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RESUMEN

La familia  de  proteinas  CSRNPs  esta  conservada  en  animales  y su  ort6Iogo  en

Drosaphi./a me/anogasfer,  DAxudl,  se  ha  vinculado  con  apoptosis y tolerancia  a

esttes. Ademas, se ha propuesto como posible factor de transcripci6n debido a su

localizaci6n nuclear y su uni6n a secuencias nucleotidicas especificas en ensayos

/.n  v/.fro.   Hasta  ahora,   no  se  han  identificado  genes  blanco  de  DAxudl,   ni  la

naturaleza  de su  funci6n  en  el  ndcleo  celular que  lo  vinculen  con  la  respuesta  a

estr6s.  Por esto,  en  el  presente trabajo  se  quiso  establecer su  posible  rol  en  la

respuesta transcripcional  al  esttes  y  apoptosis.  En  esta tesis,  demostramos  que

DAxudl es un componente de la cromatina, y durante el estfes t6rmico, la proteina

es  reclutada  en  gran  cantidad  en  /oc/.  que  codifican  genes  hap70,   proteinas

chaperonas     moleculares     que    impiden     la    agregaci6n     de     las     proteinas

estructuralmente dafiadas por los diferentes tipos de esttes abi6ticos.  La p6rdida

de funci6n de DAxudl  genera fenotipos de termosensibilidad, posiblemente debido

a la menor expresi6n del ARNm hsp70 observada en esta condici6n. Se estableci6

ademas que DAxudl  se mantiene de manera frecuente en  regiones del genoma

que   tienen   la   secuencia   nucleotidica   RTACATAY,    presente   en   todos   los

promotores  de  la  familia  de  genes  Asp  de  Drosaph/./a  me/anogasfer.  Con  esta

informaci6n,  determinamos que una de las funciones fisiol6gicas de DAxudl  es la

de  mantener una  eficiente  transcripci6n  de genes  hsp70 en  respues{a  al  esttes

t6rmico.
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ABSTRACT

The CSRNP family of proteins,  conserved  only in  animals and whose orthologous

is DAxudl  in Drosaphf./a me/anogasfer,  has been linked with apoptosis and stress

tolerance.  In  addition,  it has  been  proposed  as a  possible transcription factor due

to its  nuclear localization and  its binding to specific nuc]eotide sequences,  verified

by  /.n  vi.fro  assays.  There  is  no  information  about  the  real  function  in  the  cell

nucleus, and if is linked to a physiological process. Therefore, in the present work it

was  wanted   to   relate  this   characteristic  with   its   possible   role   in   stress   and

apoptosis,  through  experiments  related  to  the  increase  of temperature.  In  these

studies,  we  demonstrated  that  DAxudl   is  a  component  of  the  chromatin,  and

during thermal stress, the protein is highly recruited at /oci. encoding hap70 genes,

whose coding  protein  is a  molecular chaperone that prevents protein aggregation

from damage. The loss of DAxudl function generates thermosensitive phenotypes,

as  well  as  lower  hap70  mRNA  expression,  presumed  base  of  the  phenotype

already mentioned.  It was further established that DAxudl  is frequently maintained

in regions of the genome that have the nucleotide sequence RTACATAY, which is

in  all  promoters  of  the  hap  gene  family  of  Drosapht./a  me/anogasfer.  \/Vith  this

information, we determined that one of the physiological functions of DAxudl  is to

maintain  an  efficient  transcription  of  hsp70  genes  under  conditions  of  thermal

stress.
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INTRODUCC16N

Estfes t6rmico

En  la  naturaleza,  los  seres  vivos  deben  mantener  su  homeostasis  para

subsistir   y   completar   su   ciclo   como   individuos.   Sin   embargo,   este   proceso

usualmente puede ser perturbado por las condiciones bi6ticas y abi6ticas que se

presentan  en  el  medio  ambiente  y  que  pueden  poner  en  peligro  su  existencia.

Todos   los   organismos   tienen   mecanismos   para   censar  estas   variaciones   y

responder    adecuadamente,     modificando    su     comportamiento    y    .activando

respuestas especificas a nivel fisiol6gico y celular.

Una  de estas  condiciones  ambientales es  el  cambio  de temperatura fuera

de rangos fisiol6gicos, que provoca alteraciones en los componentes basicos de la

c6Iula:   en   las   proteinas   usualmente   produce   denaturaci6n,   y  eventualmente,

agregaci6n de las mismas, perturbando el metabolismo general y la estructura del

citoesqueleto (Welch y cols.,1986).   A nivel de lipidos, el aumento de temperatura

afecta   la   fluidez   de   la   membrana   celular,   produciendo   desbalances   en   la

osmolaridad y afectando la integridad celular (Coote y cols.,1991).

Dado que las fluctuaciones de temperatura son frecuentes en la naturaleza,

todos  los  organismos  poseen  mecanismos  moleculares  de  tolerancia  al  estfes

t6rmico.
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Mecanjsmos de 1:olerancia y respuesta

En la c6lula, el mecanismo de respuesta y tolerancia mejor caracterizado es

la  sintesis  inducible  y  rapida  de  una  familia  de  proteinas  HSPs  (Hear  Shock

Prole/.r}s,    HSPs),    conservadas   en   todos   los   reinos   (Hightower,    1991).    En

eucariontes,   Ia  familia  se  compone  de  las  proteinas   Hspl00,   Hsp90,   Hsp70,

Hsp60  y  Hsp27.   Hsp70,  tambi6n  conservada  en  todos  los  reinos,   ha  sido  la

proteina mss estudiada en cuanto a estructura, sintesis y regulaci6n, ya que fue la

primera en ser descubierta (Hightower y cols.,1991 ; Mayer y cols., 2005).

La identificaci6n de los genes que codifican las proteinas Hsp70 ocurri6 por

observaciones   directas   de   cambios   de   condensaci6n   de   los   cromosomas

politenicos  de  Drosaph+./a  me/anogasfer  extraidos  de  tejidos   expuestos  a   un

aumento de temperatura o esttes termico (37°C por 30 minutos). Especificamente,

en este estudio se observ6  una descondensaci6n de cromatina en  los /oct. 87A y

87C  (Ritossa,   1962).   Posteriormente  se  estableci6  que  en  esos  /oc/.  estaban

localizados  los  genes  que  codifican  para  las  proteinas  Hsp70  (Ashburner y cols.,

1979),   incluyendo   5   pafalogos:   Hsp70Aa,   Hsp70Ab,   Hsp70Bb,   Hsp70Bbb   y

Hsp70Bc.  Estudios  posteriores  establecieron  que estas  proteinas  son  esenciales

para la tolerancia al esttes t6rmico tanto agudo como cr6nico (Lindquis{,  1986).

Modulaci6n de expresi6n de Hsp70

En  Drosaphi./a  me/anogasfer la  sintesis  de  ARNm  y  proteinas  Hsp70  es

relativamente rapida en todos los tejidos de la larva despu6s de la exposici6n a un

aumento de temperatura de 25° grados a 37°C 6 39°C. Asi, los niveles de ARNm y
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proteina  de  Hsp70  aumentan  significativamente  a  los  15  minutos  despu6s  de  la

exposici6n  a esta condici6n  de esttes  (Gasch y cols.,  2000;  Kregel y cols.,  2002;

Lakhotia y cols., 2002).

En  eucariontes,  Ia  inducci6n  de  sintesis  de ARNm  y  proteinas  Hsp70  no

s6lo es desencadenada por esttes t6rmico,  siendo demostrado que su expresi6n

aumenta fuertemente en tej.idos de Drosapfrt./a durante estfes oxidativo (Ahamed y

cols.,  2010;  Donati  y  cols.,1991;  EI  Golli-Bennour,  2011),  hipoxia  (Azad  y  cols.,

2011),  exposici6n  a  metales  pesados  (Courgeon  y  cols.,1984),  etanol  (Michel  y

cols.,1986) y presi6n hidrostatica en las c6Iulas (Kaarniranta y cols.,1998).

Segdn el modelo universal de regulaci6n de expresi6n de hsp70, el principal

regulador transcripcional  de  la  expresi6n  de  hap70  es  el  factor  de  transcripci6n

HSF.   Segtln   el   modelo   propuesto   de   Kregel   y   cols.,   2002,   en   condiciones

fisiol6gicas esfe factor de transcripci6n se encuentra  unido a Hsp70 e inactivo en

el  cj{op[asma.   Mientras,   bajo  situaciones  de  esttes  t6rmico,   oxidativo,   hipoxia,

entre  otros,   Ia  proteina  HSF  pierde  afinidad  por  Hsp70,  producto  de  cambios

conformacionales inducidos por las condiciones de estfes (Kregel y cols., 2002). A

partir de estos  cambios,  se forman  homotrimeros de  HSF,  que corresponde a  la

configuraci6n  activa,  que  transloca  al  ndcleo  y  activa  la  transcripci6n  de  hsp70

entre  otros genes  (Morimoto y cols.,,1998;  Kregel y cols.,  2005). A su vez,  si  las

condiciones  estresantes  perduran,  se  establece  un  circuito  de  retroalimentaci6n

positiva  y  los  niveles  de  ARNm  de  HSF  aumentan  (Tang  y  cols.,  2015).  Este

mecanismo  permite  establecer  una  adaptaci6n  al  estfes  a  largo  plazo  (Tang  y

cols., 2015).
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Tambi6n  se  ha  demostrado  que  HSF  se  puede  activar  y  unir  en  /oc/. de

genes hsp70 por si sola en  condiciones que no generan  aumento evidente en  la

cantidad  de  proteinas  denaturadas,  como  son  el  aumento  de  calcio  intracelular,

antiinflamatorios y acido salicilico (Bruce y cols.,1993;  Housby y cols.,1999;  Price

y  cols.,   1999).   De  lo  anterior  y  del  mecanismo  can6nico  de  regulaci6n  de  la

expresi6n  de  las  Hsp  previamente  presentado  se  desprende  que  posiblemente

existen otros factores que favorecen la activaci6n la transcripci6n de los genes hap

en conjunto de HSF,  coordinando respuestas fapidas para responder a diferentes

condiciones. de estr6s.

