas de los organismos eucariotas

(Finnegan, 1992; Piskurek y Jackson , 2012).

Clase II comprende los transposones, ADN que se transpone directamente de un lugar a
otro. Codifican para la enzima transposasa que reconoce especificamente secuencias
ubicadas en los extremos de los ETs, escinde el ET y lo inserta en otro lugar en el
genoma del huésped, mecanismo llamado de “cut and paste” (Finnegan, 1992; Piskurek

y Jackson , 2012).

Debido a la gran diversidad de ETs, las clases se subdividen en grupos menores
entre los que se encuentran las subclases, ordenes, superfamilias, familias y subfamilias

(Wicker y col. 2007).

A su vez ambas clases de ETs pueden ser clasificados como elementos
autbnomos y no autébnomos, basados en su capacidad para dirigir su propia

transposicion. Los ETs auténomos codifican para la(s) enzimas requeridas para su
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transposicion/retrotransposicion. Los ETs no auténomos sélo pueden movilizarse en

trans, utilizando las enzimas producidas por los elementos autonomos.
1.1.2 Los Elementos transponibles como mutagenos

Por mucho tiempo, los ETs fueron considerados "ADN basura" o “ADN
parasito” por su capacidad para replicarse o dispersar copias de si mismos dentro e
incluso entre los genomas sin ofrecer ningin beneficio aparente al huésped (Walkup,
2000). Sin embargo, una cantidad creciente de evidencias muestran que los ETs, al
influir en la estructura y funcion del genoma, pueden jugar un papel importante en la
evolucion de los genomas. Estos se asocian a menudo con expansion del genoma y con
el aumento en su diversidad, incrementando y diversificando el repertorio genético de

sus huéspedes (Piskurek y Jackson, 2012).

Los ETs son una fuente intrinseca de variabilidad, ya que como consecuencia del
proceso de transposicion pueden generar una variedad de cambios en la secuencia de
ADN. Se pueden generar nuevas mutaciones tanto a traveés de la inserciéon como de la
delecion del ET en el genoma. Si un ET se inserta en un gen funcional, en la region de
los exones, intrones, o en regiones regulatorias, puede anular o alterar la funcion del
gen. Las inserciones de ET en regiones génicas no traducidas se asocian frecuentemente

a eventos de splicing alternativo, y a la generacion de novo de exones.

Generalmente los ETs presentan distinto comportamiento de transposicion segin
sean autobnomos o no-auténomos. Los elementos autonomos suelen insertarse lejos de
las areas ricas en genes, mientras que los no-autébnomos se insertan frecuentemente en
proximidad a genes, encontrandose dentro de intrones, regiones UTR e incluso en

exones causando mutaciones y enfermedad (Daskalova y col., 2006).

Cuando ocurre la transposicion, el ET se mueve a un nuevo punto dejando una
copia de si mismo en el sitio original (transposicion replicativa) o restaurando la
secuencia genOmica original (transposicion conservativa) y llevando algunas veces
parte de la region contigua. A su vez, la reparacion defectuosa del sitio dejado por el ET

también puede conducir a una mutacion.
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La presencia de una serie de copias repetidas idénticas de un ET ubicadas en
diferentes loci, en el mismo u otro cromosoma, es sustrato para la ocurrencia de
entrecruzamiento desigual (recombinacién ectdpica), fendémeno que conlleva la
ocurrencia de duplicaciones, translocaciones e inversiones (Casals y col. 2003; Puig y

col. 2004; Collier y Largaespada, 2007; Delprat y col. 2009).
2 Drosophila COMO MODELO

Drosophila se destaca por la combinacion de ser un sistema de extraordinaria
manipulacion genética, bajo costo, con un genoma relativamente pequeflo y por
presentar una complejidad biologica comparable a la de los mamiferos. Las
investigaciones en Drosophila han contribuido a la comprensiéon de la herencia
multigénica, desarrollo, evolucion, asi como en la comprension del cancer,
enfermedades neurodegenerativas, comportamiento, inmunidad y envejecimiento.

2.1 Mutaciones espontaneas causadas por Elementos transponibles en
Drosophila

En Drosophila, los ETs son responsables de aproximadamente el 80% de las
mutaciones espontaneas (Ashburner, 2005). Estos forman parte del ADN medianamente
repetido encontrado en los genomas. El contenido de ADN gendmico derivado de ETs
varia considerablemente entre los genomas y esté relacionado significativamente con el
tamano del genoma. En D. willistoni y D. ananassae se encontraron los niveles mas
altos de ETs en relacion a la cantidad de secuencias repetidas contenidas en sus
genomas. Las cantidades absolutas de secuencias repetidas correspondientes a ETs y de
familias de ETs no se conservan a través del género Drosophila, por el contrario, la
proporcion de cada clase de ETs tiende a mantenerse estable entre las distintas especies,
lo cual sugiere la existencia de mecanismos comunes en la co-evolucion del huésped y

ETs en Drosophila (Drosophila 12 Genomes Consortium, 2007).

Los ETs pueden ser obtenidos por transmision vertical, heredado del progenitor
a la descendencia, o por transferencia horizontal. En la transferencia horizontal, el

intercambio de material genético ocurre entre dos especies que no comparten una
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relacioén ancestro-descendiente inmediata. La propagacion de ETs a través de especies
portadoras divergentes puede ser facilitada por virus, bacterias o parasitos eucariotas.
En estos casos, la transferencia de un ET de un genoma a otro puede desencadenar
muchos eventos moleculares que pueden a su vez, influir directamente en la evolucion
del genoma (Piskurek y Jackson, 2012). Un ejemplos clasico de transferencia horizontal
de ETs es la transferencia relativamente reciente del elemento P desde la especie D.

willistoni a D. melanogaster (Anxolabéhére y col. 1988, Daniels y col. 1990).

En general, las tasas de transposicion de ETs son bajas, entre 10y 10 eventos
de transposicion por copia por generacion, existiendo episodios de estallidos de
transposicion. Si bien la movilizacién espontdnea de los ETs en cepas de laboratorio
puede ocurrir en ausencia de algun factor inductor evidente, se ha visto que distintos
factores podrian favorecerla. Entre los posibles factores que promueven la transposicion
de ETs en Drosophila se encuentran los ambientales, bioticos y abidticos, aunque la
evidencia no es concluyente y a veces contradictoria. Se encontrd, por ejemplo, que el
estrés por temperatura puede provocar movilizacion de algunos, pero no de otros ETs.
Entre los factores quimicos, distintos agentes alcalinos activan la transposicion del
elemento P en Drosophila. A su vez, diferentes dosis de vapor de etanol indujeron la
transposicion del elemento 4/2 en una cepa de D. melanogaster. Entre los factores
fisicos, los efectos de la radiacion sobre la transposicion son variables y dependen del
tipo de radiacion y ETs estudiados. El estrés bidtico también puede ser promotor de la
movilizacion de ETs, encontrandose una posible asociacion entre el ataque de patdogenos
o infecciones virales con la activacion de la transposicion (revisado por Garcia

Guerreiro, 2012).

El fendbmeno denominado “disgénesis hibrida” (Kidwell y col. 1977), se
caracteriza por un aumento en la tasa de transposicion, de mutacion y de
reordenamientos cromosdmicos, entre otros. Este se produce por el cruzamiento entre
una cepa portadora de un ET con otra cepa no portadora. Aunque también se ha
observado aumento en la actividad de transposicion en cruces donde ambas cepas son

portadoras de un ET pero con distinto background genético. Estos aspectos se han

4
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empezado a esclarecer al conocer los distintos mecanismos de regulacion de la

transposicion en el organismo huésped (Garcia Guerreiro, 2012).
2.2 Drosophila como herramienta en genética comparada

Muchos atributos de los genomas son compartidos entre especies, por esta razon,
la aplicaciébn de comparaciones interespecificas permite identificar caracteristicas
genomicas que presentan diferentes grados de conservacion. La genomica comparada es
un campo de investigacion bioldgica en el cual los genomas de diferentes especies son
comparados a distintos niveles; tales como el tamafo del genoma, nimero de genes y
nimero cromosdmico, como también la conservacion de mapas fisicos y genéticos o la
comparacion directa de las secuencias de ADN entre especies. Es una herramienta muy
util para la anotacion de genes funcionales y de elementos reguladores, asi como para el

estudio de cambios evolutivos entre organismos (Clark y col., 2003).

Se pueden formular distintas preguntas especificas cuando las comparaciones
entre genomas se realizan a diferentes distancias filogenéticas. Asi, a distancias
filogenéticamente cercanas, la gendmica comparada es iddonea, entre otros, para
discriminar secuencias de ADN codificantes y localizar sitios regulatorios en los genes.
Por otro lado, organismos distantemente relacionados presentaran una menor similitud
de secuencias. En estos casos, el orden de los genes y las secuencias que regulan su
expresion generalmente no se conservan (Hardison, 2003; Touchman, 2010). La especie
D. melanogaster no es s6lo la especie mas empleada en investigacion dentro del género
Drosophila, sino que también es considerada la especie de referencia en estudios de
gendmica comparada por la gran disponibilidad de datos informativos. La investigacion
en D. melanogaster ha aportado a la investigacion en especies tan lejanas como el ser
humano, revelando que alrededor del 60% de los genes se hallan conservados entre

ambas especies (Adams y col. 2000).

El Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano (NHGRI)
emprendi6 la secuenciacion de 11 especies de Drosophila (2007) que se sumaron a la

especie ya secuenciada D. melanogaster. A través de este abordaje se busco facilitar el
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analisis comparativo de secuencias para mejorar las anotaciones, la comprension de la
evolucion del genoma, describir la variacion de los genomas a gran escala, identificar
genes no codificantes y elementos reguladores, e investigar especies que presentan
especiacion incipiente (“Drosophila White Paper 2012, en FlyBase). El andlisis de las
secuencias genémicas de estas 12 especies de Drosophila evidencid que muchos
atributos de sus genomas estdn muy conservados entre especies. El tamafio total del
genoma, el nimero de genes, la distribucion de las clases de ETs, y los patrones de uso
de los codones son muy similares entre estas especies. Entre las 12 especies
secuenciadas D. willistoni presentd valores excepcionalmente atipicos en relacion a la
especie de referencia, como el inusual sesgo en el uso de codones, y una mayor
proporcion de ETs en relacion al contenido total de ADN repetido, ésta tultima
caracteristica compartida con D. ananassae. A su vez, el nimero de cambios
estructurales y de reordenamientos en D. willistoni es mucho mas grande que los
reportados en las otras especies de Drosophila; un ejemplo de ello es la observacion de
diferentes tipos de reordenamientos de genes en el grupo Hox (Drosophila 12 Genomes
Consortium, 2007).
3 RELACIONES FILOGENETICAS ENTRE LAS ESPECIES Drosophila
melanogaster 'y D. willistoni
El género Drosophila es el mayor entre los géneros de drosophilidos, incluyendo
todas las especies mejor conocidas por los bidlogos experimentales. Cuenta con mas de
1000 especies distribuidas en 9 subgéneros. Entre los cuales, el subgénero Sophophora
cuenta con siete grupos de especies. Los términos “grupo” y “subgrupo” de especies son
ampliamente usados por los drosofilistas para describir grupos homogéneos de especies
cercanamente relacionadas, pero a diferencia de lo que pasa en otros niveles
taxonomicos, no se puede asumir que dos grupos de especies tengan un estatus
equivalente (Ashburner y col. 2005). Entre los grupos del subgénero Sophophora se
encuentran, entre otros, el grupo melanogaster, al que pertenece la especie cosmopolita
D. melanogaster y el grupo willistoni al que pertenece la especie neotropical D.

willistoni (FIGURA 1). Estos grupos divergieron a partir de un ancestro comun en el
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periodo oligoceno medio, hace unos 30 millones de afios (Clark y col., 2003; Markow y

O’ Grady; 2006).

Subgrupe melanogaster

Grupe melanogaster

Subgénero

Sophophora

-[ D. simulans
D.sechellia

—|D.m elanogaster

— D.yakuba

Grupo obhscura

— D.erecta
D.ananassae

r D.pseudoobscura

Grupo willistoni

LD.pemimiﬁs

: D.willistoni

Grupo repleta

Grupo virilis

D.mojavensis

Subgénero

Drosophila

D.virilis

D.grimshawi

| I I I I

50 40 30 20 10

Tiempo de divergencia
(Millones de afios)

|
]

FIGURA 1- Filogenia del subgénero Sophophora. Incluye las 12 especies secuenciadas en el
Proyecto Genoma (Ver mas adelante). Imagen modificada de FlyBase.

3.1 Especies del subgrupo willistoni

El subgrupo willistoni, perteneciente al grupo willistoni, estd formado por un

conjunto de 6 especies “cripticas” que incluyen subespecies, semiespecies, poblaciones

endémicas de islas y continentales (Robe y col. 2010, FlyBase)'.

1 FlyBase incluye una séptima especie dentro del subgrupo willistoni, D. fumipennis (no incluida

anteriormente).
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Las especies del subgrupo willistoni pueden ser diferenciadas por la genitalia de
los machos, por los cromosomas politénicos de glandulas salivares, isoenzimas,
aloenzimas y por su comportamiento (Spassky, 1957; Dobzhansky y Powell, 1975;
Garcia y col. 2006). Es de destacar que el conjunto de especies del subgrupo willistoni
se encuentra claramente bajo un proceso de especiacion incipiente lo que lo convierte en
un material ideal para investigar los procesos evolutivos (Cordeiro y Winge, 1995; Robe

y col. 2010).

3.2 Drosophila willistoni

Drosophila willistoni es la especie que posee la mas amplia distribucion dentro
del subgrupo willistoni, presentando principalmente una distribuciéon Neotropical, se
encuentra desde la Florida (EEUU) hasta el sur Argentino (revisado por Ehrman y
Powell, 1982; Cordeiro y Winge, 1995) y ademas es la inica especie del subgrupo que
habita en el Uruguay, habitando tanto en ambientes naturales como modificados (Gofii y

col. 1998).

D. willistoni ha sido una especie pionera en estudios de genética comparada y
evolutiva. Una de las caracteristicas genéticas mas sobresalientes de sus poblaciones
naturales es su alto grado de polimorfismo cromosémico en forma de inversiones
paracéntricas (Valente y col. 2001, 2003; Da Cunha y Dobzhansky 1950; Cordeiro y
Winge 1995). El valor adaptativo del polimorfismo cromosémico, ha sido discutido en
relacion con disturbios ambientales bajo diferentes grados de urbanizacion en

poblaciones de la ciudad de Porto Alegre (Valente y col, 1993).

4 GENOMA

A fines de los 1930s Sturtevant, Tan, y Novitski, mediante estudios de mapeo
genético comparativo, mostraron que los brazos cromosomicos de diferentes especies de
drosophilidos tienen un contenido génico similar y propusieron que los genes eran
sinténicos, o sea, que grupos de genes se mantienen asociados fisicamente en el
cromosoma (Sturtevant and Novitski 1941; Sturtevant and Tan 1937). Luego Miiller

(1940) desarroll6 un sistema de nomenclatura de 6 elementos, nombrados con las letras
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A a F (FIGURA 2), correspondientes a los brazos cromosdmicos en D. melanogaster,
mas tarde denominados Elementos de Miiller en su honor. No hay una correspondencia
simple uno-a-uno para todos los brazos cromosémicos de cada especie con un unico
elemento de Miiller. Esta falta de correspondencia se asocia con eventos de fusion,
fisién o inversion que reasocian la totalidad o porciones de los brazos cromosdémicos en
seis especies en relacion con D. melanogaster. El estudio de los 12 genomas ha
confirmado que la asociacion entre el contenido génico y los elementos de Miiller se
conserva entre estas especies del género Drosophila, con solo algunas excepciones

(Schaefter y col. 2008).