En  este  sentido,   al  someter  a  larvas  de  Drosapht./a  a  esttes  oxidativo

(presencia de concentraciones de oxidantes como H202),  HFS relocaliza al ntlcleo

y  acumula  en  los  /ocf. 87A-87C,  aunque  su  efecto  en  el  aumento  de ARNm  de

hap70 no es tan  pronunciado  como el  observado   en situaci6n  de esttes termico

(Bruce y cols.,1993).  Los transcritos y las  proteinas  Hsp70 aumentan  durante  el

esttes  oxidativo  a  corto,  mediano  y  largo  plazo  (Ahamed  y  cols.,  2010;  Donati  y

cols.,1990;  EI  Golli-Bennour,  2011),  por lo  que  HSF seria  uno  de varios  posibles

factores  que  participan  en  esta  respuesta  al  esttes  y  como  mediadores  de  la

tolerancia al esttes en t6rminos generales.

Otros elementos reguladores de la transcripci6n de hsp70

Existen  otros  elementos  reguladores que se posicionan  en  los  promotores

de  genes  hap70  durante  los  procesos  de  respuesta  a  esttes,  promoviendo  la

elongaci6n   de   la  ARN   Polimerasa   11   durante   la  transcripci6n   y  mejorando   la

eficiencia   de   la   activaci6n   de   la   transcripci6n   por  apertura   de   la   cromatina
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(desplazamiento de nucleosomas y modificaci6n de histonas). Es precisamente en

los   /oct.   que   codifican   hap70   (87A-87C)   donde   se   relocalizan   factores   de

transcripci6n y elongaci6n adicionales a HSF, siendo algunos de ellos los factores

de  Spt5  y  Spt6.  Estos  forman  parte  de  un  complejo  denominado  DSIF,  el  cual

favorece  la  {asa  elongaci6n  de  la  transcripci6n  (Missra  y  cols.,  2010),  definida

como  la velocidad  con  que  la  Polimerasa  incorpora  los  nucle6tidos a  la  hebra de

RNA naciente por segundo.

En Drosaph+./a el complejo DSIF se encuentra ampliamente distribuido en la

cromatina,  pero  experimenta  una  marcada  relocalizaci6n  en  los  /oct. 87A  y  87C

durante estfes t6rmico (Andrulis y cols., 2000).  Un fen6meno similar ocurre con las

proteinas  Ciclina-T y  Cdk9,  que forman  parte  de  otro  complejo  que  promueve y

mantiene la fosforilaci6n del dominio CTD de la ARN  Polimerasa 11,  conservandola

activa durante la transcripci6n (Lis y cols., 2000). Ambos complejos son esenciales

para  la transcripci6n eficiente de los genes hap70 frente a condiciones de esttes

t6rmico. En consecuencia, la p6rdida de funci6n de alguno de los componentes da

lugar a  una disminuci6n  de  la transcripci6n  de genes hap70 y de  la  respuesta al

esttes termico (Lis y cols., 2000).
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Figura 2: Expresi6n de proteinas Hsp se inducen por diferentes estimulos en
c6lulas eucariontes. Agentes estresores como cambios de temperatura, radicales
libres, presi6n, acidificaci6n, entre otros generan mal plegamiento de las proteinas,
generando  perturbaciones en  la  homeostasis y viabilidad  celular.  Adicionalmente,
en  el  ntlcleo  se  desencadena  una  respuesta  transcripcional  que  deriva  en  un
fuerte aumento en la sintesis de proteinas Hsps, que impiden en parte los efectos
deletereos  del  mal  plegamiento  en  las  proteinas  y  su  agregaci6n.  Adaptado  de
Kregel, 2002.
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Tambi6n existen otros elementos de la cromatina,  como los modificadores

de  histonas  Sptl6  y  SSRP  (Saunders  y  cols.,  2003),  que junto  al  co-activador

MED13 (Lebedeva y cols., 2005), se relocalizan a los loci Asp del genoma durante

el  estfes  t6rmico,   manteniendo  la  cromatina  en  condiciones  que  favorecen  la

transcripci6n.  Debido a la creciente cantidad de elementos que se han identificado

como  participantes  en  este  tipo  de  respuesta,  no  se  han  descartado  nuevos

factores   asociados   a   la   cromatina  que  pudieran   modular  la  activaci6n   de  la

transcripci6n de genes hap y la respuesta al esttes celular.

DAxudl como posible regulador de respuesta a estr6s

Si  bien  se  han  estudiado varios elementos  que  participan  en  la  respuesta

general   a  estr6s,   y  en   la   regulaci6n  de  los  genes  hap70  como   uno  de  los

principales efectores,  persiste la btlsqueda de nuevos elementos reguladores que

permitan  entender  la  diversa  y  sutil  modulaci6n  de  las  respuestas  frente  a  las

diferentes   condiciones   de  esttes   celular.   Dentro   de   la   btlsqueda   de   nuevos

elementos implicados en la respuesta a esttes, se ha propuesto que las proteinas

de la familia CSRNP (Cystein-Serine Rich Nuclear Proteins; DAxudl  en Drosaph/./a

me/anogasfer) actuarian como factores de transcripci6n (Gingras y cols., 2007).

Estas  proteinas estan  conservadas  en  animales,  y se  le  ha  sugerido  que

tendrian  roles  en  la  supresi6n  de  tumores  (lshiguro  y  cols.,  2001),  respuesta  a

interleuquinas  (Gingras  y cols.,  2007;  MCDermontt y cols.,  2012)  y en  general,  a

esttes de diferente natura]eza.
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Sobre su funci6n en esttes, existe una correlaci6n recurrente entre aumento

de  los  niveles  de ARNm  de  los  hom6logos  de  DAxudl  y   la  exposici6n  a  esttes

oxidativo  (Yi  y  cols.,  2006;  Cheng  y  cols.,  2013),  respuesta  inmune  a  pat6genos

(MCDermont y cols., 2012) y presi6n (Diercke y cols., 2014).  No se ha estudiado si

se mantiene correlaci6n con el esttes t6rmico, o si esta proteina es necesaria para

la  respuesta a  los diferentes tipos de esttes.  Estos  estudios  concuerdan  en  que

DAxudl  aumenta su expresi6n de manera significativa frente a estr6s cr6nico, que

es similar a lo que ocurre con HSF frente a estfes t6rmico (Tang y cols., 2015). Por

otra parte,  Ios estimulos que aumentan los niveles de expresi6n de los hom6logos

de  DAxudl   son  similares  a  los  que  incrementan  la  expresi6n  de  las  proteinas

Hsp70.

Antecedentes sobre el gen DAxudl

El primer estudio de un hom6logo de DAxudl  se realiz6 en un escaneo con

microarreglo  en  cultivo  de  celulas  de  tumor  de  colon  humano  (Ishiguro  y  cols.,

2001).  Se demostr6 que,  al comparar perfiles de expresi6n  de  c6Iulas de cancer

de  colon  con  c6Iulas  de  epitelio  sano,  Ias  c6Iulas  de  cancer  tenian  muy  baja

expresi6n de un gen de c6digo A5900 (nombre de la sonda en el microarreglo que

se  utiliz6,   correspondiente  a  la  de  Axudl).   Estas  c6Iulas  ademas  tenian   una

mutaci6n   en  AXINA   (elemento   regulador   negativo   de   la  via  WNT),   proteina

constituyente del  complejo que ubiquitina a  la proteina  Beta-Catenina,  impidiendo

que se  acumule y que transloque  al  nt]cleo  donde  activa  la  expresi6n  de  genes

blanco  de  la  via.   En  el  mismo  estudio  se  transfectaron  esas  c6Iulas  con  un

constructo  que  expresa AXINA,  evidenciando  que  el  gen    hom6logo  de  DAxudl

8



aumentaba su expresi6n de forma significativa;  ademas el fenotipo de las c6lulas

result6  en  arresto  del  ciclo  celular  y  apoptosis.  Debido  a  lo  anterior,  el  gen  se

conoci6 como AXUD1  (Acr6nimo de Axin Up RegulateD 1 ;  DAxudl  en Drosapht./a)

y  se  postul6  como  un  posible  gen  pro-apopt6tico  y  anti-mitog6nico,  respuestas

tipicas al estr6s celular de diferente naturaleza (Redza-Dutordoir y cols., 2016).  El

grupo   de   Gingras   y   colaboradores   (Gringas   y   cols.,   2007)   estudi6   los   tres

paralogos de rat6n (mus muscu/us) (CSRNP-1, CSRNP-2, CSRNP-3), y descubri6

que estas proteinas estan conservadas desde Drosaph;./a a Humano,  llamando a

este gen y sus ort6logos CSRNP (Cysteine-Serine Rich Nuclear Protein), debido a

su  composici6n  aminoacidica y su  localizaci6n  nuclear.  Ademas  en  el  estudio se

sugiri6  que  es{as  proteinas  serian  factores  de  transcripci6n  ya  que  mediante

analisis SELEX1'  se identific6 la secuencia de ADN AGAGTG a la cual se  uniria.