Elementos de Muller
——— A B C D E F

D. melanogaster
D. simulans X C— 2L it 2R aL ol 3R “4
D. sechelia
D ersctn x C— 2L TS aL -l 3 ®y4
D. yakuba
D. ananassae XL GEp—g) xR 3R eomngull 3L 2R mmmm 2L AL . 4R
D. pseudoobscura AAT - A<=D

_— KL —t— XR 4o gy 3 gD 2 ®5
D. persimilis
D. willistoni X R R g— 2L e
D. virilis X (— 4 iy D ¢ by 2 w6
D. mojavensis X — et el S 4 ¢ tmmm? .6
D. grimshawi * arpusuon } i vy 2 5 ' pe— we

FIGURA 2- Correspondencia cromosomica en los Elementos de Miiller. En la figura se mues-
tra la correspondencia entre los Elementos de Miiller (A a F) con los brazos cromosémicos de
cada especie. En la imagen los colores se corresponden a los distintos elementos de Miiller y los
brazos cromosomicos se nombran con su nomenclatura tradicional. Brazos cromos6émicos R
(Right) y L (Left). Imagen modificada de Schaeffer, 2008.

El genoma de D. melanogaster se caracteriza por tener cuatro grupos de
ligamiento, tres pares de autosomas (cromosomas II, IIl y IV) y un par de cromosomas

sexuales (X e Y). Los cromosomas II y III son metacéntricos y los cromosomas X y [V
9
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son acrocéntricos. El genoma de D. willistoni se caracteriza por tener tres grupos de
ligamiento, dos pares de autosomas (cromosomas II, y IIl) y un par de cromosomas
sexuales (X e Y). Sturtevant y Novisky (1941) propusieron homologias cromosdmicas
entre D. willistoni y D. melanogaster. Como se distingue en la FIGURA 2, el
cromosoma Il es equivalente para ambas especies (compuesto por los mismos
elementos de Miiller). El cromosoma X de D. willistoni es metacéntrico y corresponde a
la fusion entre el brazo cromosdomico XR, homodlogo al cromosoma X de D.
melanogaster, y el brazo XL homologo del brazo IIIL de D. melanogaster. En D.
willistoni el elemento F, homologo al cromosoma “dot” (cromosoma IV) en D.
melanogaster, se halla fusionado al extremo proximal del elemento E de varias especies

del subgrupo willistoni (Papaceit and Juan, 1998; Pita y col, 2014).

5 EL GEN white

El gen white de Drosophila ha tenido un rol destacado en el desarrollo de los
conceptos de la genética siendo uno de los genes mas intensamente estudiados en las
areas citoldgica, genética, bioquimica y de biologia molecular, lo que ha generado un
extenso soporte informativo. En la base de datos online de Drosophila FlyBase citan
mas de 3600 articulos relacionados al gen white. El fenotipo evidente de falta de
pigmentacion en los ojos en individuos con el alelo nulo, motivo desde su hallazgo, que

fuera un gen ampliamente utilizado como marcador genético.

En una revision sobre los avances en el conocimiento en genética favorecidos
por el empleo del gen white en D. melanogaster, M. Green (2010), nos presenta un
resumen de la complejidad de este gen. El primer alelo mutante hallado para el gen
white (white nulo), descubierto por Morgan (1910), fue empleado como prueba
experimental de la herencia ligada al sexo. El uso de mutantes white ha sido clave para
el estudio en temas como el fendémeno de variegacion genética por efecto de posicion, el
fenomeno de compensacion de dosis, la primera deteccion de elementos transponibles

en Drosophila, deteccion de entrecruzamiento desigual, entre otros.
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5.1 Estructura, mapa genético y mapa fisico del gen white

En D. melanogaster el locus white presenta una longitud de 14247 pb (GenBank,
niumero de acceso X02974) y se encuentra ligado al cromosoma X, a 2.790 Mb del
telomero. El cromosoma X de D. melanogaster es acrocéntrico y tiene una longitud
aproximada de 23.500 Mb. El gen white es de copia unica, con 6 exones y 5 intrones

(FlyBase).

En la construccion del mapa fisico del gen, se establecid6 como punto “cero” al
sitio de insercidon del elemento transponible copia que da lugar al alelo white apricot
(FIGURA 3) debido a que sirvi6 como punto de inicio en la técnica Chromosome
walking (Levis y col. 1982; Pirrota y Brockl, 1984). En este mapa, al igual que en el
mapa genético, se le da valor positivo a las distancias ubicadas hacia el centromero

(proximal) y valor negativo a las ubicadas hacia el telomero (distal).

Se describid el sitio de inicio de la transcripcion en la posicion 3,7 Kb del mapa
fisico del locus white. El promotor carece de la secuencia conservada TATA (promotor
TATA-less) y presenta la secuencia DPE (Downstream Promoter Element)’, ubicada
entre los pares de bases 26 y 32 downstream al punto de inicio de la transcripcion

(Kutach y Kadonaga 2000). El gen white codifica para un ARNm de 2352 pb (FlyBase).

Mediante el andlisis de recombinacion intralocus, un gran numero de alelos
mutantes del gen white en D. melanogaster han sido asignados a por lo menos 7 grupos
o “sub-loci”, donde la caracteristica principal es la existencia de recombinacion
intralocus entre alelos pertenecientes a grupos distintos, y la ausencia de recombinacion
para aquellos alelos pertenecientes a un mismo grupo. Estos grupos de alelos, caen a su
vez, en dos dominios principales por lo cual se puede pensar en el gen white como una
estructura bipartita. Un dominio se ubica en direccion hacia el centromero (proximal) y

otro dominio hacia el telomero (distal)(FIGURA 3):

2 DPE- El elemento DPE junto al elemento InR (que contiene el sitio de inicio de la transcripcion)

forman el promotor minimo, secuencia de ADN minima suficiente para iniciar la transcripcion.
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. el dominio en la region proximal o Region reguladora del gen white, contiene
las secuencias reguladoras, el promotor y parte del primer exon. Alelos mutantes en esta
region se ven afectados en la distribucion del pigmento, compensacion de dosis y la

interaccion con zeste (un factor de transcripcion).

. el segundo dominio en la region distal o Region estructural del gen white, se
encuentra separado del primero por un gran intrén (de 3108 pb). Presenta el resto de la
secuencia ubicada downstream y comprende los exones (2 al 6) e intrones (Judd, 1976;

Pirrotta y Brockl, 1984).

p Regién Reguladora ?@
. Regidén estructural .
Proximal 9 » Distal

I
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -4

FIGURA 3- Mapa fisico del locus white en D. melanogaster. Se presenta el esquema del gen
white, exones (naranja), UTR (gris). La regla detalla el sitio de insercion del elemento
transponible copia para dar el alelo white apricot. Cada unidad corresponde a 1 Kb.

5.2 Proteina White y Funcion

La proteina White de 687aa forma parte de la superfamilia de transportadores
ABC (Ames, 1986; Mount, 1987), proteinas transmembrana, con dos dominios
citosolicos que unen e hidrolizan ATP (NBD) y dos dominios transmembrana (TMD).
En una sola proteina pueden presentarse los cuatro dominios o, como es el caso de la
proteina White, pueden presentar so6lo dos: NBD y TMD (Dermauw y Van Leeuwen,
2014).

La proteina White forma heterodimeros con funcion de transportador
transmembrana y su especificidad es determinada principalmente por la proteina con la
cual dimeriza (Ewart, 1998). En los ojos de Drosophila acthia como importador de
precursores de pigmentos visuales (FIGURA 4). El heterodimero entre la proteina
White y la proteina Brown tiene como funcion el transporte de guanina (Sullivan,

1979), precursor de las pteridinas o pigmentos rojos. Mientras que el heterodimero entre
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la proteina White y la proteina Scarlet tiene como funcién la absorcion de triptofano y
quinurenina (Sullivan, 1975), precursores de los omocromos o pigmentos marrones del
0jo (Dreesen, 1988; Mackenzie, 2000) y precursor de la serotonina en neuronas

serotoninérgicas.

White ha mostrado ser una proteina de transporte muy versatil presentando
multiples roles bioldgicos. Los transportadores White-Brown y White-Scarlet, ubicados
en las vesiculas sinapticas, en neuronas del cerebro de Drosophila, tienen funciones
como importadores de precursores de neurotransmisores (Borycz, 2008), asociados al

aprendizaje y la adquisicion de memoria (Diegelmann, 2006, Sitaraman y col. 2008).

TMD Memb .

NBD
White

White

Scarlet

FIGURA 4- Asociacion entre las proteinas White y Brown y las proteinas White y Scarlet para
formar transportadores de membrana. El heterodimero White-Brown participa en el transporte
de precursores de pigmentos rojos. El heterodimero White-Scarlet participa en el transporte de
precursores de pigmentos marrones. Memb.- membrana, TMD- Dominio Transmembrana,
NBD- Dominio de unién a ATP.

La proteina White se expresa también en los tibulos de Malpighi, estructuras
criticas para la supervivencia y que desempefan un papel esencial en la

osmorregulacion, la homeostasis y la funcién inmune. Se encontré que White se expresa
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en vesiculas intracelulares en las células principales del tubulo y que participa en el

transporte transepitelial vesicular de GMPc?® (Evans y col. 2008).

Cambios cuantitativos en la expresion, asi como, la expresion ectopica de la
proteina White en los machos de Drosophila, inducen comportamientos de cortejo
macho-macho, implicando al gen white en el control del cortejo (Anaka, 2008, Krstic y

col.2013).
5.3 Mutantes en el locus white

En D. melanogaster existen 2309 alelos reportados para el locus white,
originados por mutaciones espontaneas o inducidas (1060) y a aquellos transportados en
construcciones transgénicas (1249). Los alelos white extremos, asi como la falta de
expresion del gen white no producen pigmentos oculares. Asi, el alelo w' (nulo) tiene
muy poco, si alguna, pteridina. Los alelos hipomorficos producen color de ojos
visiblemente mas claro en combinacion con el alelo w' que cuando estan presentes en
homocigocis. Los alelos white intermedios resultan en la pérdida parcial de omocromos
y pteridinas; algunos alelos también afectan a la distribucion de estos pigmentos en las
omatidios* de los ojos compuestos. Los alelos de tipo salvaje no son completamente
dominantes sobre los alelos mutantes, €j. los individuos heterocigotos w'/w*, aunque
visiblemente indistinguible de los individuos w*/w", tiene, sin embargo, menos
pigmento rojo. Se describen los alelos white nulo, white apricot y white coffee de D.

melanogaster (revision extraida de FlyBase).

5.3.1 Alelos white con pérdida de funcion

Existen varios mutantes descriptos en D. melanogaster con pérdida de funcion del gen
white, ya sea de origen espontaneo o inducido. Entre los alelos para los que existe
informacion de la naturaleza molecular de la lesion se encuentra el alelo nulo w'. Este se

debe a la insercion del elemento transponible Doc en la region promotora. Otro alelo

3 GMPc (Guanosina 3'-5' monofosfato ciclico) es un importante regulador de la funcion celular y
tisular.
4 Omatidio- Unidad funcional del ojo compuesto de artrépodos. Cada ojo posee muchos omatidios,

consistiendo cada uno en un grupo de fotorreceptores rodeado de células de sostén y pigmentadas.
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con pérdida de funcion, w'''®

se debe a la delecion parcial de la secuencia codificante
del gen white (elimina el primer exon), y del extremo 5'. La pérdida de funcion lleva,

entre otros, a la pérdida mayoritaria o total de pigmentos en los 0jos (0jos color blanco).

5.3.2 Alelo white-apricot

El alelo mutante white apricot (w") en D. melanogaster presenta, como vimos en la
FIGURA 3, una insercion del elemento transponible Copia en el segundo intron. Se
pueden producir deficiencias y duplicaciones para w* como resultado de intercambios
no homologos dentro de la region white. La cantidad de pigmento formado por w* es
una funcién de la dosis génica. Individuos mutantes w* presentan ojos de color
anaranjado amarillento opaco. Hembras heterocigotas w*/w’ presentan menos pigmento
que machos con una copia w* y €stos a su vez, presentan menos pigmento que hembras
homocigotas para w*. Pirrota (1984) propuso que en individuos con el alelo w* se
producen 3 tipos de ARNm: (1) desde inicio del gen white hasta el elemento copia, (2)
desde inicio del gen white hasta su final (el elemento copia se perderia durante el
splicing dando un ARNm wild-type), (3) desde el promotor del elemento Copia hasta
final del gen white (Pirrotta y Brockl, 1984).

5.3.3 Alelo white-coffee

El alelo mutante w¥ en D. melanogaster fue obtenido por irradiacion con rayos X.
Presenta dos mutaciones puntuales que llevan, cada una, al reemplazo de un aminoacido
(L49R y G589E), uno cerca del extremo amino terminal y otro en el extremo carboxilo
terminal. El color de ojos de los individuos w¥ es marron rojizo. El cambio fenotipico se
debe principalmente a una disminucion del nivel de las drosopterinas, pigmento rojo

(ver FIGURA 5).

6 ELECCION DEL TEMA

La primera informacién sobre mutantes en D. willistoni fue comunicada por
Lancefield y Metz (1922) y Ferry y col. (1923) los cuales describieron 53 fenotipos
mutantes. Posteriormente, Spassky y Dobzhansky (1950) describieron 54 fenotipos

mutantes y propusieron un mapa genético, que es hasta el momento el mapa de
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referencia de esta especie. Las marcas genéticas empleadas para el establecimiento del
mapa, fueron usadas para orientar los scaffolds del genoma de D. willistoni luego de su
secuenciacion (Schaeffer et al 2008). Sin embargo, todas esas cepas se han perdido, por
lo cual se inicia la seleccion de mutantes en D. willistoni en la Seccion Genética

Evolutiva, con el objetivo de utilizar estas mutantes en estudios genéticos y evolutivos.

En mi Tesina de grado titulada “Seleccion y caracterizacion genética de
mutaciones espontaneas en D. willistoni”, se aislaron, seleccionaron y establecieron
lineas mutantes, incluyendo para muchos de ellos los analisis de ligamiento, alelismo y
mapeo. Parte de estos resultados fueron publicados en la revista anual Drosophila
Information Service (Goiii y col, 2002; Parada y Goni, 2003). Las lineas mutantes han
sido mantenidas en el Laboratorio de Drosophila y utilizadas en proyectos de grado de
varios estudiantes: Lic. Ana Maria Soler (Soler y Goni, 2012), Br. Sebastian Rodriguez,

Br. Sebastian Mateo y Lic. Yanina Leone.

En el presente Proyecto de Tesis de Maestria se propuso comenzar la
caracterizacion molecular de los alelos mutantes en D. willistoni. En primer lugar se
seleccionaron aquellas lineas mutantes para las cuales se tuviera una hipotesis de cudl
era el locus afectado. Para la asignacion del locus de las mutaciones seleccionadas, se
consideraron los siguientes aspectos: (1) datos fenotipicos de la mosca adulta
(variaciones en el color de los ojos, color del cuerpo, forma de las alas, etc.) y (2) datos

de ligamiento y alelismo para D. willistoni reportados por nuestro laboratorio.

En base a esto se seleccionaron aquellos alelos mutantes con caracteristicas
fenotipicas similares a las encontradas para genes de D. melanogaster y que pertenecen
al mismo grupo de ligamiento. Esta busqueda fue facilitada por la gran cantidad de

informacion genética disponible para D. melanogaster.

En segundo lugar se realiz6 una busqueda de la informacion disponible en D.
melanogaster para los genes preseleccionados, utilizando la base de datos de
Drosophila en la pagina web FlyBase, de tal modo de acotar nuestra seleccion a

mutaciones de genes de copia Unica, con gran soporte informativo, especialmente, en
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relacion a la naturaleza molecular de los alelos mutantes (con mutaciones puntuales,

inserciones / deleciones, etc.).

De la evaluacion de 80 cepas mutantes puras de D. willistoni disponibles en
nuestro laboratorio se seleccionaron las variantes alélicas del locus white. Por la
similitud fenotipica con algunos alelos white de D. melanogaster, se asignaron los
siguientes nombres a los alelos white de D. willistoni: w' (alelo white nulo), w* (alelo

white apricot), w’ (alelo white coffee) (FIGURA 5).

Al comenzar este proyecto de Maestria la secuenciacion del genoma de D.
willistoni estaba llevandose a cabo por el Instituto Venter, USA y s6lo se encontraban
disponibles los contigs restando el ensamblaje de los mismos. En base a esto se plante6d

la estrategia de investigacion para cumplir con los objetivos del proyecto.