Por  otro  lado,   un  experimento  de  monohibrido,  donde  se  fusion6  Ia  protefna

CSRNP-1  con el dominio de uni6n al DNA de la proteina Gal4, demostr6 que estas

proteinas tienen un efecto transactivador de la transcripci6n del gen reportero.

]SELEX:   Systematic   Evolution   of   Ligands   by   Exponential   enrichment.   Traducci6n   de   Enriquecimiento

exponencial    de    evoluci6n    de    ligandos   sistem5tica.    T6cnica    que    consiste    en    exponer    la    protei'na
recombinante   de   inter6s,   unida   a   una   matriz  de  forma   covalente,   a   un   medio   con   oligonucle6tidos
sintetizados   artificial   y  aleatoreamente.   Se   basa   en   la   uni6n   selectiva   de   las  secuencias,   lavado   para
descartar los menos afines y amplificaci6n de los que persistieron  unidos despu6s de los lavados. Se realizan
varios ciclos y los oligos finales se secuencian. (Djordjevic, 2007).
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Figura 2: DAxudl es un transcrito de componente materno y que se expresa
en tejidos con  actividad  mit6tica.  Se muestran  hibridaciones /.n st.fu realizadas
para el transcrito de  DAxudl . A)  Embri6n etapa 2 a)  BIastodermo C) Embri6n en
etapa  de  elongaci6n  de  banda  germinal,  en  que  se  indica  expresi6n  en  surco
cefalico  (flecha  de  la  izquierda)  y  progenitores  intestinales  (derecha).  D)  Disco
imaginal  de ala,  en que  la expresi6n es  mayor en el pouch  E)  Disco  imaginal de
ojo, en que se observa que la expresi6n tiene una marcada disminuci6n en tejido
anterior,  en  proceso de diferenciaci6n  a fotoreceptor,  sin  actividad  proliferativa  F)
Acercamiento  al  disco  de  ojo  de  la  imagen  E,  en  que  se  observa  con  mejor
definici6n la diferencia de expresi6n entre la zona proliferativa y en diferenciaci6n,
indicandose    con    flecha    el    surco    morfogenetico.    Adaptado    de    Glavic    y
colaboradores (2009).

En  un  estudio  previo  de  nuestro  laboratorio  en  Drosaph/./a  me/anogasfer

(Glavic   y   cols.,    2009),    se   evidenci6   que    DAxudl    presenta   expresi6n    de

componente  materno  durante  el  desarrollo.   Los  mensajeros  se  distribuyen  de

manera   relativamente   ubicua   en   el   embri6n   hasta   la   retracci6n   de   la   banda

germinal,   estadio  en   que   la  expresi6n   cig6tica  se   restringe   principalmente   al

primordio de jntestino, cord6n neural ventral y tejidos imaginales; todos tejidos con

alta actividad mit6tica (Figura 2).
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Figura   3:   Sobreexpresi6n   de   DAxudl   genera   muerte   celular.   En   los
recuadros superiores se muestran los efectos de la sobre-expresi6n de DAIudl
en disco imaginal de ala de tercer estadjo (A-C), siendo A) una hibridaci6n /.n s/.fw
en que se observa el territorio de la sobreexpresi6n de un constructo de DAxudl
(c676),  mediante  una  expresi6n  sitio dirigida  mediante el  sistema  Gal4-UAS  en
la zona indicada  por hibridaci6n  in situ para  DAxudl,  8)  lnmunofluorescencia de
Caspasa  3  activada  y C)  Tinci6n  TUNEL que  revela  celulas  apopt6ticas.  D  y  E
muestra  los  efectos de  la  muerte cellular en el  ala del  adulto,  exhibiendo:  D)  el
Control  y  E)  Ios  efectos  de  la  sobreexpresi6n  DAxudl,   lo  que  demuestra  el
efecto de la muerte celular inducida por la ganancia de funci6n.  Figura adaptada
de Glavic y colaboradores (2009).
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Tambi6n se demostr6 que la ganancia de funci6n de DAxudl  en Drosaph/./a

me/anogasfer produce muerte celular y arresto en la fase G2/M del ciclo celular en

los discos imaginales (Figura 3).  Este bloqueo en el ciclo celular induce apoptosis

de  las  c6lulas  de  manera  dependiente  de  la  activaci6n  de  la  via  JNK  (Glavic y

cols„ 2009;  Diercke y cols.,, 2014;  Korb y cols., 2016).

La   expresi6n   de   las   protefnas   Hsp70   y   la   activaci6n   de   la   ruta   JNK

aumentan   durante   las   respuestas   a   estfes   celular   (Gabai   y   cols.,    1998),

particularmente en el proceso de respuesta a estr6s termico, donde se requiere de

ambos  elementos  para  establecer  una  respuesta  celular 6.ptima  (Gonda  y  cols.,

2012). En consecuencia, DAxudl  podria participar de la respuesta a estr6s celular,

como  un  modulador transcripcional  influenciando el  incremento y la activaci6n de

ambos elementos.

Papel de Axudl en procesos celulares del desarrollo animal

Ademas del potencial vinculo con la respuesta a esttes, se ha estudiado en

pez cebra (Dan/.o reH.o) .y en pollo (Ga//t/s ga//us domesf/.cus) el rol de los ort6logos

de DAxudl  en el desarrollo de sistema nervioso central.

En  pez  cebra  se  analizaron  sus  dos  ort6logos  Csrnpla  y  Csrnplb.   La

inyecci6n de un oligonucle6tido morfolino contra Csrnpla, que inhibe la producci6n

de la protefna, en cigoto de pez cebra produce el desarrollo deficiente de cerebro y

de  linajes  hematopoy6ticos  (Espina  y  cols.,  2013);  mientras  que  la  inyecci6n  de

morfolino  contra  Csrnplb  solo  afecta  el  desarrollo  de  cerebro  (Feijoo  y  cols.,

2009).  Esto se debe a que ambos pafalogos se expresan y son  requeridos en el
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cerebro y la medula espinal en desarrollo, mientras que s6lo Csrnpla se expresa y

seria  necesario en  la  masa  celular intermedia,  regi6n  del  embri6n  y  larva de  pez

cebra de donde derivan las celulas hematopoy6ticas.

Por otra parte el hom6logo de DAxudl  en  Ga//us ga//us se expresa en tubo

neural  en  desarrollo,   especificamente  en  las  crestas  neurales.   La   perdida  de

funci6n de esta proteina, generada por electroporaci6n de un morfolino especifico,

impide  la  apropiada diferenciaci6n  y  migraci6n  de  las  celulas de  la  cresta  neural,

precursores  del   sistema   nervioso  periferico  del   animal   (Simoes-Costa  y  cols.,

2015).                                                                                                                                                                                  /

Resumen de antecedentes (lf`
BE&iEA:

*.

A  continuaci6n   se   resumen   los  principales  antecedentes  que  dirigen   la

hip6tesis  y trabajo  de  esta tesis.  1)  Los  niveles  de ARNm  de  DAxudl  aumentan

fuertemente la exposici6n de los diferentes sistemas a una variedad de formas de

estres  cr6nico,   como  son:  estr6s  oxidatjvo,   presi6n  y  patogenicidad;  2)  se  ha

demostrado actividad  pro-apopt6tica,  caracteristica de  un  regulador terminal de la

respuesta a estfes (Pietenpol y cols., 2002;  Rossi y cols., 2015;  Redza-Dutordoir y

cols.,   2016).   3)   Gingras   y   colaboradores   (2007)   proponen   que   las   proteinas

CSRNP son reguladores transcripcionales.  De lo anterior, podemos sugerir que los

CSRNP  podrian  regular  genes  de  la  familia  Hsp  y  otros  durante  la  respuesta  a

diferentes tipos de estr6s.  En este trabajo nos  propusimos analizar si  DAxudl  se

une a la cromatina y si esta propiedad esta asociada a su capacidad de modular la

activaci6n de la transcripci6n de genes inducidos en respuesta a estfes general y

termico.  Nos  enfocamos  en  el  estfes  termico  debido  a  que  la  respuesta  a  esta
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condici6n  celular  esta  ampliamente  caracterizada  comparte  muchos  elementos

con otros tipos de estr6s y es una condici6n experimental facil de inducir donde se

pueden investigar los cambios de expresi6n de los genes hap y de otros a corto y

largo plazo.
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HIPOTESIS

"DAxudl  es un regulador transcripcional de genes de respuesta a esttes termico"

Objetivo general

"Establecer si DAxudl  es necesario para la respuesta a esttes t6rmico y definir su

impacto en la regulaci6n transcripcional de genes hsp70"

Objetivos especificos

Objetivo especifico 1: Evaluar si DAxudl  es necesarjo para la tolerancia a esttes
termico.

Objetivo especifico 2: Estab[ecer si DAxudl  es un componente de la cromatina y
si se localiza en /oc/. vinculados a la respuesta a estfes.

Objetivo   especifico   3:   Generar   un   perfil   de   posicionamiento   gen6mico   de
DAxudl  para  establecer  su  potencial  impacto  regulatorio  global  en  respuesta  a
esttes.
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MATERIALES Y METODOS

Drosophila melanogaster. modelo de estudiio

Dentro de la  lista de ventajas del modelo,  destaca el corto ciclo de vida,  bajo

costo  de  mantenci6n  de  los  individuos,  gran  progenie  y  ademas  su  proceso  de

desarrollo  esta  bien  estudiado.  Su  genoma  esta  completamente  secuenciado  y

anotado, siendo la dltima versi6n publicada en 2015 oversi6n base c/m6).

Un  aspecto  que  permiti6  el  desarrollo  de  Drosaph/./a  como  un  excelente

modelo   gen6tico   es   la   capacidad   de   mantener  e   identificar   mutaciones   y/o

transgenes por generacion6s.  Mediante el uso de cromosomas balanceadores se

puede  mantener  por generaciones  un  cromosoma  modificado  de  intetes  por  un

ndmero  indefinido  de generaciones.  Estos son  cromosomas tienen  inversiones y

translocaciones,  por  lo  que  impide  que  la  recombinaci6n  mei6tica  tenga  lugar

durante  la  ovog6nesis  (s6Io  las  hembras  recombinan).  Cada  balanceador posee

un   marcador   de   fenotipo   dominante   que   es   facilmente   reconocible.   Existen

balanceadores para los cromosomas X, 2 y 3, exceptuando los cromosomas 4 e Y

debido a su tamafio.
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Nomenclatura de genotipos den DrosopA/./a me/anogasfe/

En  este  trabajo,  se  utiliz6  [a  nomenc[atura  simplificada.   Para  i]ustrar  de

mejor forma ]a nomenclatura, revjsamos un ejemplo:

y,w/w; +/UAS-GFP; M>Gal4, UAS-RFPITb

Los  cromosomas  se  escriben  en  orden,  partiendo  por  X,  en  la  izquierda  y

hacia la derecha el resto, terminando con el cromosoma 3.Cromosomas 4 e Y no

son indicados. Cada uno de ellos se separa por un signo ;.  Los elementos .que se

encuentran  en  el  mismo  cromosoma  son  separados  por  ,  y  los  cromosomas

hom6Iogos de separan con /.

17



Jdu,:"      ,lttrtoo

-I--E78

X294Membrae = ± ± =
1              zo   2i       4o   .I        60   61       co.1      loo  lot-ae.hfrochos - - - co

Figura 4: El ciclo de vida de D. me/anogasfery sue cromosomas.

(A) Existen cuatro etapas en el cjclo de vjda de este animal: embri6n, larva, pupa y
adulto  o  imago.  Existen  3  estadios  en  la  etapa  larvaria,  cada  uno  separado  por
periodos de muda.  Luego de ellos, es en el pupario donde ocurre la metamorfosis.
A   una   temperatura   constante   de   25°C   se   genera fan    nuevos   adultos   en
aproximadamente  10 dias.  La vida del adulto puede durar varias semanas.  (8) Se
esquematiza los 4 pares de cromosomas que posee D. me/anogasfer.  En la parte
superior se  indjca  la  identidad  del  cromosoma  (X,  Y,  2,  3  6 4).  La  leyenda  inferior
(2L,   2R,   3L   y   3R)   se   refiere   a   la   identidad   de   los   brazos   del   cromosoma
correspondiente,  L para el  izquierdo y  R para el derecho.  Los cromosomas X y 4
poseen  un  brazo  izquierdo grande y casi  no  presentan  el  derecho.  Los  ntlmeros
sobre  los  cromosomas  de  los  machos  corresponden  a  las  posiciones  citol6gicas
determinadas por la observaci6n de cromosomas politenicos.
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Figura 5:  Esquematizaci6n de 6rganos en larva y su posterior diferenciaci6n
a adulto. Se esquematizan en larva, y en colores, los diferentes discos imaginales
de    Drosaphi./a   me/anogasfer,    que   daran    origen    a    estructuras    en    adulto,
transformaci6n que ocurre durante el estado de pupaci6n.
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Las letras mintlsculas representan mutaciones recesivas, y las maytlsculas

hacen  lo  propio  con  las  dominantes.  Las secuencias  bajo  el  control  del  promotor

UAS se indican con  un - (por ejemplo,  UAS-GFP),  mientras que los c/rivers de la

expresi6n    de  Gal4  (factor  de  transcripci6n  que  activa  promotores  de  UAS)  se

denotan con un signo > (M>Gal4,  por ejemplo).  De tal forma, el ejemplo indica un

animal  hembra,  que es  mutante  heterocigoto  para  el  gen ye//ow (y),  homocigoto

para  wh/.fe  (w)  en  el  cromosoma  x;   uno  de  sus  cromosomas  2  es  silvestre,

mientras que el hom6Iogo posee una inserci6n UAS-GFP, uno de los cromosomas

3 tiene un c/riverque se indica hh>Gal4 y una inserci6n UAS-RFP y el hom6Iogo la

mutaci6n  dominante  Tb.   Estas  combinaciones  pueden   realizarse  a  trav6s  de

cruzas,  obteniento  animales  con  expresi6n  especifica  de  Gal4 y  por lo tanto  del

elemento  rio  debajo  de   UAS.   El  animal  es  homocigoto  para   un  determinado

cromosoma cuando se indica solamente el cromosoma.

Reactivos, solucjones y otros materiales

Tabla 1 : Reactivos ordenados por fabricante

Fabricante Origen Reactivo

Agilent Santa Clara, EE.UU Brilliant 1]1 SYBR® qpcR

Abcam Cambridge, EE.UU Anticuerpo Anti-ARN Polimerasa
fosforilada monoclonal de rat6n.

Becton Franklin Lakes, Peptona,  Bactotriptona  y  extracto
Dickinson and Nueva Jersey. de bacto-Ievadura
Co. EE.UU

Ca[biochem Darmstadt, Alemania Anti-conejo lgG-HRP (DC03L)

Anti-rat6n lgG-HRP (DC02L)

Tween-20
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Cell signaling Massachussets.EE.UU Anti-GFP.  Policlonal de conejo

Anti-lGG, Conejo. Alexa-488

Anti-IGG, Rat6n,  Red-543

ClonfechITakara Mountain View,EE.UU Advantage HD, ARN Polimerasa

Carolina Burlington.  EE.UU Medjo    de    crecimiento    Carolina
Instant Blue 4-24

Fermentas Glen-Burnje, dNTP,  Mgc12,  marcador  de  peso
Maryland.  EE.UU pretefiido   para   proteinas   "Page

Ruler    Plus"    (SM1811),    agarosa

grado  analitico,  tamp6n  de  carga
6X  para  ADN  para  electroforesis
en agarosa

Invitrogen Sao Paulo.  Brasil ADN polimerasa Taq

TRlzol

Lefersa Santiago, Chile Levadura fresca y congelada

Merck Darmstadt, Alemania Bromuro de etidio, glicerol,
Isopropanol, Tween-20,
paraforma]dehido, acido acetico,
EDTA

Mont BIanc Victoria, Chile Harina de trigo sin po[vos de
hornear

New England Massachusetts, Enzimas de restricci6n:  Notl, Xho[,
Bio-Labs EE.UU Sau3IA,  Dpnl,  Dpnll

Kit de Ligasa T4

Omega Bio-Tek Norcross, Georgia. Minipreps extracci6n p[asmidos
EE.UU (E.Z.N.A.)

Promega Madison, Wisconsin. Wizard SV Gel and PCR Clean-up
EE.UU (A1330),  RT-PCR lmprom  11

(A3800).

Qiagen Hilden, Alemania ADNeasy Blood & Tissue. Kit
Extracci6n de acidos nucleicos

PCR clean.  Kit purificaci6n de
PCR
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Sanderson Santiago, Chile Agua bidestilada libre de
nucleasas

Sigma St Louis,  Missouri, Aceite Halocarbon 700, Triton X-
EE.UU 100), Sigmacote®,  Poli-L-Lisina.

TCL Santiago, Chile Algod6n hidrofobico

Thermoscientific Waltham, MA EE.UU Enzimas de restricci6n: Xba[,  8g11[

Vector Labs Burlingame, Medio de montaje para
California, EEUU fluorescencia ovectashield)

Watt,s Santiago, Chile N6ctar de manzana y uva

Winkler Santiago, Chile Fenol,    Nacl,    Cac12,    ampicilina,
mezcla       acrilamida:bisacrilamida
(29:1),  a]bdmina  de  suero  bovino
(BSA), TEMED.

Materia[es bio[6gicos

Se   utilizaron   cepas   de   Drosapfr/'/a   desarrolladas   en   el   laboratorio   y

obtenidas desde distintas colecciones internacionales.  Las cepas "Gal4>" y UAS-

se detallan en  la Tabla 2.  Se presenta el genotipo,  Ia procedencia (del Iaboratorio

o centro de stocks de cepas) y comentarios.

Tabla 2: Descripci6n de cepas de Drosaph/./a me/anogasfer utilizadas en el trabajo

Genotipo Procedencia Comentarios

„ub>Gal4 Bloomington, Se  localiza  en  el  cromosoma
Stock X.

nub>Gal4;UAS- Cruce          de Ganancia     de     funci6n     de
DAxudl::GFP/Cyo moscas  en  el DAxudl  en  disco  imaginal  deala.

Iaboratorio.
Tub>Gal4ITm6b Bloomington Permite expresi6n de Gal4 en

todos  los  tejidos.  Balanceado
con     TM6b.     Localizado     en
cromosoma Ill.
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Ubi-GFpn[s Bloomington Expresi6n   ubicua  de  GFpnls
(nuclear). Cromosoma 11

UAS-DAxudl::GFP Disefiada      y Permite    sobreexpresi6n     de
elaborada  en DAxudl  fusionado  a  GFP  por
el laboratorio sistema                       Gal4-UAS.

Cromosoma 11.