FIGURA S5- Fenotipo de alelos white en D. willistoni. 1zquierda arriba- salvaje, 1zquierda
abajo- white nulo. Derecha arriba- white apricot. Derecha abajo- white coffee.
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Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS DE TRABAJO

La alta conservacion de secuencias codificantes y de funcion génica entre especies de
Drosophila, nos permitird emplear a D. melanogaster como especie de referencia para
el estudio y caracterizacion molecular de los distintos alelos del gen white en D.

willistoni.

| OBJETIVOS

Objetivos generales

Caracterizar la naturaleza molecular del alelo salvaje y tres alelos mutantes espontaneos
del gen white en Drosophila willistoni para determinar los eventos asociados a las
causas generadoras de las mutaciones espontaneas presentes en poblaciones naturales de

D. willistoni.

Objetivos especificos

e Realizar la anotacion del gen white en D. willistoni mediante herramientas

bioinformaticas.

* Investigar cual o cudles alteraciones genéticas a nivel molecular se encuentran

asociadas a los alelos mutantes en el locus white: white nulo, white apricot y white

coffee.
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ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Primer objetivo: Anotacion in-silico del gen white en D. willistoni.

La estrategia para llevar a cabo este primer objetivo consistié de los siguientes pasos:
(1) Empleo de la secuencia del gen white de D. melanogaster para identificar aquellos
contigs® ya publicados del genoma de D. willistoni con homologia de secuencias. (2)
Ensamblado de las secuencias de los contigs para obtener una secuencia consenso para
D. willistoni. (3) A partir del alineamiento y comparacion de la secuencia consenso de
D. willistoni, con la secuencia del gen white de D. melanogaster, anotacién de la

secuencia del gen white en D. willistoni. (4) Analisis de los resultados obtenidos.

Segundo objetivo: Investigacion de la presencia de alteraciones a nivel molecular

asociadas a los alelos mutantes del gen white de D. willistoni.

La estrategia para llevar a cabo este segundo objetivo consistid de los siguientes pasos:
(1) Disefio de cebadores a partir de la secuencia anotada del gen white de D. willistoni
(en el primer objetivo), unos que cubran la region del primer exon, y otros que cubran el
resto de la region codificante (exones 2 al 6). (2) Obtencion de la secuencia del ARN
mensajero de las lineas salvaje y mutantes mediante: extraccion de ARN total;
obtencion del ADNc por retrotranscripcion; amplificacion por PCR y andlisis de las
secuencias amplificadas para los distintos alelos. (3) Obtencion de la secuencia de la
region codificante de las lineas salvaje y mutantes mediante: extraccion de ADN
genoémico; PCR, secuenciacion y andlisis de las secuencias amplificadas. (4) Analisis
mediante Southern blot para detectar la presencia de grandes inserciones y/o deleciones

en los alelos mutantes para el gen white. (4) Analisis de los resultados obtenidos.

5 Contigs (de contiguous) en este contexto se refiere a segmentos solapantes de secuencias, contenidas
en clones. Estos son usados para guiar el secuenciamiento y ensamblaje de secuencias y forman un

mapa fisico del genoma.
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Materiales y Métodos

1 CEPAS UTILIZADAS

La TABLA 1 detalla las caracteristicas de las lineas mutantes puras de D.

willistoni utilizadas, asi como otras especies incluidas como grupos externos para la

técnica de Southern blot.

TABLA 1- Informacion sobre las cepas utilizadas en esta Tesis.

Especie Cepa Origen Alelo
(codigo)
D. willistoni Ey10.00 Uruguay w : white coffee
Q14.F11 Argentina w* . white apricot
EM1.00 Uruguay w' : white nulo
Q14.F1 Argentina Y yellow nulo
WIP4 Brasil Salvaje, cepa control
17A2 Brasil Salvaje, cepa control
D. melanogaster Uruguay Salvaje, grupo externo
D. immigrans Q37.06 Argentina Salvaje, grupo externo
D. nebulosa Q10.06 Argentina Salvaje
Zaprionus indianus Uruguay Salvaje, grupo externo

Las lineas fueron cultivadas a temperatura constante de 25°C en un medio de

cultivo estandar compuesto por maiz, levadura, glucosa y agar.
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2 OBTENCION DE LA SECUENCIA DEL GEN white IN-SILICO

Al comenzar este proyecto de Maestria no contdbamos con la secuencia
completa del genoma, ni informacion sobre el gen white en D. willistoni. La
secuenciacion estaba llevandose a cabo por el Instituto Venter, USA y so6lo se
encontraban disponibles los contigs restando el ensamblaje de los mismos. Para obtener
la secuencia del alelo salvaje del gen white de D. willistoni, utilizamos las secuencias de

dichos contigs.

2.1 Ensamblaje de la secuencia- Se empled la secuencia nucleotidica
publicada del gen white de D. melanogaster (ID=FBgn0003996) como secuencia
“query” para seleccionar aquellos contigs que incluyeran regiones del gen whifte de D.
willistoni. La secuencia en D. melanogaster se obtuvo desde la base de datos FlyBase,
mientras que la secuencia de los contigs se encontraban publicadas en Cross-Species
Mega BLAST (septiembre 2005). Para la busqueda de homologia sobre los contigs de
D. willistoni, se utiliz6 el programa de alineamiento BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool).

Las secuencias seleccionadas de los contigs fueron alineadas y posteriormente

ensambladas utilizando el programa SeqMan I (DNASTAR).

2.2 Anotacion del gen- La anotacion del gen whife se realiz6 utilizando los
programas MEGA 3 (Kumar y col. 2004) y Artemis (Rutherford y col. 2000). Para la
delimitacion de los exones se tuvo en cuenta la conservacion tanto de la secuencias
nucleotidicas como de la secuencia aminoacidica putativa, en relacion a la especie D.

melanogaster.
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3 ANALISIS DE LOS ALELOS MUTANTES DEL GEN “white” EN

D. willistoni

3.1 Diseiio de cebadores- Se disefiaron cebadores especificos para la
secuencia nucleotidica del gen white de D. willistoni anotada en esta Tesis, empleando
el programa PrimerSelect (DNAStar). Se mandaron construir (IDT DNA Technologies
Inc.) cinco cebadores (TABLA 2) los que se emplearon tanto para el analisis por
secuenciacion como para la amplificacion de las sondas utilizadas en el analisis por

Southern blot de los distintos alelos del gen white de D. willistoni.

TABLA 2- Lista de cebadores para el gen white de D. willistoni.

Nombre Secuencia (5'a 3") Tm (°C) Ubicacion

w.fE2 o s
GAGAATCTTACCTATGCCTGGCAC 64 2° exoén

(Forward)

wint f CTAATGGCAGAGGGACGTGTG 64 3° exon

(Forward)

w.r CAATCGAAGAGCCACATAAGCGAATC 64 6° exdn

(Reverse)

w.RegF ' 0 axd
GTTGGGTTGCTTATTTGTCT 56 5'al 1° exOn

(Forward)

w.RegR , o s
GTTTGGCTTGGCTCTACTC 58 3"al 1° exon

(Reverse)

3.2 Extraccion de acidos nucleicos

ARN- La extraccion del ARN total de moscas adultas de la cepa salvaje WIP-4
y la cepa mutante Ey10.00 w¥, se realizo con Tiocianato de guanidinio en base a una
modificacion del protocolo de Chomczynski y Sacchi (1987). Se maceran
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aproximadamente 0,5 gramos de moscas adultas, lo que produce varios microgramos de
ARN total. El ARN total fue sometido a tratamiento con DNasa previo a la
retrotranscripcion. Se confirmd su integridad mediante electroforesis en gel (agarosa al
1 %) y se realiz6 una cuantificacion mediante el uso de espectrofotometro (Protocolo

detallado en ANEXO D1).

ADN- Se realizo la extraccion de ADN gendmico correspondiente a las lineas
salvaje, w', w*, w¥ asi como de cepas pertenecientes a grupos externos D. melanogaster,
D. inmigrans, D. nebulosa y Zaprionus indianus. Se utilizaron moscas adultas,
anestesiadas con trietilamina y trituradas en buffer de lisis ((Tris-HCI, pH=8 1M;
EDTA, 0,5M; NaCl 5M) con homogeneizador en hielo. El ADN fue extraido con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), precipitado con etanol, y el pellet resultante
fue resuspendido en agua. Posteriormente fueron analizados en gel de agarosa y

cuantificados por espectrofotometria (Protocolo detallado en ANEXO D2).

3.3 Obtencién del ADN complementario- Esta técnica se realizd con la
enzima RT SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) segun sus

especificaciones, utilizando oligo dT.

3.4 Amplificacion de la secuencia codificante- El ADNc y el ADNg
obtenidos de las diferentes cepas de D. willistoni fueron utilizados como molde en
reacciones de PCR. Dicha amplificaciones se llevaron a cabo en condiciones estandar,
las que se resumen en la TABLA 3. Se utilizaron temperaturas de “annealing”
adecuadas a cada par de cebadores utilizados (TABLA 2), las que fueron calculadas con

el programa OligoAnalyzer 3.1 publicado en la pagina www.idtdna.com.
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TABLA 3- Condiciones de PCR.

Tiempo Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 3 min. 94
Desnaturalizacion 30 s. 94
30 ciclos Annealing 40 s. (TABLA 2)
Extension 30 s. cada 500 pb 72
Extension final 5 min 72

3.5 Clonacion de amplicones- Se concentraron y purificaron los productos
de PCR mediante una corrida en gel de agarosa (Kit de purificacion Qiagen) y corte de
banda, seglin sus especificaciones. Se realizo la ligacion con un vector de tipo pJET1.2
(CloneJET PCR Cloning Kit, Fermentas). Dicha ligacion se utilizé para la realizacion
de una transformacion en una cepa bacteriana competente (XL1-Blue) (Protocolo
detallado en ANEXO D3). Las colonias fueron analizadas y seleccionadas mediante
screening por PCR utilizando los cebadores especificos del inserto. Las colonias
confirmadas por PCR y secuenciacion como positivas para la presencia del inserto se
replaquearon, reaislaron y congelaron en glicerol al 50 % en un freezer a -80°C hasta su
uso. Se clonaron dos fragmentos correspondientes a la region del primer exon y a la

region entre el exon 3 al 6

3.6 Aislamiento de ADN plasmidico- Aquellas colonias conteniendo los
ADNCc de interés fueron utilizadas para la purificacion del plasmido conteniendo el
inserto, mediante la realizacion de una miniprep utilizando un kit de purificacion (Kit
para purificacion de plasmidos, High Purity Plasmid Miniprep System- Marligen,

Bioscience).
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3.7 Secuenciacion- Se secuenciaron los amplicones pertenecientes a los
alelos salvaje y mutantes del gen white de D. willistoni, en la Universidad de Santa

Maria (ver mas adelante).

3.8  Analisis de los amplicones- Para el andlisis de las secuencias (salvajes y
mutantes) se utilizaron el programa web BLASTn y los programas bioinformaticos

PreGap, Gap, GeneDoc y ClustalW.

3.9 Southern Blot

Para investigar la presencia de posibles inserciones o deleciones en el locus
white en las lineas estudiadas, el ADN genomico fue analizado por la técnica de

Southern blot (Protocolo detallado en ANEXO D4).

3.9.1 Enzimas de restriccion- Las enzimas de restriccion (ER) se eligieron
mediante analisis del mapa de restriccion del locus white de D. willistoni (anotado en
esta Tesis), utilizando el programa GeneRunner v3.05. Se utilizaron aproximadamente
15 ng de ADN gendémico de cada cepa, analizado en gel de agarosa y cuantificado por
espectrofotometria. Este fue purificado con vidrio molido (segun protocolo de De
Oliveira y col. 2009) o tierra de diatomeas, procedimiento necesario previo al
tratamiento con enzimas de restriccion. La eficacia de la digestion fue corroborada en

gel de agarosa.

3.9.2 Sondas- Se utilizaron dos sondas especificas para D. willistoni,

obtenidas por PCR de los fragmentos clonados.

Luego de la digestion del ADNg, los fragmentos de ADN se separaron por
electroforesis en gel de agarosa 0,8% y se transfirieron a una membrana de nylon
(Hybond-N + - GE Healthcare). Se utiliz6 una de las sondas descritas, la cual se marcé
directamente con peroxidasa de rdbano, HRP (ECL Labeling and Detection Systems,
Amersham). La deteccion se llevd a cabo por la generacion de luz mediante la
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descomposicion de luminol catalizada por HRP. Las peliculas de autorradiografia se
expusieron primero a la membrana durante 2 horas y, dependiendo de la sefial obtenida,

se sometieron a periodos mas largos.

Parte de estos analisis mediante Southern blot asi como la secuenciacion de los
alelos salvaje y mutantes para el gen white, se llevaron a cabo en la Universidad de
Santa Maria, Rio Grande do Sul bajo la tutoria del Dr. Elgion Loreto del Departamento
de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, quien ha colaborado con nuestro

grupo en técnicas de genética molecular en Drosophila.
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RESULTADOS y DISCUSION

1 ANOTACION DEL GEN white DE D. willistoni
1.1 Secuencia nucleotidica del gen white

Se comenzo realizando el ensamblado in-silico de la secuencia nucleotidica del
gen white. Para esto se llevo a cabo una busqueda de homologia mediante alineamiento
de secuencias (blastn), utilizando como “query” la secuencia de 5868 pb
correspondiente a la region génica® del gen white de D. melanogaster
(ID=FBgn0003996) adquirida de FlyBase. Se obtuvieron aquellos contigs de D.
willistoni cuya secuencia nucleotidica presentd similitud significativa con la secuencia
de D. melanogaster (FIGURA 6). La longitud promedio de los contigs fue de 1032 pby
los podemos distinguir en la FIGURA 6, agrupados en la region correspondiente a los
exones 2 al 6 del gen white de D. melanogaster. No se obtuvieron contigs con
homologias significativas a la region del primer exon y primer intron del gen white de

D. melanogaster (primeros 3338 pb).

Las secuencias de los contigs presentaban regiones solapantes que permitieron el
alineamiento de un contig con el siguiente, y el ensamblaje para obtener una secuencia
nucleotidica consenso para D. willistoni. Posteriormente, se emple6 la region de los
extremos de esta primera secuencia consenso para realizar una nueva busqueda de
contigs mediante alineamiento de secuencias. A través de la repeticion de este
procedimiento obtuvimos un total de 120 contigs, cuyo ensamblaje empleando el
programa Seqman II (DNASTAR) dio una secuencia consenso de 17.292 pb (FIGURA

7). A partir de ésta tltima, se realizo la anotacion del gen white de D. willistoni.

6  Region Génica (Gene Region) definida por Flybase como la region del gen comprendida entre el
principio y el fin del transcripto mas largo
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80-200 >=200

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gnl|ti|581231413 1095030290753 _462 1e-126
gnl|ti|706267807 1096608154301 _458 1e-125
gnl|ti|580978380 1095029276426 _458 1e-125
gnl|ti|582523655 1095033134941 _454 2e-124
gnl|ti|709373079 1096608479074 _435 1e-118
gnl|ti|586428854 1095167008352 _425 1e-115
gnl|ti|583560836 1095132002772 _415 8e-113
gnl|ti|582213446 1095030067671 _400 3e-108
gnl|ti|586346007 1095176023165 _392 Je-106
gnl|ti|709339786 1096608305324 _375 1e-100
gnl|ti|835096449 1098238138083 _329 Se-87
gnl|ti|709377644 1096608526949 _308 2e-80
gnl|ti|835117091 1098214533285 291 3e-75

FIGURA 6- Seleccion de contigs del genoma de D. willistoni. La imagen se obtuvo del
alineamiento de la secuencia de la region codificante del gen white para D. melanogaster con
las secuencias de los contigs del genoma de D. willistoni. La lista debajo corresponde a los
contigs con similitud significativa para dicha region.

La identificacion de la secuencia de codificacion (CDS) es un paso importante
en la anotacion de los genes. El CDS es una secuencia nucleotidica que se corresponde

con la secuencia de aminoécidos en la proteina. Un CDS tipico comienza con el codon

de inicio de la traduccion ATG y termina con un codéon STOP.

Para la determinacion del CDS del gen white de D. willistoni primero se
delimitaron los limites putativos de cada ex6n individualmente. El procedimiento para
determinar los limites y composicion de los exones consistié en emplear la secuencia
nucleotidica de un unico exén por vez del gen white de D. melanogaster y alinearlo con

la secuencia consenso completa para D. willistoni.