UAS-IRv26479 VDRC Permite    expresi6n    de   ARN
para  que  sea  procesado  por
Dicer    y    producir    falta    de
funci6n          para          DAxud 1.
Cromosoma 11.

UAS-LT3mche.Dam Disefiada      y Expresi6n  de  mcherry  como
elaborada  en ORF  primario y proteina  Dam
el laboratorio como  secundaria  y  en  menor

cantidad.   Bajo   el   control   de
Gal4. Cromosoma Ill

UAS.LT3mche.Dam::DAxudl Disefiada      y Expresi6n  de  mcherry  como
elaborada  en ORF   primario   y   proteina   de
el Iaboratorio fusi6n     Dam::DAxudl     como

secundaria      y      en      menor
cantidad.   Bajo   el   control   de
Gal4.  Cromosoma 111

P{y[+t7.7]=Caryp}attp2
B[oomington Sitio  attp2  para  inserci6n  de

plasmido       con       attB       en
cromosoma  Ill.  Stock  ntlmero
8622

Soluciones

Tabla 3: Soluciones para biologia molecular

Soluci6n Composici6n y caracteristicas
IV]edio Lurja-Bertani Bacto-triptona   10   g/L,   extracto   de

bacto-levadura 5 g/L, Nacl 5 g/L
Agar Lurja-Bertani Medio LB + agar-agar 15 g/L
Medio SOC Bacto-triptona   20   g/L,   extracto   de

bacto-Ievadura 5 g/L,  0.5 g/L Nacl,  1
g/L Mgc12 anhidro, 3,6 g/L glucosa

TAE 50X 242 g/L Tris;  57,1  mL/L acido ac6tico
concentrado; 200 mL/L EDTA 0,5M
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Tabla 4: Soluciones para otros m6todos

Soluci6n Composici6n y caracteristicas
PBS 10X (NacI     1,3     M,     Na2HP04     0,07     M,

NaH2P04, 0,03 M pH 7)
Tamp6n de [isis de bacl:erjas (Tris-Hcl   50   mM   pH   6,8,   SDS   2°/o,

glicerol  10%)
Tamp6n  de diluci6n/lavado nano- 10  mM  Tris/Cl  pH  7.5;  150  mM  Nacl;
GFP 0.5 mM EDTA
Tamp6n de transferencia Tris-Hcl 48 mM  pH  7,4,  glicina 39  mM,

metanol 20%
TAE 10X Tris-Acetato 400 mM, EDTA 10 mM
TBS 10X Tris-HCI 0,5 M pH 7,4,  Nacl 1,5 M

TTBS 0,1% TBS IX, 0,1% Tween-20
PEA 5X 0.74 g de paraformaldehido en 4 mL de

H20 bidestilada y 28 ul de KOH  IM. Se
calienta  10  segundos  en  microondas y
se agi[a.

Soluci6n         de         fijaci6n         1 50Q  uL  PBS  10X,  50  ul Trit6n X-100,1
(cromosomas polit6nicos) mL PFA 5X, 3.45 ml H20 bidestilada.
Soluci6n         de         fijaci6n         2 1.5  mL  H20  bidestilada,  2.5  mL Acido
(cromosomas polit6nicos) Ac6tico glacial,  1  mL PFA 5X
Soluci6n lactoac6tica 1      mL     acido     lactico,     2     mL     H2o

bidestilada, 3 mL Acido ac6tico.

Tab[a 5: Otros materiales y utensilios

Material o utensilio Fabricante Procedencia

Pinzas N°5 no mag'n6ticas A.  Dumont & Fils Suiza

Porta objetos 26x76mm lmm Delta Lab Barcelona. Espafia
de espesor.

Placas     plasticas     de     96 Orange Scientific Braine-AIIeud.  Belgica
pocj]IOs

Cubreobi.etos 24x24mm. •Marienfe[d Lauda-K6nigshofen,Alemania

Esma[fe             de             u fias Maybelline New York.  EEUU
transparenfe.
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Protoco[os experimentales para DrosopA/-/a

Condiciones de crecimiento de animales

A  menos  que  se  indique  de  otra  forma,   los  animales  utilizados  en   los

experimentos se manejaron a 25°C, en viales plasticos con medio de cultivo s6Iido

preparado  con  harina  de  trigo  (50  g/L),  levadura  fresca  (100  g/L),  agar-agar  (11

g/L),  dextrosa  monohidratada  (80  g/L),  acido  propi6nico  (6  mL/L)  y  Nipagin  (1,56

g/L). A esta temperatura, el ciclo de vida de D. me/anogasfer dura alrededor de 10

dias.  EI  almacenamiento  a  largo  plazo  de  las  cepas  se  realiz6  a  17°C  en  las

mismas condiciones.

Ensayos de sobrevida

Para los experimentos de sobrevida,  a partir de los cruces indicados en se

separaron por sexo y se aislaron todas moscas adultas nacidas en un lapso menor

a   48   horas.   Se   pusieron   en   viales   separados   de   medio   s6Iido   indicado

anteriormente, con al menos 40 animales. Los animales se cambiaron de vial cada

dos dias, contando y descartando los animales muertos.

Ensayos de pupaci6n

En  estos  experimentos,  se  ocuparon  camaras  de  puesta  de  huevos  en

medio de agar y levadura, en que los animales depositaban sus huevos en lapsos

no mayores a 6 horas, en condiciones de oscuridad y a 25°C. A partir de 24 horas

despu6s de la puesta, se seleccionaron larvas en el estadio 1  ya eclosionadas del

fenotipo correspondiente, y se agruparon en al menos 30 individuos para cada vial

independiente.  Se  hicieron  replicas  de  al  menos  3  viales  por condici6n.  Para  los
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experimentos  de  estfes  t6rmico,  en  los  viales  se  ocup6  medio  s6Iido  comtln,

descrito  anteriormente.   Para  los  experimentos  de  toxicidad  quimica  se  ocup6

medio Carolina Instant-Blue,4-24 suplementado con los agentes a testear.

M6todos de biologia molecular

Transformaci6n Bacteriana

Se    agreg6    directamente   a    50    uL   de    bacterias    quimiocompetentes

descongeladas (E.  Co/t. DH5a), resuspendidas en Cac12 (Wnkler)  100 mM,  0,2 -1

ug  del  vector  a  transformar  correspondiente.  Se  incub6  30  minutos  en  hielo  y

luego se realiz6 un shock termico a 42°C durante 45 segundos.  Las bacterias se

recuperaron  en  medio  LB  a  37°C  durante  60  minutos  con  agitaci6n,  Iuego  se

centrifugaron y  plaquearon  en  agar Luria  con  antibi6tico Ampicilina  (Winkler).  Se

incubaron entre 12-16 horas a 37°C.

Extracci6n de ADN plasmidial

Para  la  extracci6n  de  plasmidos  se  utiliz6  el  sistema  comercial  E.Z.N.A.

Plasmid   Miniprep   de   Omega   Bio-Tek   (D6945),   siguiendo   el   protocolo   de   los

fabricantes.

Digesti6n con enzimas de restricci6n

Para realizar digestiones enzimaticas se usaron 0,5-3 LIg de ADN plasmidial

o gen6mico, 0,5-2 LIL de enzima(s) de restricci6n y la cantidad adecuada (10°/o del

volumen  total)  de tamp6n  correspondiente a  la(s)  enzima(s)  en  un  volumen  total
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de  20-30  uL  completados  con  agua  destilada.   La  reacci6n  se  incub6  a  37°C

durante 2  horas.  Luego,  se confirm6  Ia digestion  mediante electroforesis de ADN

en geles de agarosa.

Clonamiento convencional por ligaci6n utilizando ligasa T4

Se digirieron  1  ug de ADN (inserto o vector) con la combinaci6n de enzimas

de restricci6n correspondiente. Se purificaron los fragmentos tras su electroforesis

en   geles   de   agarosa.   Los   productos   fueron   mezclados   en   proporci6n   1:3

(vector:inserto)  junto  con  ligasa  T4  segdn  las  instrucciones  del  fabricante  (New

England BioLabs).

Extracci6n de ARN y transcripci6n reversa

Los tejidos a aislar se disectaron en PBS IX, sobre hielo. Posteriormente se

transfirieron a tubos Eppendorf de 1,7 mL en hielo, al que se le extrajo la soluci6n

PBS  para  ser  reemplazado  por  300  uL  de  Trizol.  El  material  resuspendido  se

homogeniz6 con puntas de polipropileno en hielo.  EI tubo con el homogenizado se

someti6  a  centrifugaci6n  a  13000  rpm  por 5  minutos  a  4°C.  EI  sobrenadante  se

mezcl6 con 60 uL de cloroformo con posterior homogenizaci6n en  vorfex durante

30 segundos.  La soluci6n homog6nea se centrifug6 a 13000 rpm por 15 minutos a

4°C.  Se extrajo  cuidadosamente el sobrenadante transparente y se  le afiadi6 60

uL de isopropanol para incubarse a -20°C por 30 minutos.  El tubo se centrifug6 a

13000 rpm por 15 minutos a 4°C para precipitar el ARNm, formando un precipitado

blanco-transparente.    Se   extrajo   el    isopropanol    para    hacer   un    lavado   del

precipitado   con   500   LIL  de   etanol   70%,   se  someti6   a   agitaci6n   fuerte  y  se
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centrifug6 a  13000 rpm por 10 minutos a 4°C.  Se extrajo el etanol y el precipitado

se someti6 a aireaci6n por 5 minutos a temperatura ambiente.  Posteriormente se

resuspendi6 en 30 LIL de agua tratada con DEPC para luego medir concentraci6n.