28



Resultados y Discusion

2EIIEIEI -’-IEIIEIEI EI:IIEIEI SEIIEIEI lEII{IIIIEI lE?DD l4I{IEIEI lEI{IEIEI 13000

FIGURA 7- Alineamiento y ensamblaje de la secuencia nucleotidica del locus white en D.
willistoni. En verde se esquematiza la secuencia consenso obtenida. La regla indica la longitud
en pb de la secuencia. Las lineas horizontales (abajo) indican la extension que cubre cada uno
de los 120 contigs.

El programa utilizado (MEGA3) no detectd, en primera instancia, los limites de
la region codificante del primer exon para D. willistoni, que en D. melanogaster cuenta
solo con 72 pb. Por lo tanto, en este caso la blisqueda comparativa se realizé utilizando
las secuencias aminoacidicas. Se alinearon la secuencia de aminoacidos codificada por
el primer ex6n de D. melanogaster contra la secuencia consenso de D. willistoni
traducida en los tres posibles marcos de lectura. Esto permitié determinar los limites
putativos de la secuencia aminoacidica codificada por el primer exon y delimitar la
secuencia nucleotidica que en D. willistoni es de 72 pb. Existe un 76% de similitud
entre las secuencias nucleotidicas de la region codificante del primer exén de D.
melanogaster 'y D. willistoni, y una similitud del 83% entre las secuencias

aminoacidicas de dichas especies.

Los limites de los exones restantes (2 al 6) se determinaron sin dificultad
empleando directamente las secuencias nucleotidicas a través del mismo procedimiento.

Las longitudes obtenidas de los exones 2 al 6 son 287 pb, 655 pb, 316 pb, 132 pby 612
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pb respectivamente. Dichos exones presentan un 77 % de similitud de secuencia
nucleotidica entre estas dos especies, mientras que al analizar la proteina putativa se
encontrd un 94% de similitud entre las secuencias de aminodcidos. Existe un 77% de
similitud entre las secuencias nucleotidicas del CDS completo de D. melanogaster y el

de D. willistoni ( FIGURA 9).

Una vez determinada la secuencia y extension del CDS, el cual presenta una
longitud de 2076 pb, se ubicaron todos los exones en la secuencia consenso de D.
willistoni (FIGURA 8) para luego determinar la extension de los intrones. La estrategia
empleada permiti6 anotar la region codificante (exones e intrones) completa del gen
white de D. wilistoni, la que presenta una longitud de 8238 pb (ver secuencia completa

mostrada en el ANEXO B1).

D. willistoni
72 287 655 316 132 612
D o

5330 653 66 61 55

D. melanogaster
72 274 655 316 132 612
)

31e8 74 61 20370

FIGURA 8- Estructura de la region codificante del gen white de D. willistoni (arriba) y D.
melanogaster (abajo). Exones del 1 al 6 (en rojo), de izquierda a derecha). Se detalla la longitud
en pb de los exones (encima) y de los intrones (debajo).
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Drosophila melanogaster white (w), mRMA
Sequence |1D: ref|[NM 037439.2| Length: 2352 MWumber of Matches: 1

Range 1: 158 to 2221 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1606 bits(1780) 0.0 1603/2081(77%) 24/2081(1%) Plus/Plus
Query 1 ATGHOTCAGRAGRATCAAGAGCTATTAATACGOGLOAATARTAAAAATACCTCAGCORAG &0
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continuacion...
oty it i row vy Mt i o By e i
S VT W v Ry o ot o A
oot 131 S S T, 1aoo
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e v el el deck P el lice e
s 1521 Nt AL cHech e ven
o 1on1 THOHcHe A HreH et A TR e
o 101 Mclchblitactr KMk ekt o
s 1n THA Pt r ALk Ll e
g 1761 clll il ocrct Hehlehec Ml UL AN ez
Query 1675 GTTTCCACATCGTTTGECTATCTCATCTCCTGTGOCAGCTCATCCACATCAATGEOGETG 1734

sojct 1821 btatiahbatbctobbathttiablatétibobbthtibctbablcrtaltbbtbtt 1eso

Query 1738 TOGGT CACCAGTRATTATACCATTCCTTCTGTTTGRTGGTTTCTTTTTRAATTCC 1704

orer 1661 HrHr o Lot ArAHA Ot L R HECH  10un

sorer 1901 oL ot AL Her ek cHA AT AL o0
Ny ettt iy g
soser 2061 Mkttt check okl 21z
wrer 221 Sk Helhorcl s ehlcetoli Hiborack 2re

Query 2035 GCTTATGTGLCTCTTOGATTGOGAGCCAGGIGCAAGRATTA 2075

sojct 2181 blathictbbbitasblcttboblichatbthiétlath 2221

G

FIGURA 9- CDS del gen white. Resultado de la busqueda por Blastn empleando la secuencia
anotada para el CDS del gen whife como “query”. La secuencia “subject” corresponde al CDS
del gen white de D. melanogaster publicada en FlyBase.
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El promotor minimo (core promoter) del gen white de D. melanogaster fue
caracterizado por Kutach y Kadonaga (2000). Este comprende las secuencias de ADN
que dirigen la maquinaria transcripcional al sitio de inicio de la transcripcion. Presenta
el elemento Inr, secuencia conservada que incluye el sitio de inicio de la transcripcion; y
el elemento DPE, secuencia conservada que permite la union de TFIID (factor de

transcripcion IID).

Para la caracterizacion del promotor minimo en D. willistoni se analizd una
region de 500 pb upstream al primer exon, mediante busqueda de homologias de
secuencias nucleotidicas con la secuencia de D. melanogaster. De esta forma se pudo
determinar la localizacion del elemento Inr y el elemento DPE pertenecientes al
promotor minimo putativo en D. willistoni (FIGURA 10). Estos dos elementos son

idénticos en ambas especies, y la secuencia entre ellos es altamente conservada.

DPE

D.willistoni ACC TCﬁgTT GCATTTTGTCAGCGCGTTCGTCAC GAAG TTCATACG

FIGURA 10- Anotacion del promotor minimo putativo del gen white de D. willistoni. Se
delimitan los elementos Inr y DPE. Sitios conservados se sefialan con puntos azules. La flecha
indica el sitio de inicio de la transcripcion.

La comparacion de secuencias entre genes ortdlogos evidencio la presencia de
dos regiones altamente conservadas en el primer intrén del gen white. Una primera
region de 54 pb la cual presenta un 98% de similitud entre las secuencias de D.
willistoni y D. melanogaster. Una segunda region de 44 pb, la cual presenta un 95% de
similitud entre las secuencias de dichas especies (FIGURA 11, ver secuencias mostradas
en el ANEXO B1). Estas regiones de secuencia no han sido caracterizadas en la especie
D. melanogaster. Su alta conservacion, incluso mayor que la presentada por los exones,
sugiere la posibilidad de que cumplan una funcidén importante, pero su determinacion

requerird de nuevos estudios.
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En la FIGURA 11 se presenta la anotacion del gen white de D. willistoni.

En 2008 se publico la secuencia putativa del CDS del alelo salvaje del gen white
de D. willistoni (Drosophila 12 Genomes Consortium). Esta secuencia lleva el codigo

de identificacion "Dwil\GK25399"(Accesion Number XM _002070905.1). Se realizdé un

alineamiento con el programa Blastn. Al comparar la secuencia del CDS que se presenta

en esta Tesis con la secuencia publicada en FlyBase, se encontrd que son idénticas.
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1.2 Proteina White

La proteina White putativa obtenida para D. willistoni contiene 691 aminoéacidos
(aa), presentando en total, 4 aa adicionales a la secuencia reportada en D. melanogaster.
Al comparar ambas secuencias aminoacidicas se encontr6 que la proteina en D.
willistoni presenta 5 aa mas en las posiciones 28 a 32 y uno menos en la posicion 62,

contenidos en la region codificada por el segundo exén (FIGURA 12).
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FIGURA 12- Alineamiento entre la proteina White de D. willistoni y D. melanogaster. Se
recuadraron los sitios que presentan diferencia de secuencias.
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La proteina White, al igual que otros transportadores ABC, presenta dos tipos de
dominio, TMD (Transmembrane domain) y NBD (Nucleotide binding domain). So6lo
los dominios NBD son homologos a lo largo de toda la familia de transportadores ABC,
portando varios motivos conservados caracteristicos (Linton, 2007). El andlisis de la
proteina White de D. willistoni revel6 la presencia de motivos conservados propios del
dominio NBD. Los motivos encontrados son: Walker A, Q-Loop, ABC signature,
Walker B y D- Loop. Para la caracterizacion del dominio NBD utilizamos secuencias

anotadas del gen white de otras especies de dipteros (FIGURA 13).
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FIGURA 13- Alineamiento de la secuencia NBD (dominio de uniéon a nucleotido) de la
proteina White. Se encuadraron las secuencias de los motivos conservados.

2 ANALISIS DE ALELOS MUTANTES PARA EL GEN “white” EN D.
willistoni
Entre las lineas puras con alelos mutantes de D. willistoni, se seleccionaron
aquellas que por homologia fenotipica y de ligamiento genético con D. melanogaster,
corresponderian a alelos del gen white. Cabe destacar que durante la realizacion del

analisis de las lineas mutantes, la linea w' EM1.00 se envié al Dr. Thomas Kaufman
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(EEUU) y se encuentra disponible en The Drosophila Species Stock Center (DSSC),
University of California, San Diego. Esta linea fue genéticamente manipulada para
ensayos de transformacion, empleandose como gen reportero el gen mini-white, version
truncada del gen white (falta parte del primer intron). Este gen se utiliza como marcador
seleccionable en construcciones de transformacion certificando que la transformacion
ha sido exitosa. En un individuo homocigota para el alelo white nulo, una copia del
transgén produce ojos anaranjados y dos copias da un color més oscuro, restableciendo
(parcial o totalmente) el fenotipo salvaje. Por lo que se confirmo que la linea con la cual
se trabajo en esta tesis, porta el alelo nulo para el gen white. [Construct: pBac(3xP3-

EGFPafm)::nos-Gal4::(pW8-mini-white) Stock Number: 14030-0811.37].
2.1 Analisis de las lineas mutantes mediante secuenciacion

En base a la secuencia anotada (en esta Tesis) del gen white de D. willistoni se
disefiaron los cebadores (TABLA 2, en Materiales y Métodos). Estos se emplearon para
amplificar la mayor parte de la region codificante a la que se llamo Region 2-6 (del
exon 2 al exon 6) con una longitud esperada de 2683 pb para el alelo salvaje (FIGURA
14). Un nuevo primer se emple6 para amplificar el extremo 3' de la region codificante, a
la que se llamo6 Region 3-6 (del exdn 3 al exdn 6) con una longitud esperada de 1289
pb. La Region 3-6 se encuentra incluida en la Region 2-6 y para su amplificacion se
empled el mismo cebador reverse. Una tercer region que incluye al primer exon, white
exonl, con una longitud esperada de 1085 pb. Los cebadores se disefiaron para la region

no codificante debido a que la region codificante del exén 1 es muy pequefia (72 pb).

D D I W P E—
#+—1085pb—ids [white exénl] Region 2-6] #—————2683pb————— 4

(1848pb)

Region 3-6| ®——1289pb—i4

(1107pb)

FIGURA 14- Cebadores para el gen white de D. willistoni. Las flechas indican la ubicacion de
los cebadores. Se detalla la longitud en pb de la region amplificada con molde ADN gendmico
(negro) y ADN complementario (azul).
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Se inici6 el estudio realizando la extraccion de ARN total a partir de moscas
adultas de D. willistoni de la cepa salvaje y de la cepa mutante w¥ para el gen white en
estudio (FIGURA 15) y posterior retrotranscripcion para obtener el ADN

complementario.

FIGURA 15- Electroforesis en gel de agarosa del ARN total (ARNr 28s, ARNr18s, ARNr 5s 'y
ARNm) de D. willistoni en el primer carril y de mamifero en el ultimo carril. EI ARN total de
Drosophila tiene un perfil distintivo en una corrida electroforética debido al procesamiento
diferencial del ARN ribosomal 28S durante su maduracion en el citoplasma, también observado
en varias especies de insectos (Jordan y col 1976). * ARNr 28s procesado.

Se determinaron las condiciones para la extraccion de ARN y retrotranscripcion
de modo de obtener ADNc en cantidades detectables (FIGURA 16), aunque existieron
inconvenientes en la amplificacion posterior con cebadores para el gen white. Se
descartd que pudiera deberse a una mala conservacion del ARN o a la eficiencia de la
retrotranscripcion, ya que no hubo problema en la obtencion del ADNc para el gen de
Actina y su posterior amplificacion (datos no presentados). Si bien la técnica de
extraccion de ARN utilizada produjo altas cantidades de ARN total puede no haber sido
la mas idonea para trabajar con genes de copia Unica, como es este caso. Se postula que
la extraccion a partir de moscas enteras pudo disminuir mucho la proporcion del ARN
buscado, y por lo tanto, las concentraciones de ADNc para el gen white hayan sido muy
bajas, teniendo en cuenta que el ARN mensajero para el gen white probablemente se
expresa, como ocurre en D. melanogaster, solo en ciertos tejidos del individuo adulto.

En D. melanogaster la expresion del ARNm predomina en los tubulos de Malpighi, en
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los ojos es alrededor de 8 veces menor y aiin menor en otros tejidos (Fjose y col 1984,

FlyBase).

FIGURA 16- Amplificacion del ADNc white. Se sefala el producto de amplificacion del ADNc
white (1848 pb, Region 2-6) para la cepa salvaje (flecha) y para la cepa mutante white (punta
de flecha) de D. willistoni, los cuales presentan el peso molecular esperado. Corrida
electroforética en gel de poliacrilamida, los dos tltimos carriles corresponden a pesos
moleculares

Debido a los inconvenientes encontrados en el analisis del ADN complementario
se emprendid la caracterizacion de los alelos mutantes para el gen white a partir de

ADN genomico.

Se amplifico la Region 3-6 (descrita en la FIGURA 14)del gen white a partir de
ADN genomico y se envi6 a secuenciar el amplicon, obteniendo una secuencia de 537
pb correspondiente a la banda de 1289 pb (cepa salvaje). Su analisis confirmé que dicho
producto se trataba del gen whife previamente anotado. Esta secuencia se registrd en el

GenBank con el numero de acceso EF015882.

Se realizé la amplificacion por PCR a partir de ADNg de las lineas salvaje y
mutantes, de la region Regién 2-6, la cual abarca la mayor parte de la region codificante
del gen white (FIGURA 17). Su secuenciacion se llevo a cabo en el Laboratorio del Dr.
Elgion Loreto (Universidad Federal de Santa Maria, Brasil), durante una pasantia. Se

utilizaron los tres cebadores esquematizados en la FIGURA 14. Hubieron problemas de
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amplificacién con un cuarto cebador (no se muestra). Se obtuvo una secuencia parcial
de la region codificante del gen white analizada. No se encontraron diferencias entre las

secuencias nucleotidicas obtenidas de los alelos mutantes white y el alelo salvaje.

Al amplificar por PCR las muestras a secuenciar, se observo que las bandas
obtenidas a partir de las cepas mutantes tienen igual tamafo que la obtenida de la cepa
salvaje (2683 pb, FIGURA 17) por lo que se concluy6 que estas cepas no presentan ni
inserciones ni deleciones detectables (de gran tamafo) en la regiéon amplificada. Se

retomard este dato en la interpretacion de los resultados del analisis por Southern blot.

FIGURA 17- Amplificacion de la region entre el exon 2 y 6 del locus white en las cepas
mutantes w' (1) w* (2) w¥ (3y4) y salvaje (5) de D. willistoni. (6) PM, bandas superiores 3015
pb y 2564 pb. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

2.2 Analisis de las lineas mutantes mediante Southern Blot

Se estima que aproximadamente el 80% de las mutaciones espontdneas son
debidas a la movilizacion de ETs. En D. melanogaster se han encontrado inserciones de
ET como causantes de diversos alelos mutantes a todo lo largo del gen white (FlyBase),
entre ellos el alelo white apricot debido a la insercion del elemento Copia en el segundo

ntron.