Con la finalidad de medir integridad del ARN, se cargaron 500 ng de la muestra en

gel de agarosa  1%  en TAE,  corrido  por 20  minutos a  100V.  Una muestra  integra

debe exhibir dos bandas definidas que corresponden a los ARN ribosomales.

Para  las  reacciones  de transcripci6n  reversa  se  utiliz6  el  kit  lmprom®  de

Promega  que  se  basa  en  utilizar  partidores  de  oligos  monohebra  dT  de  ADN,

transcribiendo s6Io ARNm, siguiendo las indicaciones del fabricante.

qpcR

Las reacciones de qpcR se realizaron a partir del ADNc diluido producto de

la  transcripci6n   reversa   mediante  el   uso   del   kit  "Master  mix   SYBR-GREEN"

provisto  por  Sfrafagene.   Las  amplificaciones  y  mediciones  de  fluorescencia  de

SYBR-GREEN   se   realizaron   en   el   termociclador   SfrafaGene   Mx3000p.    EI

programa para amp]ificar consisti6 en ]o siguiente:

1  ciclo:

95°C,10 minutos.

Por 40 ciclos:

95°C,15 segundos.

60°C,15 segundos.

72°C,15 segundos.

1  ciclo:

72°C,15 segundos.
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Tabla 6: Partidores utilizados en los experimentos de qpcR.

Nombre Fw  Primer
TinOC

Rv Primer
TinOC

Amplic6n (pb)

Actina42A GCGTCGGTCAATTCAATCTT 60,8. AAGCTGCAACCTCTTCGTCA 60'0 138

DAxudl AGGGGACCACCAGCCTAAC 62 GGTTCGCTCTGATTATCCTTGTG 61 85

hsp70Bb TATCATAAGITATITAAGCAG 61 TTTATACTCCGGCGCTCTITTC 60,5 156

hsp70Bbb AATTGAGACCGCTGGAGGTG 60,03 GACAGATCGAAGGTGCCCAA 60,03 180

hsp70Bc AAGAACCTCAAGGGTGAGCG 59,96 CGAACAGAGATCCCTCGTCG 59,97 97

hsp27 ATGCCCACGATCTGITCCATC 62,2 GTACGGCGAATAACGACGAC 60,9 80

hsp67 GACTCCCCGGACTCCATGTA 62,3 GACCCAGGGTGTGCAAATCAA 62,9 106

]nmunof]uorescencia de cromosomas polit6njcos

EI protocolo se bas6 en el publicado por Johansen y colaboradores (2009).

Se  tomaron  larvas  en  estadio  tres,  96  +/-  6  horas  post-puesta  para  disectar

glandulas  salivares.  En  cada  ronda  se  extrajeron  como  maximo  cinco  pares  de

glandulas y se les retir6 todo el tejido graso, en PBS IX.

Posteriormente,  se  fijaron  en  una  gota  de  soluci6n  de fijaci6n  1  (Tabla  4)

durante  un  minuto,  luego se transfirierpn  a  la soluci6n  de fijaci6n  2  (Tabla 4)  por

dos  minutos.  Las  glandulas se transfirieron  a  una gota de soluci6n  Lacto-Ac6tica

en  un  cubreobjeto  tratado  con  Sigmacote®  y  luego  se  le  dio  vuelta  hacia  un

portaobjeto con superficie de poli-Lisina. Con una goma de borrar, por el borde, se

movi6  levemente  el  cubreobjetos,  con  movimiento  circular  hasta  notar  que  las

glandulas  se  deshicieron.  Los  portaobjetos  se  revisaron  en  un  microscopio  de

campo claro,  con aumento 40X para observar que los nticleos se rompieron y los

cromosomas   estaban   dispersos,   sin   grandes   roturas.   Una  vez  visto   eso,   el
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portaobjetos se envolvi6 con un papel filtro y se presion6 con el dedo pulgar sobre

el cubreoj.etos con fuerza.  Inmediatamenfe se desenvo[vi6 y se bafi6 en nitr6geno

liquido  por diez segundos.  Luego,  con  una  hoja fina  de  bisturi  o  g/.//effe se  retir6

fapidamente el cubreobjetos.

Todos  los  portaobjetos  tratados  posteriormente  se  reposaron  en  PBS  IX

por  media  hora.  Pasado  ese  tiempo  se  retiraron  y  con  papel  absorbente,  por

capilaridad se retir6 el exceso de PBS  IX,  para luego poner 40 Lil de PBS  IX con

BSA 2% (soluci6n de bloqueo), y sobre esta gota se pos6 una lamina de paraf/./in

de  similares  dimensiones  que  el  cubreobjetos,   para  dispersar  la  soluci6n   de

bloqueo.  Se  incub6  a  temperatura  ambiente  y  en  una  camara  hdmeda  por  una

hora  para  retirar  la  so[uci6n.  Posteriormente  se  pusieron  40  HI  de  soluci6n  PBS

IX-BSA 2%  con  anticuerpos (1:250 para anti GFP,1:1000 para anti  Pol  llo) y se

dej616 horas en una camara htlmeda a 4°C.

Pasado ese tiempo los cubreobjetos se lavaron tres veces por diez minutos

cada   evento   en    PBS   Trit6n   x-100    0,3    °/o.    Y   Iuego,    utilizando   el    mismo

procedimiento   para   el   bloqueo  y   la   incubaci6n   de   anticuerpos   primarios,   se

incubaron en una camara hdmeda los anticuerpos secundarios (diluci6n 1 :250) por

dos  horas.  Los  portaobjetos  se  lavaron  nuevamente tres veces  por diez  minutos

cada vez en  PBS Trit6n x-100  0,3  %, y en el segundo lavado se afiadi6 la tinci6n

DApl  diluida  1:15000  (diez minutos) y se limpi6 en el  tiltimo lavado.  Las muestras

se   sellaron    con    cubreobjetos   sin   tratar   con    Sigmacote®,    cubiertas    con

Vectashield® y  selladas  con  esmalte.  Se  guardaron  a  4°C  hasta  su  analisis  en
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microscopio   con focal.   El   tiempo   maximo   de   guardado   sin   disminuci6n   en   [a

fluorescencia es de alrededor de tres semanas.

DamlD (TaDa-Seq)

La  t6cnica  consiste  en  utilizar  un  constructo  Dam::DAxudl,  Dam  es  una

proteina que metila en  la secuencia GATC,  especificamente en  la posici6n  N6 de

la Adenina.  EI ADN gen6mico se extrae y se digiere con  la enzima Dpnl, que s6lo

corta  en  secuencias  GATC  metiladas.  La  ocurrencia  de  la  secuencia  GATC  va

desde  500-1000  pares  de  bases  en  el  genoma  de Drosaph/./a  ovan  Steensen  &

Henikoff, 2000,. Southall y cols., 2013).  Esos fragmentos se aislaron, amplificaron y

sonicaron,   para  su  posterior  secuenciaci6n  mediante  el  equipo  ll[umina  Hiseq-

2500.   Los   datos   de   la   secuenciaci6n   fueron   analizados   mediante   m6todos

computaciona]es.

Utilizar un  constructo  UAS-Dam  o  UAS-Dam::DAxudl  es  t6xico  (debido  al

exceso  de  metilaci6n  en  el  genoma),  por  lo  que  se  utiliz6  una  modificaci6n  del

protocolo original (TaDa system;  Southall y cols.,  2013),  que consiste en expresar

un  constructo  UAS  bicistr6nico.  EI  primer  marco  de  lectura  expresa  la  proteina

mcherry (permite identificar tejidos en los que se expresa) cuya traducci6n es en

alto nivel. El segundo marco de lectura empieza con el cod6n ATG despu6s de un

nucle6tido desde el cod6n de termino de la secuencia codificante de mcherry, ya

que en ese contexto el ribosoma puede reiniciar [a traducci6n \sobre el cod6n ATG

en  una  probabilidad  de  5%  por evento  (Luukkonen  y  cols.,  1995/,  logrando  una

baja expresi6n de Dam y Dam::DAxudl  (segdn el constructo) en el tejido, esa baja

expresi6n es suficiente para que metile en el genoma sin llegar a ser t6xico.
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La   generaci6n   de   los   transgenicos   se   realiz6   inyectando   el   plasmido

PUAST-attB-LT3-Dam  para  la generaci6n  de  moscas  UAS-mcherry.Dam.  Para  la

generaci6n   de   las   moscas   UAS-mcherry.Dam::DAxudl    se   utjliz6   el   mismo

plasmido  PUAST-attB-LT3 sobre el  cual  se  insert6 el fragmento que codifica  para

DAxud 1 .
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Sin GAI4

GAL4 presente

Ei -______\-
TAA TAA C ATG

SWO.