En el establecimiento de las lineas mutantes en D. willistoni se encontrd que la

linea portadora del alelo nulo para el gen white (EM1.00) presentaba una mayor
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frecuencia de mutaciones de origen espontaneo, proponiéndose como hipermutable
(Parada y Goiii, 2003). Las lineas hipermutables en Drosophila se caracterizan, entre
otros, por la aparicion de varias mutaciones espontaneas como producto de la

movilizacion de ETs.

Teniendo en cuenta estos antecedentes decidimos investigar si el origen de los
alelos mutantes en el locus white de D. willistoni se halla relacionado con la
movilizacion de ET(s). Para ello empleamos la técnica de Southern blot, en donde se
analizaron posibles variaciones de longitud de los fragmentos de restriccion entre los

genomas de las lineas mutantes en relacion a la linea salvaje para el gen white.

En un primer Southern se analiz6 gran parte del locus white, y en base a los
resultados de éste, se planificaron los siguientes analisis por Southern blot cubriendo las

regiones upstream'y downstream.

Dos fragmentos fueron clonados para generar las sondas. Estos son: (1) white
Region 3-6, amplicon obtenido por PCR del alelo salvaje white a partir de ADNc del
alelo salvaje white, cepa WIP4. Este presenta una longitud de 1108 pb. (2) white exonl,
amplicon obtenido por PCR a partir de ADNg del alelo salvaje white, cepa WIP4, con
una longitud de 1085 pb (FIGURA 14).

221 Region codificante y 3' del gen white

En el primer Southern se utilizd una sonda de 1108 pb que reconoce la region
comprendida entre los exones 3 al 6 del gen white de D. willistoni (descripto en la
FIGURA 14 como Region 3-6). Esta fue obtenida mediante amplificacion por PCR del
fragmento clonado white Region 3-6, descrito anteriormente. Los diferentes ADN
blanco fueron digeridos con la enzima de restriccion Hind III, esperando un fragmento

de aproximadamente 11.200 pb para el alelo salvaje (FIGURA 18).

Se observaron pequefias diferencias en el tamano de las bandas, para los alelos
w' y w9’ en relacion al alelo salvaje, tal cual se sefiala en la imagen del Southern

(FIGURA 19) Se propone que la variacion de longitud en la region de 11.242 pb pueda
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deberse a una pequeia insercion en el locus white en los alelos mutantes analizados. No

se encontro una variacion detectable en la banda para el alelo w”.

381pb 2623pb
—
e G >-DA

HindIII

11.242pb

FIGURA 18- Esquema de la region del locus white con los cortes producidos por HindIIl
(flechas violetas) en relacion a la sonda white (en azul).

Si existiera tal insercion cabria preguntarse donde se encuentra, como podria
afectar la funcion génica y si dicha insercion esta relacionada con la movilizaciéon de un
ET. Alternativamente, si el cambio del tamafio de banda observada en los alelos
mutantes no estd relacionada con una insercion, cudl(es) serian las propuestas

alternativas. A continuacién se desarrollan y discuten estas propuestas.

2 3

FIGURA 19- Southern blot de la region codificante y 3', utilizando la sonda Regién 3-6 .
Carriles: 1- Control positivo (plasmido con inserto white), 2- Plasmido con Elemento copia, 3 al
5- D. inmigrans, D. melanogaster, D. nebulosa, 6- D. willistoni salvaje WIP4, 7 al 9- Alelos
mutantes del gen white de D. willistoni, w'; w*; y w9, respectivamente 10- D. willistoni mutante
yellow (salvaje para el gen white). Las flechas verdes sefialan pequefias diferencias en cada
banda. Barra a la izquierda de la imagen 11.000 pb.

Teniendo en cuenta la region analizada en este Southern blot, si se considera la

existencia de una insercion, ésta podria encontrarse en la region 3' del gen (downstream
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al exén 6) o en la region 5' (upstream al ex6én 2), ya que como vimos anteriormente, la
region codificante analizada (desde el exon 2 al 6) en las lineas mutantes no presenta

diferencia de longitud en relacion con la salvaje (FIGURA 17).

Una de las posibles causas de la pequeiia insercion hallada en los alelos mutantes
de D. willistoni reportada aqui, puede ser la insercion de un ET pequefio. En D.
willistoni, esta bien documentada la presencia de elementos transponibles activos, muy
pequefios, denominados Vege y Mar (Holyoake y Kidwell, 2003; Depra y col. 2012).
Estos son clasificados como MITEs (Miniature Inverted-repeat Transposable Elements).
Los MITEs son ETs no-auténomos, con intermediario de ADN (Clase II) derivados de
ETs autonomos, presentan una longitud entre 50 y 500 pb, y suelen presentarse en
regiones eucromaticas ricas en genes, cerca o incluso dentro de un gen, afectando su

expresion (Fattash y col. 2013).

Otra familia de elementos transponibles pequefios fue detectada a partir del
analisis de la secuencia completa de los genomas de 12 especies de Drosophila. Se
encontrd que todas las especies presentan DINE1 (Drosophila interspersed element 1),
elementos no autonomos pequefios de entre 50 y 500 pb. Aunque sélo en dos especies,
D. willistoni y D. ananassae, mostraban indicio de actividad. Se postuld que dicha
actividad se debe a eventos de transferencia horizontal reciente o a la reactivacion de
copias ancestrales, mostrando también que las inserciones DINE-1 se presentaban en
intrones y en regiones adyacentes a genes codificantes de proteinas (Yang y Barbash,

2008).

Se han reportado otros ETs pequefios, no auténomos, que se insertan
preferentemente en la region 3' UTR (Daskalova y col. 2006), y estas pequefias
inserciones pueden estar asociadas a modificaciones en la regulacion de la transcripcion

(Liy col, 2014).

Alternativamente, la variacion en longitud de las bandas detectadas para los
alelos mutantes del gen white en D. willistoni, podria deberse a la pérdida del sitio de

restriccion ubicado en el extremo 3'. La enzima de restriccion HindIII reconoce y corta
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en la secuencia palindromica A/AGCTT. Si existiera una variacion en la secuencia de
reconocimiento de HindlIII que lleve a su pérdida, ya sea debido a una mutacidon puntual
o una pequefia delecion, existe otro sitio de restriccion a 350 pb downstream del
anterior. Asi la pérdida del sitio de restriccion del extremo 3' produciria una banda un
poco mas grande que podria estar asociada a los cambios observados para una o ambas
cepas mutantes. Este punto serd retomado en el analisis de la Region 3'del gen (Seccion

2.2.4).
2.2.2 Region reguladora 5' del gen white

Con el segundo Southern se analizaron las posibles variaciones en la region
reguladora 5°, primer exdén y parte del primer intron. No se esperaban cambios en la
region 5' del gen para los alelos w¥ y w* debido a que estos mutantes presentan
variacion en la cantidad de pigmento en los 0jos y a su vez no existe diferencia de
pigmentacion entre macho y hembra. Este tipo de variaciones fenotipicas han sido
asociadas a cambios en la region estructural (codificante) del gen white en D.
melanogaster (Judd, 1976). En cuanto al alelo w', si tenemos en cuenta que las
mutaciones reportadas en D. melanogaster estan asociadas a mutaciones en la region
promotora (alelo w'") y en la region del primer exon (alelo w''®) (FlyBase) se podrian
esperar variaciones en dicha region para el alelo w' de D. willistoni, sin descartar otros

cambios posibles que comprometan la expresion del gen.

Para analizar la region reguladora 5' del gen white, utilizamos una sonda de 1085
pb que abarca el exon 1 del gen white de D. willistoni y regiones 5'y 3" (ver FIGURA
14). Esta se obtuvo por amplificacién por PCR con los cebadores w.RegF y w.RegR
(TABLA 2) del fragmento clonado white exénl. Los diferentes ADN blanco fueron
digeridos con la enzima de restriccion Scal, esperando un fragmento de 13.909 pb para

el alelo salvaje (FIGURA 20).

El resultado obtenido no revela diferencias de tamafio de bandas entre los alelos

mutantes y salvaje para el gen white de D. willistoni (FIGURA 22).
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i 2109pb

11.800pb

13.909pb

FIGURA 20- Esquema de la region del locus white con los cortes producidos por Scal (flechas
violetas) en relacion a la sonda white (en azul). Segun el analisis de restriccion, se espera un
fragmento de 13.909 pb. Se esquematiza en rojo el exon 1 (izquierda) y el exon 2 (derecha).

223 Region del exon 1 y primer intron del gen white

En el tercer Southern se analiz6 una region del locus white que incluye al primer
y segundo ex6n y al primer intrén. Se utilizo, al igual que en el anterior, la sonda white
exonl correspondiente a la region del exén 1 del gen white de D. willistoni. Los
diferentes ADN blanco fueron digeridos con la enzima de restricciéon Ncol, esperando

un fragmento de 9498 pb (FIGURA 21).

2330pb

9498pb

FIGURA 21- Esquema de la region del locus white con los cortes producidos por Ncol (flechas
violetas) en relacion a la sonda white (en azul). Segun el analisis de restriccion, se espera un
fragmento de 9.498 pb.

Las bandas obtenidas en este Southern quedaron difusas, sin embargo, no se
detectaron grandes diferencias de tamafio de bandas entre los alelos mutantes y salvaje
para el gen white. aunque no se puede descartar la existencia de pequenas variaciones en

el tamano de las bandas (FIGURA 22).
224 Region 3' del gen white

Con el ultimo Southern se analiz6 la region 3° del gen white con el fin de
analizar la posibilidad de una insercion en la region 3' UTR, posibilidad planteada tras
los resultados del primer Southern. Se utilizé la sonda white Regioén 3-6, que cubre los

exones 3 al 6 del gen white de D. willistoni. Los diferentes ADN blanco fueron
46



Resultados y Discusion

digeridos con las enzimas de restriccion Ncol y HindlIIl, esperando un fragmento de

aproximadamente 4.272 pb (FIGURA 23)

182 43 475 6.7 "8 9 16

FIGURA 22- Southern blot utilizando la sonda white exénl. Carriles: 1 al 5 Analisis de la
region del exonl y primer intrén: 1- D. willistoni w9, 2- D. willistoni w*, 3- D. willistoni w',
4- D. willistoni salvaje, 5- Zaprionus indianus, Carriles: 6 al 10 Analisis de la region 5': 6- D.
willistoni w¥, 7- D. willistoni w*, 8- D. willistoni w', 9- D. willistoni salvaje, 10- Zaprionus
indianus. A la izquierda de la imagen la barra superior corresponde a la banda de 13.909 pb, la
inferior a la banda de 9498 pb. Control positivo (plasmido con inserto white) quedo fuera de la
imagen.

2623pb

*

HindIII

4272pb

FIGURA 23- Esquema de la region del locus white con los cortes producidos por Ncol y
HindlIII (flechas violetas) en relacion a la sonda white (en azul). Segtn el andlisis de restriccion,
se espera un fragmento de 4.272 pb.

En este Southern se detectd una pequeiia diferencia en la banda del alelo mutante

w? con respecto al alelo salvaje, teniendo la primera un menor peso molecular. La
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banda correspondiente al alelo w' no presenta una diferencia significativa (FIGURA

24).

FIGURA 24- Southern blot para el andlisis del extremo 3' utilizando la sonda Regiéon 3-6.
Carriles: 1 al 4 Alelos del gen white de D. willistoni w’, w*, w', y salvaje respectivamente, 5-
Zaprionus indianus, 6- Control positivo (plasmido con inserto white). La flecha verde sefiala
una pequefia diferencia en banda para el alelo w¥. Barra a la izquierda de la imagen 4.272 pb.
Considerando los resultados obtenidos para todos los analisis por Southern blot

en conjunto, se discuten a continuacion los resultados para cada alelo mutante del gen

white en D. willistoni.

En la interpretacion de los resultados se tuvo en cuenta que un cambio en la
longitud de los fragmentos de restriccion puede ser explicado por varias hipotesis. Una
disminucién en el tamafio de banda puede deberse a: (1) la aparicion de un nuevo sitio
de restriccion por cambio en la secuencia nucleotidica, interno al fragmento esperado;
(2) la ocurrencia de una delecion; o (3) una inversion que acerque el sitio de corte. En el
caso de un aumento en el tamafio de banda las hipotesis podrian ser: (1) la eliminacion
de un sitio de corte por cambio de secuencia; (2) una insercion, o (3) una inversion que

aleje el sitio de corte.
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Alelo w': En la FIGURA 25 se resumen los resultados para el alelo w'. Al
evaluar en el primer Southern, la region comprendida desde 381 pb upstream del primer
exon hasta 2623 pb downstream del tultimo exén, se detectd una diferencia en el tamafio
de bandas, entre este alelo y el salvaje, siendo la banda del alelo con pérdida de funcion,
de mayor tamafio (FIGURAS 18 y 19). En el cuarto Southern (FIGURAS 21 y 22), se
analiz6 una region menor, incluida dentro de la region analizada en el primer Southern,
no encontrandose diferencias. Esta comprendia desde el tercer exén hasta 2623 pb

downstream del ultimo exon.

30
20 : ! 40
| 10 I
" S AR e A 3
Scal NcoI HindII A Ncol HindIII
' 6970pb '

FIGURA 25- Alelo w'. Esquema del locus white con la region (6979 pb) en donde
posiblemente se ubicaria la insercion en el alelo w', deducido del andlisis del primer y tercer
Southern. Sitios de corte de HindIII y Ncol (flechas violetas). Las barras sobre el esquema del
gen indican las regiones analizadas en los distintos Southerns. Cabeza de flecha verde (A)
posible insercion. // indican regiones en que el esquema no esté a escala.

De dichos resultados: (1) Se descarta que se haya perdido el sitio de corte
HindIIl en el extremo 3', como se habia propuesto previamente. Las dos regiones
analizadas, incluyen el mismo sitio de corte HindIII en el extremo 3' y si se hubiera
perdido el sitio de restriccion se detectaria una diferencia de banda en los dos analisis.
(2) Se descarta la ocurrencia de una inversion que involucre el sitio de corte para Ncol o
el sitio de corte para HindIII en posicion 3', porque en dichos casos deberia detectarse
un aumento en la longitud de banda en ambos Southerns mencionados, y solo se detecta
una diferencia en uno de ellos. (3) Se descarta también, la ocurrencia de una inversion
que involucre el sitio de corte para HindlIII en posicion 5', porque en dicho caso deberia

detectarse un disminucion en la longitud de banda para el alelo w' en el segundo
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Southern (4) Se propone la presencia de una pequefa insercion en la regién no
solapante de las bandas obtenidas en el primer y cuarto Southern (marcada en verde en
la FIGURA 25). Si bien esta region también fue analizada en el tercer Southern, la baja
calidad de las bandas obtenidas no aportd informacioén para evaluar dicha posibilidad.
Es sabido que la ausencia del primer intréon no afecta la expresion del gen, esta
caracteristica se ha utilizado en la construccién y empleo del alelo mini-white como
marcador en técnicas de transformacion (Silicheva, 2010). A su vez, teniendo en cuenta
que los alelos mutantes con pérdida de funcion para el gen white en D. melanogaster
presentan cambios en la region promotora (insercion - w') y del primer exén (delecion -
w''®)serfa posible plantear la hipotesis de que pudiera existir una insercion en esta

region en el alelo nulo para el gen white de D. willistoni.

Alelo w*: El analisis por Southern no reveld variacion en el tamafio de banda en
el alelo w” en relacion al alelo salvaje. Se propone que el alelo w* no seria equivalente al
alelo w* descrito en D. melanogaster, cuyo fenotipo mutante es producido por una
insercion de un ET (copia) en el segundo intrén que lleva a la produccion de una menor
cantidad de ARNm. Se propone que la variante alélica asignada como w* podria deberse
a la presencia de mutaciones puntuales u otras variaciones en la secuencia que lleven a

una disminucion en la expresion del gen white en D. willistoni.

Alelo w?: En la FIGURA 26 se resumen los resultados para el alelo w?. Se
encontraron dos tipos de variacion para este alelo a través del andlisis por Southern. Una
banda de mayor tamafio en la regiéon comprendida entre el primer exdn y el extremo 3'
del gen (FIGURAS 18 y 19) y una banda de menor tamafio en la region comprendida
desde el segundo exon hasta 2623 pb downstream del Gltimo exon en la region 3' del
gen (FIGURAS 21 y 22). Estas variaciones en el tamafio de las bandas pueden deberse a
eventos de insercion y delecion, cambios en la secuencia del sitio de restriccion e
incluso a la presencia de una pequeia inversion. Si existiera una inversion que acerque
el sitio de corte, ésta deberia ser pequefia porque el gen contintia siendo funcional para

este alelo hipomorfico. Considerando estos datos en conjunto, no podemos discriminar
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entre los eventos propuestos mas arriba, en donde una combinacion de estos eventos
llevaria a varios cambios posibles, pero no podemos explicar el origen de este alelo

mutante por un inico cambio de secuencia.

. 3° .
C 2° | ! 4° !

. 1° 4272pb .
7N e 7'y ia 7N D #r— i DA Hl_‘
Scal NcoI HindII N NcoI N HindIII

11.242pb

FIGURA 26- Alelo w?. Esquema del locus white con las variaciones detectadas para el alelo
w*, datos obtenidos del primer y tercer southern. Con cabezas de flecha verdes se representan la
insercion (izquierda A) y la delecion (derecha V). Sitios de corte de HindlIl y Ncol (flechas
violetas).

El alelo w¥ descrito en D. melanogaster presenta dos mutaciones puntuales en
los exones codificantes, segundo y sexto. Dichas mutaciones puntuales llevan al
reemplazo de dos aminoacidos en la proteina White, uno de ellos en la region de
interaccion con la proteina Brown, para formar el transportador heterodimérico
(Mackenzie y col. 1999). Por analogia con la mutacion presente en D. melanogaster, se
esperaria que los cambios observados en D. willistoni estuvieran en la region cercana al
sitio de corte para Ncol, donde se encuentran los exones. Sin embargo, no se puede
descartar que se encuentren hacia los extremos de la region detectada en el Southern.
Esto ultimo podria explicar los resultados observados, aunque dichos cambios no
necesariamente fueran los responsables de la alteracion en la funcion génica en el locus

white.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Este trabajo emple6 la gran cantidad de informacion genética y gendmica en D.
melanogaster para plantear la hipdtesis de que la similitud entre las especies D.
willistoni 'y D. melanogaster puede ser empleada como punto de partida para la
caracterizacion molecular del gen white de D. willistoni y la caracterizacion de las lineas

mutantes de este gen, aisladas en nuestro laboratorio.
En base a los objetivos planeados se puede concluir que:
Anotacion del gen white de D. willistoni

1. La metodologia empleada fue la idonea para la anotacion del gen white,

pudiéndose caracterizar el promotor minimo, la region 5' UTR y la region codificante.

2. La secuencia del CDS anotada en este trabajo de tesis es igual a la publicada

posteriormente en FlyBase.

3. La secuencia aminoacidica de la proteina White putativa de D. willistoni es

idéntica a la publicada posteriormente en FlyBase.
4. Se ha evidenciado la hipotesis planteada.
Caracterizacion de los alelos mutantes w', w* y w? para el gen white de D. willistoni

5. En cuanto a la caracterizacion de los alelos mutantes para el gen white de D.
willistoni, w', w* y w¥, la secuencia nucleotidica analizada no present6 diferencias. Se
hace necesario continuar la secuenciacion, completando en primer lugar, la secuencia de

la region codificante.

6. Se descartd la presencia de grandes inserciones o deleciones en la region del

locus white.
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7. El alelo mutante w' presenta una posible insercion en la region reguladora o al

inicio de la region estructural

8. El alelo mutante w? presenta pequefias variaciones en la longitud de los
fragmentos de restriccion en la region codificante del gen white. Los datos obtenidos

son insuficientes para plantear una hipotesis relacionada a la causa de la mutacion.

9. El alelo w* no presenta variaciones de secuencia, con respecto al salvaje,

detectables por southern blot

10. Se hacen necesarios nuevos analisis para caracterizar las variaciones observadas.

En resumen, se descartd la presencia de grandes cambios de secuencia en los
alelos mutantes del gen white en D. willistoni examinados, encontrandose pequenas
variaciones de secuencia en dos de ellos. A su vez, se avanzo en la secuenciacion de
parte de la region codificante de los alelos mutantes. Considerando estos resultados, se
propone continuar el andlisis mediante secuenciacion, empezando por completar la

secuencia del CDS.

A futuro, estudios dirigidos a la caracterizacion de alelos mutantes de D.
willistoni, incluyendo mutantes del gen white, contribuirdn a revelar informacion
importante del (o de los) factores que inciden en los cambios genéticos en las
poblaciones naturales en esta especie. La experiencia recabada en esta tesis, asi como la
informacion de ligamiento genético y mapeo genético de mutaciones espontaneas en D.
willistoni (en curso en el Laboratorio de Drosophila), junto con la informacion
actualmente disponible de secuencias de muchos genes ortoélogos, sera fundamental para
emprender futuros estudios que contribuyan al conocimiento de la genética evolutiva de

Drosophila.
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Anexo

ANEXOS

A- Difusion de los resultados obtenidos

* IV Simposio de Ecologia, Genética y Evoluciéon de Drosophila, Campinas, Brasil,
2005.

e V Simposio de Ecologia, Genética y Evolucion de Drosophila, San Pablo, Brasil,

2007.
e XII Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias, Lavalleja, Uruguay, 2007.

* Primeras Jornadas de Genética del Uruguay. Montevideo, Uruguay, 2008.

* Publicacién en el GenBank de una secuencia de 537 pb perteneciente al alelo salvaje

del gen white, con el nlimero de acceso EF015882 accesible en octubre de 2007.

B- Secuencias en D. willistoni

B.1- Gen white

XXx 5'UTR
XXX exones
XXX intrones
XXX sitio reconocido por cebadores
XXX regiones altamente conservadas

GTCGGTTGGGTTGCTTATTTGTCTCATCTTGTCTATAATCAGTATACAAATAAGTAGCTAAAGCTTCTCC
ATATTCCTCTTCCTCTCACGCTTTGTCTCTCTCTCTGCCTCTTTTTCGTTCCAGCACCAACAATTTTTAT
CTCTATCAAATTTCCACTCATTGTCGAGACTTTGTTATTGTCCCATTGCATCCGGACGTTAACCGTTGAG
GTTGTCGAGAGACCGCTCAGCTACCTCAGTTGCATTTTGTCAGCGCGTTCGTCACGAAGTTCATACGAGA
GAATCGTGTTGCGTACATTTTTTTTTTTTACTTTTGTTTTTTTAATTATTAAATTATTTCGCATATTTTC
TGAGTGTGTGCGTGTGCGTGTGTGTGTCTGTGCAAAGTGAATGCAAATAAAATATAAAATTATATACGCA
CATTTGAAAATATATTGGAAGGATGGGTCAGGAGGATCAAGAGCTATTAATACGCGGCAATAGTAAAAAT
ACCTCAGCCGAGCATTTGCATAATGTAAGTGCATTTATTATATCTTTAGCATACTTTCAGGCGCTGGGGT
GGTTGCATGCATGTGGCAACCGACAAATAAACGTTTACAGCGTGAGAACTAGCCCCAAAAAAAGCCACAT
GGAGACCACACATGACCACAACATAACCGCATTGCAAAAAGGCAACCAAAAGAACAACCACACAGCACAC
AAAAACCACGACTTTGTCATTGTAAAAATAATAACAACAAGCATTTTAACATCCATAGATCAGACACACT
GACTAACCGCCTGACAGACAGACAGATAGATAGACACAAATGGATCAGACAACAAACAGCATGCATTATG
CAATCCATGAATTGAAATTCGAGTCCAATTGATGCCAAAGTGGTAGCAAATACAGGAAAGTCTTCTTATT
GCATATTTGACCTGAATGCTGAACTCAATTCAATTGCAAATGGTTCAAGGTTTAAGTTAACACAATTACT
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ATGTTCACTCTATGATTGTCTTTGTGGTGCAAAGTAAAAGAATCTATACATAAGATAATGGGCTAAAGTT
GAAATAAAAGAGAAATCTACGAGTAGAGCCAAGCCAAACTTGCCTACACGTGTTTTTTGCATAAAGACTA
TACTACCTCTTTTTTATCATTTATAACCATAGATAATAGTATCAAAATTTAAATAAAATGCGTGAGTGGG
ACTTAGTCCCATAGACTTGGAGAACTGGAGGTTTAAGATGTATCTCACTTGAAAAGGTTTCTGTTAGCAA
TAGGAAAGGATTTCTTATCATAATTGTTGGTTGAACTTGATAAAATATTTAAACTATGTAGAATATGCAT
AACTAACAAAGAGAGCATCATTTAATCGGAGTTAGAACTTAACTTTCAAGCACCATTTCGCACGCCATTG
GAGATTGACTATGAGATTGCATATCTGGGACTGTTGCTATCTAGTTTTTGTATCTAGTTTACAATTTCCA
TCCTCCATCTTCATCTGTATCTTCATCTTCATCTGTATCTGTATCTGTCACATTGCTTAATATGAAGAAT
TTTTGTGTATAGTTGTTGTTTCTTTTCTTGTTATGATTGTTGCTGATACTGTCATAATCCAGTCTTATCT
GGGTCATTATTTGACTGGCCAACGTATCAGTTACAGTCTATCTTACCTACCGGCTGTATCTGTACCTGTT
ACACTAGATACAAAGACGGCAGACAAACAGACAGATATACATATCTGTTTACTTCTCAAAATACACACGC
ACACACACACATTAAAACAAAAACAACTTGGAACCTTAAAACAAAAAAAATCTCAATTGCTGTTATCGCG
TATTTCTTCTCCTCGTCATCTTCTCCTTCTTCTTCTACTTGATTGCTCTTCTTGTTGATGTTGTTGCACG
TTTAGAAATGGGCTAAACAAAAATGTTAGAAAAAGTTTTGCACCTTTTTTTTGTATTTTTTGTATTTTGG
TCTTCCAAGTATGATAATGAGAGAGAGTGTGAAGAAGTTTTGTTGGCCAAAAAGTTTCCTTTAAAATAAA
CCAAAAAGAAAATTCAAAACAAATTGTTACAAAATAATAACAAAATTCGGGAACAAGTAAAAGCAACGCC
TTGAAATATACCCTATTGAAAAATTACCAAGTTTCTTTCTTACTTTCATAGTAATCTCTTGAAGTCGATT
AATAAAATTCCTAAAATTCTCCAAAATGTGTAAATTACAATTTCCCAATGAATCAAAAGTGAATAAATAT
TACTAAAAAACTTACAAATTAAATGAACGAAAATAAATGATTCATTCGAATCATATTGCATTCACAACTT
ATTTGTATGCGAAAATGAATCAAAAGAAAACCTTTTAGTTTAGTTAATCACATAACTCAAACTTTAGCCA
ACTCTTTCTTCACGTTTCATTCAAAACAAATGAATAAATCAAGAAAGGATATTCATATGTTATTCAAAGA
AATTAAAAATTTGATAAGTATTAATGACAGTTACTTGAGTCAAAAATTATCCAACTGAATCATTCACTTT
TTATTCATAGGCAAGTAATATTGTTTTTTTATTTGATATGTGGGTCAAGAAATGAATACTTCCTTCTTTA
CTTATTCGTTTGCCATTTAAGCCATAATCTATGAGTACTCATTTTGTATCCAAAAGTGAACAAATTGAGT
TGCTGCTTTATTGAGTCATTGAGTGAGTGCCTCATTCTGGTTCTCGTTTGTTTTCTCTTTATTTTTCTGT
TTCTGTCTTCTTTTTTTTTTTGTCAAGTTCATTAAATAAACTTAGTTCCTGCCATTGGCATATCAACAAG
AACATTTTCTGGGTGTTGTTTTTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTTTCGGGGTGCCATATGGCGGCAGTGG
CAGAGGCAGCGGCAATGTAGCAGCCGCATTTTCTTTATAAGTAATTCAAAAATAGCACGCAAAGTAAAAA
GTACGAAAAATTAAATAAATATGAAATGTAAAATACAAGCTGTGAGTGCCGACCAAGAAATGGCATGGCA
AGGGAAGAAAAGGGAAGGGAAGGGACATGAAGACAGTCGAAAGGAGCAGAGAGTGAAGGCAGACAACCAT
CGAGACAGCCAGAAGATGGTAGTATCTTCTACTTTCAGGACCAGGACCAGGACCAGGACCAAGACCAAGA
TAATACACAGAGAAACAGTTACACAGAGAAAGAGAGACAGAGGGACAGAGAGCGCGAGAGAGAAACGTGA
AGAACGCAACATAAGCAAATAAATACAGGAAAAACTTTTTAATAACATTTTTCGGCCTCATTTGTTGTGA
AAACAATTTTGCCAGGATCTTCTTGGAGCGTCAACCGAGCCCCAACCTCTCGACCAAAGAAAGAAAAARAA
AAACCCAAAACCACCACCCAAATCCTCCCAACCCAGATGCTTGTAACGGATATTAAATTTTTTCCGCGTT
TACCTCGAGACGTCAACCAATTTCTTGAAGCCATCTCAAAAGTCAGTCCGAACAAACCGGGAGAGAATGC
GACAGAGAGAGAGAGAGAAAGAGAGCTAGAGAGATGAGTCTGAGGCTGAGATTGAAACTGGACTGGATAG
CTGGTCGCCGCCTTCTGTTGGTCCTTAGGTCCTTCAAGGTGGGATTATTAATAACCTGTGCGACATTTTT
TTTTCGTTTTTGTTGCTCTCTCTTTCCTTTTCTGTTGTTGTTGCGCTTTGCATTGAATGTCAGCTTTTAT
TTTGCTCTCTCTTCCTTCATATTTCTTGCTTAATTTTTATGATTATTTATACAAATTATTATGAGAGCAG
CCAAGGACCAGCCAACAGCAGCAGCACCGCCACCCACCACCCTCCAGTAGCTGAAGCAACGAAAGGGAAA
GGGAGAAAGAAAGTGGGGACTAAAATGTTTTCCATATTGTGGCCATCATCATTTTTGCTTGCTTCGCCAA
TTAGTGGAGAGCTGTTATTTATGTTTTTCTTGGTCTTACTTAAATACCCTGTACGAAAACAGAAGGCTAG
AAAAGGCCATACATAAAAGCCCCAAAAGAAAAGGTCAAAAATTTCCCTTAAATCACACCAAATGTCTTGA
CTCTTGAGAAAAGTTTGAAACGCGTTCATCCAAAACTCGCCGGAAAATGGACATATAGGGTATCTATATG
TCGATTTATATATGATTTTCGGTAGAAACCTAACAAGCTAAGGGAAATGCTGAAAAAAAATTAGAGAGGG
GAGAGAGATGGCGGTGGCGCAGATAGCCATACCGCAAGCCTCATTACTGTCAGTGTGGGCGGCGAAGTCA
TCTCTGGTTACCATTTACCATTTGGTTCACAAGAAGCCCTATGAGGCATACACACACACACACACGCACA
CACACAACATACGCACACAAAAATAAATAAAAATTTACCTTTATGTCTTTAATTTATTGATGAATTTTAC
TTTAACTTCAAATTTTTTTTGGTTTAAAAATTTATTTTCCTACTCAGATCTTTTCAACTAAAATATAGAG
TAGATTGTGGGTATTAAGAGTTAGTTAGTATGCTATTTTAAGCAAATTTTTCTACTTCGACAAAATAAAA
AGAAAAACACTTTAGTTTTTTTTATCATTTTCCAAATAGTTTTATTAATGTACTCTCTAAATTTTTGAGA