Figura  6:  Sistema  TaDa  de  expresi6n  de  constructos  Dam,  basado  en  el
sistema Gal4IUAS y el fen6meno de reiniciaci6n de la traducci6n. En la parte
superior se ilustra el constructo en  un contexto sin Gal4,  contrastado con  uno con
Gal4 presente, en que se muestra que el marco de lectura secundario se traduce.
En  la jlustraci6n  inferior se muestra el contexto nucleotidico del constructo LT3 en
que se basa el sistema TADA, en que al termino de la traducci6n del primer marco
de  lectura,  dado  por dos  codones  de  termino,  le  sigue  un  nucle6tido  y  luego  un
cod6n  de  inicio ATG,  contexto  necesario para tener una eficiencia  de  reiniciaci6n
de traducci6n  de  un  5%  (Adaptado de  Luukkonen  y cols.,1995;  Southall  y cols.,
2013).
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A

Figura   7:   Plasmidos   utilizados   para   generar   los   transg6nicos   en   el
experimento  de  Dam-lDITAda-Seq.  En  A se  ilustra  el  plasmido  utilizado  para
generar el transgenico UAS-mcherry.Dam,  En  8 se ilustra el plasmido utiljzado
para  generar  los  animales  UAS-mcherry.Dam::DAxudl,  en  que  se  marca  con
rojo  el  fragmento  de  DAxudl   insertado  para  realizar  la  fusion  con  Dam.  Los
marcos de lectura se ilustran en flechas naranja con negro, sobre los diagramas
de los elementos, todo ubicado hacia el interior del mapa con las bases.
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EI fragmento clonado provino del plasmido PUAST-DAxudl ::GFP, cuya generaci6n

esta  descri{a  en  el  articulo  de  Glavic  y  cols.   (2009).   Los  partidores  utilizados

fueron:

Notl-C-PUAST-DAxudGFP-Fw

5'-ACCAGCGGCCGCGATCTAGGGACCTCGACACGGATAGCATGT-3'  (Sitio  Notl

y una base C para quedar en marco de lectura con DAM y hacer la fusi6n).

Xbal-PUAST-DAxudGFP-Rv

5'-ATATGGTCTAGATTATTAACCGGTGGATCCCGGGCCCGCGGGGAGG-3'     el

cual fue disefiado para amplificar s6Io el ORF de DAxudl , sin GFP y con codones

en fase.

La  amplificaci6n  fue  realizada  con   Polimerasa  PFU,   clonada  en  vector

TOPO,   cuyos   clones   fueron   secuenciados   (Macrogen,   Corea   del   sur)   para

comprobar  la  identidad  con  la  secuencia  de  DAxudl.   Una  vez  confirmada  la

correcta  clonaci6n,  se  procedi6  a  realizar  la  inserci6n  en  PUAST-attB-LT3-Dam

para  originar  el  vector  PUAST-attB-LT3-Dam::DAxudl   utilizando  los  sitios  Notl  y

Xbal. EI plasmido base fue donado por el laboratorio de Andrea Brand (Univesidad

de Cambridge, Gran Bretafia) y su mapa se ilustra en la Figura 7.

La   inserci6n   fue   confirmada   con   digesti6n   enzimatica,   para   despu6s

realizar las inyecciones de generaci6n de transg6nicos sobre huevos de animales

con    sitio    attp2    en    el    cromosoma    Ill    (stock    Bloomington    8622,    genotipo

P{y[+t7.7]=Caryp}attp2)  y  utilizando  el  plasmido  pBS130  (c6digo  Addgene),  que

codifica  para  la  integrasa ph/.-131,  necesaria  para  la  inserci6n  del  plasmido en  el
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sitio  attp2.   De  los  transgenicos  resultantes  se  realizaron  cruces  para  generar

homocigotos,  en  base  al  color de  ojos  por el fenotipo  del  gen  whife,  variando  la

intensidad  del  rojo  del  ojo  dependiendo  si  es  heterocigoto  u  homocigoto,  siendo

mas  rojo  para  las  moscas  positivas  homocjgotas.  Para  [os  experimentos,  de  [a

linea  homocigota  resultante se tomaron  los machos  para aparearlos con  moscas

virgenes nub>Gal4 (localizado en el cromosoma X).

EI   experimento   consisti6   en   dos   condiciones   para   el   analisis   de   la

ocupancia de Dam::DAxudl :  Control (moscas que expresan s6Io la proteina Dam,

nub>Gal4;   UAS-Dam)   y   la   condici6n   experimental   (moscas   que   expresan   el

constructo   Dam::Daxudl,      r}ub>Gal4;   UAS-Dam::DAxudl).   Cada   condici6n   se

analiz6   con   3   replicas   biol6gicas,   de   las   cuales   se   requirieron   200   discos

imaginales de ala por experimento.

Extracci6n y amp[ificaci6n de ADN gen6mico

Se hicieron teplicas biol6gicas, consistiendo en cruces virgenes nub>Gal4 x

UAS::Dam  (3  cruces) y virgenes r}ub>Gal4 x  UAS-Dam::DAxudl  (3  cruces),  para

extraer   discos   imaginales.   Para   obtener   una   mayor   expresi6n   de   Gal4,   se

extrajeron  discos  s6Io  de  machos,  debido  a  que  la  inserci6n  de  Gal4  en  nub

(nub>Gal4) esta en el cromosoma X.  Esto es porque las diferencias de expresi6n

de genes del  cromosoma X entre machos y hembras difieren,  siendo  incluso  1.5

veces  mayor  en  machos,  fen6meno  llamado  compensaci6n  de  dosis  (Baker  y

cols.,1983).  Cada cruce se dej612 horas, a 25°C, deposjtando sus huevos en el

medio  y  posferiormente  se  retiraron  las  moscas  para  poner  los  huevos  a  17°C

durante 8 dias,  al  octavo dia se dej6 crecer a  las  larvas que estaban  llegando al
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estadio,  a  29°C,  durante  24  horas,  favoreciendo  la  expresi6n  del  constructo.  AI

cumplirse  ese  ciclo,  Ias  larvas  se  disectaron  para  extraer discos  imaginales,  Ios

que una vez extraidos, se almacenaron a temperatura de -80°C.

El  material  gen6tico  de  ]os  discos  se  aisl6  con  el  kit  "Qiagen  ADNeasy

Blood & Tissue", del cual se extrajo un minimo de 2 ug totales por muestra (total 6

muestras).  Ese ADN se precipit6 y precipitado de ADN  se disolvi6 en  50  uL de la

siguiente mezcla:

43,5 uL de Agua DEPC

5 uL Buffer 10X

1,5 LIL de Soluci6n de Enzima Dpnl

La digestion se incub6 a 37°C por 16 horas,  pasado eso,  se afiadieron  0,5

LIL  a  la  soluci6n  para  ser  incubada  60  minutos.   Posteriormente  la  enzima  se

inactiv6  a  65°C  por 20  minutos.  La  soluci6n  se  limpia  con  el  kit "PCR  clean"  de

Qiagen,  y  la  elusi6n  se  realiz6  con  32  uL  de  agua  DEPC.  De  ese  volumen  se

guardaron  17 uL y el siguiente paso se llev6 a cabo con  15 uL.

Ese volumen  con. ADN  digerido se  mezcl6 con  5  LiL de soluci6n  de  ligaci6n  (total

20 uL):

Mezcla de ligaci6n de adaptadores:

2,0 uL de buffer de ligaci6n  10X LIL (NEB)

0,8 uL de adaptadores nucleotidicos de doble hebra (AdRt + AdRb)

1,2 uL Agua DEPC

1,0 uL soluci6n de Ligasa T4 (NEB)
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La  ligaci6n se  incub6 a temperatura ambiente por 2  horas.  Posteriormente

la ligasa se inactiv6 incubando a 65°C por 10 minutos.

Los 20 uL de esa mezcla de ligaci6n se mezclaron con la siguiente soluci6n

para digerir con Dpn][ (total 40 uL).

Mezc]a de digesti6n Dpnll:

4,0   LIL de buffer Dpnll  10X

1,0   uL Soluci6n de enzima Dpnll

15,0 uL Agua DEPC

La soluci6n se dej6 incubando a 37°C por 16 horas.

Amplificaci6n por PCR:

La mezcla de 40 uL se combin6 con la de PCR (120 uL), dando un total de 160 uL:

Mezcla para PCR

16    uL de buffer PCR Reaction mix,10X (Clontech)

2,5  uL  partidorAdR-PCR (Concentraci6n del stock 50 uL)

3,2  uL de mezcla dNTPs (10 mM cada uno)

2        LIL de soluci6n de polimerasa "Advantage HD", de clontech

96,3 uL Agua DEPC

La mezcla de  160 uL se reparti6 en tubos PCR,  con 40 LIL cada uno y la reacci6n

de PCR se realiz6 con la siguiente configuraci6n de ciclos:

Pre-PCR 1

68°C por 10 minutos

94°C por 30 segundos
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65°C por 5 minutos

68°C por 15 minutos

Pre-PCR 2 3 cic[os

94°C por 30 segundos

65°C por 1  minuto

68°C por 10 minutos

PCR (17 ciclos)

94°C por 30 segundos

65°C por 1  minuto

68°C por 2 minutos

AI terminar se puede dejar a 4°C

Concluida  la  reacci6n,  se  tomaron  3  LIL  de  cada  tubo  y se  analizaron  en  gel  de

agarosa  1%  (corrida  30  minutos,  95V).  El  gel  se tifi6  con  Bromuro de  Etidio y se

analiz6  en  el  trans-iluminador.  Se  debe ver  una  marca  dispersa  entre  500-2000

pares de bases.

EI volumen de cada tubo se mezcl6 para tener 150 uL de ADN amplificado.

Esa  mezcla  se  limpi6  utilizando  el  kit  "PCR  clean"  de  Qiagen.  Esos  150  LiL  se

mezclaron  con  750  uL de  buffer PB  para  luego  pasarlas  por  la  columna y  lavar

(detalles en el kit). La elusi6n se realiz6 con 32 uL de agua DEPC, esa cantidad se

diluy6 a 100 uL de modo que se obtengan 2 LIg dentro de ese volumen.

Finalmente,  antes  de  los  pasos  de  la  secuenciaci6n  se  realiz6  una  dltima

digesti6n con la enzima Sau3AI (adicionando 11,1  uL de buffer 10X de la enzima y
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1   LiL  de  la  soluci6n  con  la  enzima)  por  16  horas.  Despues  de  la  incubaci6n  la

enzima se inactiv6 a 65°C por 20 minutos.