64



Anexo

ATTTTCAAAATTGCCTAAATATATGTGAAAGCGTTCCACAGCGGAAACGATCAGCCAAAGTTTAACCATG
AGCACTTTCACCCACTTTCTCCCTCAATACCTCCCTCAATTGTTAACAATTTCTCTTAGTCAACCAAATT
GAATCAAAATTTGTATAAAATATGGCAAACTAATGCTATTTAGACTTAAATATTGGGAATTAAGTGCTGA
GTAAGCGAAATGACGAGTAACGAGAAATGAATATATAAATTATGTCTTAATATCGAATCATTTAAAAAGA
ATTATTATTATTTAATGATGCAAGGTATACCAAATTCGACTGATTTCATTTCTATTAGACGTTTTAGGGA
TAAAAGTCTAGATTTACTTCTTACGCGCCATTCTGAAGCTAGTCATAAATGTATAAGTATTTAAAGGAAT
TAATTTAAATGATTACGTATGAATATTTATGAGTTAATTGAATCTAAAAGATAAATAGACATAAGTGAAT
TGATTCAAATATGATTTACAAGCCACACTCATAATGATATTATATTCATGAACATTCCATTTTGAGTGCA
CAAGAGAAAAGTCTGACATGGCCAGAAAGAAACATTCATTCCATTCCCCCATCAACATCTTATACTAAGT
CGTAAGACAATCATTTTACTTGGTCGACAACGAATCCTTAAAGCGAGTTTTGTGTTTTTTTTTTTATATA
TTTAATAAAAAAGCACACAAACTCAACTCGAATCCCAGCGATTTACACTCACAATTGTCTTATGAAGTGG
CAACATGGCGAACCGTACCGTCTCTAAGCCCTCCCAAGCGCCGTCCTCCGTCAAGGACGTAGCCGGCTGC
GGCTTATGGCCATCCTAATTTGCACATTTTAAATAGGCAACGCCATCGTTCTGTCGCTCTCCTCCAACTC
CATCCTTGCACTCAATGTTTGGAGAGCATTTTTATTAAACAGATTGATGTAGTGGAGGGAGAGAGAGTAC
GGCGACTGACTGGGGTGTGGGGAGGGGAGGAGCAAATGGCTTAGGCTTAGGGATTAGCGTGCTAGCTAAG
ATTTACGCACCGACGCCCTTTTTTATGGACGGACGGCGTGAAATTGAAAAGTTTTTCAAGAGAAGAACGA
GGGAAACCTTTTTGCCCGACCTTTGTTACCCACTCGCTCTCAACCGTCAATAATTTCCATCTACATCTCC
TCCACCATCTGGTTCTCCGTTTTCATTATGGCAGGGTGATACAACAACCACTGCTGGTGGTGCCACCTCC
CAGAGCTGCATTAATCAGAGCTTTGGACAAAGCAAAAACTACGGAACCCTAAATACACCGCCACAGCCCG
ATGATGGCAACAGTTCAACGCAATTGGCCGAGAATCTTACCTATGCCTGGCACAATCTGGATATATTTGG
GGCTGTTAATCAGCCCGGCTCTGGCTGGCGTCAATTGGTCAATCGTACACGTGGCCTCTTCTGCAATGAA
CGTCATATACCAGCGCCACGAAAACATTTACTCAAAAACGGTAAGTTCAACATTTGTTTTATCAGCATTT
ATTTTGGAGATAGCAAAATTGTAAACTCTCTTATTGGGATCGAAATCTTTATTTTATGACTCTGAACATG
AGTCGGAGCACCAGGAATCTTGACGACGACGGCGGCGACGACGCCTTGATTTCTTTGCCTTTGGCTCGCC
GTCATCAGATGATCCATCACTTTGTGGAGAGTAATTGGTATTGGTCCTGGAATCATAGCGTGTCCAATAT
GTTCTTGGAACCAGCGAACGTTTCAAATGCCGCAATGGTGCATTACGCCGGATCACCATACTTGGACGAT
ATTTCTTCATCTTGAGTGCCATGTCAGATGCGAAATGATTATCGACCATCGAATTGTCACTTGTCTTGGT
TTGATTATTCGACATCAGGACATTCCCTCCAATGGAAATCCTTTCTTGTGCTTAATTTTTTTGTATTTTT
TGTTTTTTTTTATTATATAAGTGTATTGATTTGCTATCGTCTAGTTTTAGTCTGTAACTGATTTGCCATA
GGAGATACAATTTAAACTGTTGATTTGATAGAGAAAACAGGGCACACTTTGTTAACAAAATGGACCAAAT
GAAGTCAATCGTCTTAGGATAATTTTTATTTATTTTCCTTTATTTTCCGTACCCCTTTTGCAGTCTGCGG
TGTGGCCTATCCCGGTGAACTATTGGCAGTTATGGGTAGCTCTGGAGCTGGTAAGACAACTTTGCTGAAT
GCTTTGGCCTTTCGTTCACCGCAAGGCATTCAGGTGTCACCATCGGGAATGAGACTACTTAATGGTCAGC
CGGTCGATGCCAAAGAGATGCAGGCTCGATGTGCTTATGTGCAGCAAGATGATCTATTTATTGGTTCGCT
GACAGCTCGCGAACATTTGATATTCCATGCCATGGTGCGAATGCCGCGCAATTTGACATACAAACAGCGT
GTGGCACGAGTGGATCAGGTAATACAGGAATTGTCGTTGAGCAAGTGCCAGAATACGATAATCGGTGTTC
CGGGTCGTGTGAAGGGTCTTTCGGGTGGCGAGCGAAAACGTTTGGCCTTCGCCTCAGAAGCTCTCACCGA
TCCACCGCTGTTGATATGCGATGAACCCACCTCGGGACTGGATTCATTTACAGCCCATAGTGTGGTTCAA
GTACTGAAGAAGCTATCGCAAAAGGGCAAAACTGTCATTCTAACCATACATCAGCCGTCCTCGGAATTAT
TTGAGCTATTTGACAAGATTCTTCTAATGGCAGAGGGACGTGTGGCCTTCCTCGGCACACCCAGCGAGGC
AGTGGACTTCTTCTCATAGTGAGTAGTAGTAGGATCTCATAATTTCGATCATCGACATTTCTGTTTGTGA
AACCTTTTTTTTAGTGTGGGAGCTCAGTGTCCAACAAACTACAATCCAGCTGATTTCTATGTCCAAGTGC
TGGCTGTTGTGCCTGGCAGGGAGTTAGAATCGCGTGATCGCATTGCCAAAATTTGCGATAACTTCGCCAT
TAGTAAGGTGGCTAGGGATATGGAGCAATTGCTGGCAGCCAAGACCCAATCGCAGCCGCTGGAGCAACCA
GAGAATGGATACACCTATAAGGCCACCTGGTTTATGCAATTCCGAGCTGTATTATGGCGTTCATGGTTAT
CCGTGCTTAAGGAACCATTGTTGGTTAAAGTGCGACTCATTCAAACGACGGTCAGTTGACGGATTGTATG
CCATTGAGTTTCCAATCAGATAACGTCTCCTCATATTCCAGATGGTTGCCATACTCATTGGATTAATCTT
TCTGGGTCAGCAACTGACCCAAGTCGGTGTCATGAATATCAATGGAGCCATCTTTCTGTTTTTGACCAAT
ATGACGTTTCAGAATGTATTTGCCACCATAAATGTGAGTATTATAATGAATCTTGGAATCGATCTAATCC
AGTTGGACACACTTTCAGGTCTTCACATCCGAACTGCCTGTCTTTATGAGGGAATCTCGTAGCCGTTTGT
ATCGTTGTGATACGTATTTTCTGGGCAAGACTATAGCCGAACTGCCACTGTTTCTTACTGTTCCACTGGT
TTTCACAGCGATTGCCTATCCCATGATTGGATTACGGGCCGGAGTTTGGCATTTCTTTAATTGTTTGGCC
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CTGGTCACTTTGGTGGCGAATGTTTCCACATCGTTTGGCTATCTCATCTCCTGTGCCAGCTCATCCACAT
CAATGGCGCTGTCGGTGGGCCCACCAGTGATTATACCATTCCTTCTGTTTGGTGGTTTCTTTTTGAATTC
CGGCTCAGTGCCTATTTATCTGAAATGGTTGTCATATTTATCCTGGTTCCGTTATGCCAACGAGGGCCTA
CTCATCAATCAATGGGCCGATGTGGAGCCGGGCGAGATTACCTGCACCTCATCAAACACCACATGCCCCA
GTTCGGGTAAAGTTATATTGGAGACATTGAACTTTTCTGCTGCCGATTTACCGCTGGATTATGTGGGATT
GGCTTTACTTATTATAAGTTTCCGAGGATTCGCTTATGTGGCTCTTCGATTGCGAGCCAGGCGCAAGGAT

B.2- CDS white

ATGGGTCAGGAGGATCAAGAGCTATTAATACGCGGCAATAGTAAAAATACCTCAGCCGAGCATTTGCATA
ATGGTGATACAACAACCACTGCTGGTGGTGCCACCTCCCAGAGCTGCATTAATCAGAGCTTTGGACAAAG
CAAAAACTACGGAACCCTAAATACACCGCCACAGCCCGATGATGGCAACAGTTCAACGCAATTGGCCGAG
AATCTTACCTATGCCTGGCACAATCTGGATATATTTGGGGCTGTTAATCAGCCCGGCTCTGGCTGGCGTC
AATTGGTCAATCGTACACGTGGCCTCTTCTGCAATGAACGTCATATACCAGCGCCACGAAAACATTTACT
CAAAAACGTCTGCGGTGTGGCCTATCCCGGTGAACTATTGGCAGTTATGGGTAGCTCTGGAGCTGGTAAG
ACAACTTTGCTGAATGCTTTGGCCTTTCGTTCACCGCAAGGCATTCAGGTGTCACCATCGGGAATGAGAC
TACTTAATGGTCAGCCGGTCGATGCCAAAGAGATGCAGGCTCGATGTGCTTATGTGCAGCAAGATGATCT
ATTTATTGGTTCGCTGACAGCTCGCGAACATTTGATATTCCATGCCATGGTGCGAATGCCGCGCAATTTG
ACATACAAACAGCGTGTGGCACGAGTGGATCAGGTAATACAGGAATTGTCGTTGAGCAAGTGCCAGAATA
CGATAATCGGTGTTCCGGGTCGTGTGAAGGGTCTTTCGGGTGGCGAGCGAAAACGTTTGGCCTTCGCCTC
AGAAGCTCTCACCGATCCACCGCTGTTGATATGCGATGAACCCACCTCGGGACTGGATTCATTTACAGCC
CATAGTGTGGTTCAAGTACTGAAGAAGCTATCGCAAAAGGGCAAAACTGTCATTCTAACCATACATCAGC
CGTCCTCGGAATTATTTGAGCTATTTGACAAGATTCTTCTAATGGCAGAGGGACGTGTGGCCTTCCTCGG
CACACCCAGCGAGGCAGTGGACTTCTTCTCATACGTGGGAGCTCAGTGTCCAACAAACTACAATCCAGCT
GATTTCTATGTCCAAGTGCTGGCTGTTGTGCCTGGCAGGGAGTTAGAATCGCGTGATCGCATTGCCAAAA
TTTGCGATAACTTCGCCATTAGTAAGGTGGCTAGGGATATGGAGCAATTGCTGGCAGCCAAGACCCAATC
GCAGCCGCTGGAGCAACCAGAGAATGGATACACCTATAAGGCCACCTGGTTTATGCAATTCCGAGCTGTA
TTATGGCGTTCATGGTTATCCGTGCTTAAGGAACCATTGTTGGTTAAAGTGCGACTCATTCAAACGACGA
TGGTTGCCATACTCATTGGATTAATCTTTCTGGGTCAGCAACTGACCCAAGTCGGTGTCATGAATATCAA
TGGAGCCATCTTTCTGTTTTTGACCAATATGACGTTTCAGAATGTATTTGCCACCATAAATGTCTTCACA
TCCGAACTGCCTGTCTTTATGAGGGAATCTCGTAGCCGTTTGTATCGTTGTGATACGTATTTTCTGGGCA
AGACTATAGCCGAACTGCCACTGTTTCTTACTGTTCCACTGGTTTTCACAGCGATTGCCTATCCCATGAT
TGGATTACGGGCCGGAGTTTGGCATTTCTTTAATTGTTTGGCCCTGGTCACTTTGGTGGCGAATGTTTCC
ACATCGTTTGGCTATCTCATCTCCTGTGCCAGCTCATCCACATCAATGGCGCTGTCGGTGGGCCCACCAG
TGATTATACCATTCCTTCTGTTTGGTGGTTTCTTTTTGAATTCCGGCTCAGTGCCTATTTATCTGAAATG
GTTGTCATATTTATCCTGGTTCCGTTATGCCAACGAGGGCCTACTCATCAATCAATGGGCCGATGTGGAG
CCGGGCGAGATTACCTGCACCTCATCAAACACCACATGCCCCAGTTCGGGTAAAGTTATATTGGAGACAT
TGAACTTTTCTGCTGCCGATTTACCGCTGGATTATGTGGGATTGGCTTTACTTATTATAAGTTTCCGAGG
ATTCGCTTATGTGGCTCTTCGATTGCGAGCCAGGCGCAAGGATTAA

B.3- Proteina White

MGQEDQELLIRGNSKNTSAEHLHNGDTTTTAGGATSQSCINQSFGQSKNYGTLNTPPQPDDGNSSTQLAE
NLTYAWHNLDIFGAVNQPGSGWRQLVNRTRGLECNERHIPAPRKHLLKNVCGVAYPGELLAVMGSSGAGK
TTLLNALAFRSPOQGIQVSPSGMRLLNGQPVDAKEMQOARCAYVQODDLEFIGSLTAREHLIFHAMVRMPRNL
TYKQRVARVDQVIQELSLSKCONTIIGVPGRVKGLSGGERKRLAFASEALTDPPLLICDEPTSGLDSFEFTA
HSVVQVLKKLSQKGKTVILTIHQPSSELFELFDKILLMAEGRVAFLGTPSEAVDFEFSYVGAQCPTNYNPA
DEYVQVLAVVPGRELESRDRIAKICDNFAISKVARDMEQLLAAKTQOSQPLEQPENGYTYKATWEMQFRAV
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LWRSWLSVLKEPLLVKVRLIQTTMVAILIGLIFLGOQLTQVGVMNINGAIFLFLTNMTFONVEFATINVET
SELPVFMRESRSRLYRCDTYFLGKTIAELPLFLTVPLVFTATIAYPMIGLRAGVWHEFEFNCLALVTLVANVS
TSFGYLISCASSSTSMALSVGPPVIIPFLLEFGGFFLNSGSVPIYLKWLSYLSWFRYANEGLLINQWADVE
PGEITCTSSNTTCPSSGKVILETLNFSAADLPLDYVGLALLITSFRGFAYVALRLRARRKD

B.4- Sonda Exén 1
1085 pb 38,1% GC

GTTGGGTTGCTTATTTGTCTCATCTTGTCTATAATCAGTATACAAATAAGTAGCTAAAGCTTCTCCATAT
TCCTCTTCCTCTCACGCTTTGTCTCTCTCTCTGCCTCTTTTTCGTTCCAGCACCAACAATTTTTATCTCT
ATCAAATTTCCACTCATTGTCGAGACTTTGTTATTGTCCCATTGCATCCGGACGTTAACCGTTGAGGTTG
TCGAGAGACCGCTCAGCTACCTCAGTTGCATTTTGTCAGCGCGTTCGTCACGAAGTTCATACGAGAGAAT
CGTGTTGCGTACATTTTTTTTTTTTACTTTTGTTTTTTTAATTATTAAATTATTTCGCATATTTTCTGAG
TGTGTGCGTGTGCGTGTGTGTGTCTGTGCAAAGTGAATGCAAATAAAATATAAAATTATATACGCACATT
TGAAAATATATTGGAAGGATGGGTCAGGAGGATCAAGAGCTATTAATACGCGGCAATAGTAAAAATACCT
CAGCCGAGCATTTGCATAATGTAAGTGCATTTATTATATCTTTAGCATACTTTCAGGCGCTGGGGTGGTT
GCATGCATGTGGCAACCGACAAATAAACGTTTACAGCGTGAGAACTAGCCCCAAAAAAAGCCACATGGAG
ACCACACATGACCACAACATAACCGCATTGCAAAAAGGCAACCAAAAGAACAACCACACAGCACACAAAA
ACCACGACTTTGTCATTGTAAAAATAATAACAACAAGCATTTTAACATCCATAGATCAGACACACTGACT
AACCGCCTGACAGACAGACAGATAGATAGACACAAATGGATCAGACAACAAACAGCATGCATTATGCAAT
CCATGAATTGAAATTCGAGTCCAATTGATGCCAAAGTGGTAGCAAATACAGGAAAGTCTTCTTATTGCAT
ATTTGACCTGAATGCTGAACTCAATTCAATTGCAAATGGTTCAAGGTTTAAGTTAACACAATTACTATGT
TCACTCTATGATTGTCTTTGTGGTGCAAAGTAAAAGAATCTATACATAAGATAATGGGCTAAAGTTGAAA
TAAAAGAGAAATCTACGAGTAGAGCCAAGCCAAAC

B.5- Sonda Region 3-6
1289 pb 45,6% GC

CTAATGGCAGAGGGACGTGTGGCCTTCCTCGGCACACCCAGCGAGGCAGTGGACTTCTTCTCATAGTGAG
TAGTAGTAGGATCTCATAATTTCGATCATCGACATTTCTGTTTGTGAAACCTTTTTTTTAGTGTGGGAGC
TCAGTGTCCAACAAACTACAATCCAGCTGATTTCTATGTCCAAGTGCTGGCTGTTGTGCCTGGCAGGGAG
TTAGAATCGCGTGATCGCATTGCCAAAATTTGCGATAACTTCGCCATTAGTAAGGTGGCTAGGGATATGG
AGCAATTGCTGGCAGCCAAGACCCAATCGCAGCCGCTGGAGCAACCAGAGAATGGATACACCTATAAGGC
CACCTGGTTTATGCAATTCCGAGCTGTATTATGGCGTTCATGGTTATCCGTGCTTAAGGAACCATTGTTG
GTTAAAGTGCGACTCATTCAAACGACGGTCAGTTGACGGATTGTATGCCATTGAGTTTCCAATCAGATAA
CGTCTCCTCATATTCCAGATGGTTGCCATACTCATTGGATTAATCTTTCTGGGTCAGCAACTGACCCAAG
TCGGTGTCATGAATATCAATGGAGCCATCTTTCTGTTTTTGACCAATATGACGTTTCAGAATGTATTTGC
CACCATAAATGTGAGTATTATAATGAATCTTGGAATCGATCTAATCCAGTTGGACACACTTTCAGGTCTT
CACATCCGAACTGCCTGTCTTTATGAGGGAATCTCGTAGCCGTTTGTATCGTTGTGATACGTATTTTCTG
GGCAAGACTATAGCCGAACTGCCACTGTTTCTTACTGTTCCACTGGTTTTCACAGCGATTGCCTATCCCA
TGATTGGATTACGGGCCGGAGTTTGGCATTTCTTTAATTGTTTGGCCCTGGTCACTTTGGTGGCGAATGT
TTCCACATCGTTTGGCTATCTCATCTCCTGTGCCAGCTCATCCACATCAATGGCGCTGTCGGTGGGCCCA
CCAGTGATTATACCATTCCTTCTGTTTGGTGGTTTCTTTTTGAATTCCGGCTCAGTGCCTATTTATCTGA
AATGGTTGTCATATTTATCCTGGTTCCGTTATGCCAACGAGGGCCTACTCATCAATCAATGGGCCGATGT
GGAGCCGGGCGAGATTACCTGCACCTCATCAAACACCACATGCCCCAGTTCGGGTAAAGTTATATTGGAG
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ACATTGAACTTTTCTGCTGCCGATTTACCGCTGGATTATGTGGGATTGGCTTTACTTATTATAAGTTTCC
GAGGATTCGCTTATGTGGCTCTTCGATTG
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C- ALELOS

Seglin su efecto sobre el fenotipo podemos distinguir los siguientes alelos:
Alelo nulo (o amorfo), es el que presenta una falta completa de funcion del gen.

Alelos hipomorfos, son producidos por mutaciones que producen una pérdida
parcial de funcion. A nivel molecular, usualmente consisten de lesiones que reducen el
nivel o eficiencia del producto génico. A nivel de la transcripcion; insercion de ET que
interrumpen regiones 5° no traducidas. Los hipomorfos producen un gradiente de
fenotipos con el incremento en el niimero de copias. El homocigoto es menos severo
que el hemicigoto (hipomorfo/delecion) y éste es menos severo que el alelo nulo en

homocigosis. Ej. colores de ojos, mutaciones sensibles a la temperatura.

Alelos hipermorfos, son mutantes que producen un exceso del producto génico
normal o una version “hiperactiva” de la proteina, es una forma de ganancia de funcion.
El fenotipo del homocigota hipermorfo es mas severo que el del heterocigota

(hipermorfo/+); y éste es mas severo que el del heterocigota (hipermorfo/Df)

Alelos neomorfos, surgen por mutaciones que producen una nueva funcién. No
hay mucha consistencia entre los tipos de lesiones moleculares que producen éste
segundo tipo de ganancia de funcion. Pueden ser producidas por expresion ectopica. La

expresion no es diferente en homocigosis que en heterocigosis (neomorfo/Df)

Alelos antimorfos, surgen de mutaciones que antagonizan al alelo salvaje y son
distinguibles de las neomorfas porque pueden ser rescatadas, al menos en parte, por

dosis extra del gen salvaje
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D- PROTOCOLOS

D.1- EXTRACCION de ARN de INDIVIDUOS ADULTOS de Drosophila *

Dormir las moscas

Lavar con H,O miliQ, tratada con DEPC

Lavar con PBS 1X, tratado con DEPC

Pasar las moscas a un eppendorf en hielo y nitrogeno liquido
Homogeneizar la mezcla sin quitar el eppendorf del hielo

Agregar la solucion de guanidinio con B-mercaptoetanol y homogeneizar (con

motor cordless, for pellet pestle de Sigma®)
Guardar a -80 °C (opcional)
Anadir 100 pl de acetato soédico (2M, pH=4)
Anadir un volumen de fenol acido (400 pl)
Anadir 40 pl de cloroformo/isoamil y 100 pl de cloroformo
(Mezclar bien cada vez que se agrega una nueva solucion)
Centrifugar por 20 minutos a 4 °C a 14000 rpm, recoger luego la fase acuosa

Afiadir un volumen de fenol acido, 10 ul de cloroformo/isoamil y 50 ul de

cloroformo)

Centrifugar por 20 minutos a 4 °C a 14000 rpm, recoger luego la fase acuosa
Agregar un volumen de cloroformo

Centrifugar por 20 minutos a 4 °C a 14000 rpm, recoger luego la fase acuosa
Agregar un volumen de isopropanol (70 pl)

Dejar ON a 4 °C y en hielo
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* Centrifugar por 20 minutos a 4 °C a 14000 rpm, se descarta el sobrenadante con

cuidado de no perder el pellet
* Agregar 1 ml de etanol 70%

* Centrifugar por 20 minutos a 4 °C a 14000 rpm, descartar el sobrenadante y secar el
pellet (el eppendorf se tapa con parafilm, se perfora con aguja y se deja bajo una

lampara)
* Resuspender en 20 pl de agua (RNasa free) y guardar a —80 °C
* adaptado de Chomczynski Piotr and Sacchi Nicoletta, 1987

D.2- EXTRACCION de ADN de INDIVIDUOS ADULTOS de Drosophila

* Homogeneizacion del material en un eppendorf de 1,5ml en hielo

(Se utiliza entre 300ul y 500l de material)
* Agregar 200ul de tampon de lisis y homogeneizar.
Tampoén de lisis: 0,5ml Tris-HCl pH=8 1M
Iml EDTA 0,5M
200ul NaCl 5M
3,3ml H,Od
5mL Vol. final
* Agregar 400ul mas de tampon de lisis
* Agregar proteinasa K a concentracion final (100 pg/ml)
* Adicionar 60 pl de SDS 10%
* Calentar 45 min a 65°C a bafio maria, invertir repetidas veces.
* Colocar 300 pl fenol:cloroformo:isoamil. Mezclar suavemente

* Centrifugar 10 min y recoger el sobrenadante
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Colocar 300 pl fenol:cloroformo:isoamil. Mezclar.
Centrifugar 10min y recoger el sobrenadante

Lavar con 300ul cloroformo. Mezclar.

Centrifugar 10min y pasar el sobrenadante a un nuevo tubo

Agregar 2 Vol de etanol absoluto frio. Mezclar por inversion (aparece la madeja de

ADN).

Colocar 10 min a —20°C.

Centrifugar 1min y eliminar el sobrenadante. Lavar con etanol 70%
Resuspender a TE o Agua (50 pl)

Agregar RNAsa a concentracion final 20 pg/ ml, y dejar 30 min a 37°C

D.3- CLONACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

Los productos de amplificacion fueron purificados y ligados al plasmido de clonacion

pJET1.2 mediante la T4 ADN ligasa de Fermentas, en una reaccion ON a 22°C. La

reaccion de ligacion fue detenida mediante una incubacion de 10 minutos en bafio a

65°C y almacenada a -20°C.

Transformacion de células competentes :.

Mezclar 3 pl de producto de ligacion con 100 ul de células competentes.
Incubar 15 minutos en hielo.

Shock térmico 45 segundos en bafio a 42 °C.

Agregar 300 ul de SOC (previamente se le agrega MgCl2, MgSO4 y glucosa).
Crecimiento por agitacién en shaker a 200 rpm, 1 hora y media a 37°C.

Plaquear en placas de medio selectivo LB-agar-ampicilina-IPTG/XGal
precalentadas a 37°C, dejando secar e invirtiendo la placa para colocar en estufa a

37°C ON.
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D.4- SOUTHERN BLOTTING / ECL kit, Amersham

Electroforesis en gel de agarosa 1 % TAE 1X (1 pl de una solucion 10 mg/ml de

bromuro de etidio cada 60 ml).

Se cargan en el gel: Muestras
Marcador de Peso Molecular
ADN control positivo

Corrida electroforética primero a 80 voltios hasta que las muestras salgan del

pocillo, ON a 30 voltios (80 mA), y luego a 34 voltios.

Procesamiento del gel

Fotografiar el gel con luz UV para registrar la separacion electroforética de las
muestras y controles cargados, colocando una regla al lado del gel antes de

fotografiarlo.

Marcar el gel en un extremo

Lavados

EL tratamiento del gel se hizo siempre en agitacion.

Se sumerge el gel en solucion de depurinacion entre 10-12 minutos (hasta cuando el

colorante azul del bromofenol se vuelva completamente amarillo).

Descartar la solucion de depurinacion y lavar el gel brevemente con agua destilada.

Sumergir el gel en solucion de desnaturalizacion de 25-45 minutos, hasta que el

bromofenol se vuelva azul nuevamente.

Lavar el gel brevemente con agua destilada.

Pasar el gel a las solucion neutralizante por 30 minutos. Luego cambiar a solucion

neutralizante nueva y dejarlo 15 minutos mas.

Durante este periodo comenzar a montar el soporte para la transferencia:
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Cortar la membrana del tamafo del gel (recordar cortarle un extremo segun la

marca del gel).

Tomar el recipiente y colocar un papel 3 MM mas largo y ancho que el gel y que
sus bordes contacten con el buffer de transferencia (10X SSC). Una vez que el papel

este humedo, eliminar todas la burbujas con una varilla de vidrio.

Mientras esto ocurre, humedecer la membrana rapidamente en agua destilada y

luego en buffer de transferencia (10XSSC) por 5-10 minutos.

Tomar el gel invertirlo y colocarlo sobre el papel 3 MM (sin que queden burbujas) y

cubrir los bordes con parafilm. Luego colocar la membrana sobre el gel.
Colocar 3 papeles 3MM previamente humedecidos en 2X SSC.
Colocar las servilletas sobre este soporte, luego un cristal y un peso.

Mantener la transferencia de 8-24 horas.

Procesamiento de la membrana

Dar vuelta el gel més la membrana (que el gel quede arriba) y colocarlos sobre

papel 1 MM seco. Marcar los pocillos del gel.

Colocar la membrana en SSC 6X y lavar por 1-5 min. con agitacioén suave a

temperatura ambiente.

Dejar que escurra el exceso y colocarla en papel. Dejarla de 30-60 minutos a

temperatura ambiente.

Crosslinkear a 80 °C por 2 horas.

Marcado, hibridacion y deteccion

Antes de comenzar el marcado, se debe preparar el buffer de hibridacion y empezar la

prehibridacion de la membrana.
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Preparacion del buffer de hibridacion

A temperatura ambiente, colocar el volumen necesario (20 ml) de “Gold
hibridization buffer” (viene en el kit) en un vaso de bohemia (vidrio) (0,25 ml/cm2

para blots pequenos y 0,125 ml/cm2 para blots grandes)

Agregarle 0,5844g de NaCl solido (la concentracion optima de NaCl es diferente

para las diferentes sondas, pero 0,5 M NaCl generalmente da resultados aceptables)

Agregar 1 g del “Agente bloqueante” (viene en el kit) (concentracion final 5% w/v)
e inmediatamente mezclar con vortex para obtener el agente bloqueante libre en

solucion.
Mezclar aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente ( con agitador magnético)

Calentar la solucion a 42 °C, 30-60 minutos, mezclando ocasionalmente (poner el

vaso en una estufa a 42 °C)

Prehibridacion de la membrana (en tubos)

Precalentar el volumen necesario de buffer de hibridacion a 42 °C.
En un recipiente, humedecer la blot en SSC 5X (pH =7).
Enrollar la membrana y colocarla dentro del tubo.

Agregar una cantidad pequefia de SSC 5 X al tubo y desenrollar la membrana.

IMPORTANTE Sacar las burbujas de aire entre la membrana y el tubo.

Sacar el SSC 5X. Agregar los 20 ml de buffer de hibridacion (0,0625-0,125 ml
/em2, el tamafio del tubo determina el volumen minimo necesario: para un tubo de

4x30 cm, 20 ml)

Prehibridizar a 42 °C entre 15-60 minutos en estufa.

Preparar la sonda marcada

Este protocolo es para marcar 100ng de sonda de ADN.
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Diluir el ADN a ser marcado a una concentracion de 10 ng/ul usando el agua
provista. (La concentracion de sal en la muestra de 4cido nucleico no debe ser

mayor a 10 nM.)

Desnaturalizar 100 ng de ADN (10 pl) calentando por 5 minutos (poner parafilm
alrededor de la tapa del tubo). La cantidad minima de ADN la cual seria marcada es
100 ng en 10 pl. Si se requiere mas se aumentaria el volumen manteniendo la

concentracion en 10ng/pl.

Inmediatamente enfriar el ADN en hielo por 5 min. Darle un spin para juntar el

contenido en el fondo del tubo.

Mantener el ADN como hebra simple es requerido para asegurar una buen

eficiencia de marcado.

Agregar un volumen equivalente de ADN labelling reagent (10ul) al ADN enfriado.

Mezclar suave pero exhaustivamente.
El volumen del labelling reagent debe ser igual al volumen de ADN a ser marcado.

Agregar la solucion de glutaraldehido, usar un volumen equivalente al volumen del

labelling reagent (10ul). Mezclar bien. Darle un spin.

Incubar por 10 minutos a 37 °C.

Para 4cidos nucleicos de < 300 pb aumentar el periodo de incubacion a 20 minutos

puede mejorar la eficiencia de marcado.

Si no se usa inmediatamente, la sonda puede ser mantenida en hielo por un corto

periodo, por ej. 10-15 minutos. Las sondas marcada pueden ser guardadas en 30% de

glicerol a -15 °C a -30°C por mas de 6 meses.

Agregar la sonda marcada al buffer de hibridaciéon. Evitar poner la sonda

directamente sobre la membrana.

Incubar a 42 °C O.N. en horno.
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Es IMPORTANTE no pasarse de 42°C durante la hibridacion. Temperaturas mas altas

son nocivas para el componente enzimatico del ADN labelling reagent.

Soluciones:

50X buffer TAE para agarosa
Tris (base) 2 M (242g)
EDTA (sal disodio) 0.05 M (18.6g)

Ajustar el pH a 8 con 4cido acético glacial (= 57ml) y llevar a 1 litro. Para usar, diluir de

forma que quede Tris acetato 0.04 My EDTA 0.001 M

Solucion de depurinizacion
HCI 250 mM

Solucion de desnaturalizacion

NaCl 1.5M
NaOH 0.5 M

Solucién neutralizante
NaCl 1.5M
Tris HC1 0.5M
pH ajustado a 7.5

20X SSC

Naj citrato 03M
NaCl 3M
pH 7.0
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