Preparaci6n de librerias para secuenciaci6n en IIIumina

E] protoco[o de ]ibrerias fue el indicado en el kit []lumina Truseq-LT.

Analisis de datos de DamlD-seq

La   maquina   lllumina   Hiseq   2500   arroja   datos   en   formato  y  extensi6n

.fastQC, que es un. archivo de texto que tiene informaci6n de todas las secuencias

y de la calidad de cada base secuenciada, lo que permite hacer filtros a partir de la

calidad. La calidad esta en puntaj.es Q, cuyo rango va en deciles (Tabla 7).

Tabla  7:   Deciles  de  puntaje  de  calidad  en  datos  brutos  de  secuenciaciones
masivas.

Puntaje de calidad Phred(Q) Probabilidad que sea una
base correcta

10 90%
20 99%
30 99,9%
40 99,99o/o
50 99,999%

A partir de ello se seleccionaron secuencias con un largo de lecturas de 50

bases y con >Q30, a su vez, y en el mismo paso, se generaron los archivos de las

secuenciaciones pareadas.  Este paso fue realizado con  el software  Tr/.mmomaf/.c

(Indicaciones en Bolger y cols., 2014).

La  informaci6n  del  paso  anterior  se  gener6  en  archivos  de  texto  .fil.  Lo

siguiente fue realizar el mapeo de las lecturas al genoma de Drosaph/./a.  Para ello

se utilizaron  los sofflwares Bowife2 (Langmead & Salzberg, 2012) y Samfoo/s (Li y
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cols.,  2009)  de  acuerdo  a  las  indicaciones  dadas  por  los  programadores.  Las

lecturas     se     alinearon     al     genoma     de     Drosaph/./a     (c/m3,     2006,     r5.57.

ftp://ftp.flybase.net/genomes/dmel/dmel_r5.57_F82014_030.    EIIo    dio    origen    a

archivos  de  extensi6n  .BAM,  que  tienen  toda  la  informaci6n  de  alineamiento,  ]a

cual  puede  ser  visualizada  con  el  software  IGV  (Integrative  Genomics  Viewer,

https://www.broadinstitute.org/igv)  o ser convertida  a  otros formatos  para analisis

posteriores.

Antes de hacer los test estadisticos en que se compara la serial del Control

(Dam)  versus  Dam::DAxudl,  los  datos  se trataron  con  un  scr/.pf escrito  en  Perl,

desarrollado       por       Owen       y       colaboradores,        2015        (disponible       en

http://owenjm.github.io/damidseq_pipeline/ ), el cual filtra la serial de las zonas con

secuencias  GATC  para disminuirlas.    Este  proceso se  realiza  porque  la  proteina

Dam  tiende  a tener contacto  con  el ADN  en  zonas  de  activa  transcripci6n  o  en

Eucromatina  (Owen  y  cols.,   2015)   debido   a  que  deja   mayor  accesibilidad   a

proteinas  nucleares,  dando  origen  a falsos  negativos  en  el  caso  que se trate de

una  proteina  que active  la transcripci6n.  Una vez que el  software  realiza  el filtro,

inmediatamente substrae las sefiales de Dam a  Dam::DAxudl . La substracci6n se

realiza  fraccionando  el  genoma  en  "ventanas"  de  20  nucle6tidos,  en  los  que  el

software evaltia  abundancia de  lecturas  alineadas,  asignando  un  puntaje basado

en  cuantas  veces  una  serial  se  opone  a  la  otra,  informaci6n  que  se  arroja  en

formato .bedgraph, visible con el programa lGV ya mencionado.

Los /oc/. en que hay diferencias significativas se identificaron con el sofitware

"Findpeaks" que realiza test estadisticos para determinar sefiales significativas en
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base a intensidad, extensi6n y posibilidad aleatoriedad (Wolfram y cols., 2012). Se

estableci6  en  0.05  el  valor  p  de  corfe  y  0.01   FDR  (False  Discovery  Ratio)  para

identificar un peak significativo para dar cuenta de zonas enriquecidas.  E[ formato

generado por F/.nc*peaks fue .gff, el cual tiene la informaci6n de los peaks de cada

coordenada en el genoma, brazo cromos6mico y valores estadisticos.

Anotaci6n de peaks

Se utiliz6 el sofflware HOMER (Heinz y cols., 2010),  escrito y ejecutable en

Perl.  Se  utiliz6  Ia  informaci6n  de  las  coordenadas  e  informaci6n  de  todos  los

transcritos anotados en Drosaph/./a me/anogasfer en la versi6n r5.57 (archivo .gft),

Ia cual se cruz6 con el archivo de coordenadas de los peaks (.gff) originado por el

software FincJpeaks.  EI proceso arroja una lista de todos los genes, asi como otra

lista  de  categorias  de  Gene  Onto/ogy,  todo  el  formato  .txt  (texto  delimitado  por

tabulaciones),  que  se  orden6  con  el  programa  organizador de  planillas  Microsoft

Excel.

Extracci6n de secuencias de cada regi6n enriquecida

Se  utiliz6  la  informaci6n  del  genoma  completo,  versi6n  r5.57,  que esta  en

formato  FASTA,  con  las  coordenadas  de  cada  nucle6tido.  Esta  informaci6n  fue

cruzada con datos de los peaAs en archivos de genoma anotado .gff,  utilizando la

herramien{a Bedioo/s utilizando el comando -getfasta.  El archivo resultante fue un

archivo mu/fi.rasfa, con las secuencias de cada peak.
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Perfj]es mefagen6micos

Los  perfiles  metagen6micos,  que  son  perfiles  para  visualizar  patrones  de

posicionamiento de DAxudl  alrededor de todos los genes, se desarrollaron a partir

de  archivos  de  peaks  significativos  y  no  significativos.   En   ambos  casos,   se

tomaron   las   regiones  de  todos   los  genes  desde  -1kb  antes  del   inicio  de  la

transcripci6n,  el  cuerpo del  gen,  y +1  kb despu6s del termino de  la transcripci6n.

Esta    informaci6n    se    construy6    uti]izando    e]    instructivo    de    la    herramienta

bioinformatica              Deapfoo/s,              disponib]e              en              la              direcci6n

https://github.com/fidelram/deepTools/wikilvisualizations,  en  la  cual  se  encuentra

el   c6digo   fuente   para   su   utilizaci6n   y   las   instrucciones   de   los   comandos

pertinentes para cada informaci6n de coordenadas que se necesite para construir

los  graficos.    Esta  herramienta  fue  desarrollada  por  Ramirez  y  colaboradores

(2016).

Secuencias consenso

El archivo mu/f/.rasfa generado en el paso de extracci6n de secuencias fue

utilizado para alineamientos mt]ltiples, en btlsqueda de secuencias consenso. Esto

fue  realizado  con  la  herramienta  disponible  en   internet  DREME  (http://meme-

suite.Org).
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RESULTADOS

Los  primeros   estudios  sobre  hom6Iogos  de   DAxudl,   realizados  en   humanos

(Ishiguro y cols.,  2001) y en  Drosaph/./a (Glavic y cols.,  2009),  indicaban  que esta

proteina correspondia a un supresor de tumores,  promoviendo el arresto del ciclo

celular  en   la  etapa   G2/M.   Este   rol   seria  ejercido   por  medio   de  su   putativa

capacidad de regulador transcripcional (Gingras y cols„ 2007).  No obstante,  hasta

el  momento  no  se  ha  definido  un  rol  fisiol6gico  para  DAxudl,  que  integre  las

evidencias  que  sugieren  que  es  un  regulador  transcripcional  y  que  involucren

genes  blanco  mediante  los  cuales  ejerce  sus  funciones  en  la  fisiologia  celular.

Para abordar esta problematica a nivel del organismo y obtener claves respecto de

la   funci6n    de    esta    proteina   se    realizaron    analisis    a    nivel    prote6mico   y

transcript6mico.

En     las     aproximaciones     prote6micas,     se     realizaron     estudios     por

espectrometria  de  masa  de  las  proteinas  que  co-precipitan  con  DAxudl   para

identificar factores que interactdan ffsicamente con  DAxudl  (Anexo3),  informaci6n

dtil  para  sugerir  relaciones  moleculares  de  la  proteina  en  estudio  en  procesos

mecanisticamente  ya  definidos.  Por  otra  parte,  Ios  analisis  transcripcionales  se

realizaron  mediante  experimentos  de secuenciaci6n  masiva  de ARN-seq  (Anexo

1),  que dieron  informaci6n  sobre los  cambios de expresi6n  globales  de ARNm  al

inducir la ganancia de funci6n de DAxudl. Ambos estudios se realizaron en disco

imaginal de ala, tejido con  actividad mit6tica y precursor del ala adulta,  en que se

pueden   estudiar   procesos   como   divisi6n   celular,   apoptosis,   fen6menos   de
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adhesi6n y diferenciaci6n  (Aldaz & Escudero,  2010; Jennings y cols.,  2011) y que

es el tejido en el que se realizaron los analisis de funci6n de DAxudl  previamente

(Glavic y cols., 2009).

La btlsqueda de interacciones fisicas de DAxudl  con otras proteinas dieron como

resultado  una  posible  interacci6n  directa  con  el  factor  de  transcripci6n  Caudal

(ANEXO  1,  Figuras Sl  y S2, Tabla S1).  Esta interacci6n ademas es gen6tica, ya

que el fenotipo de ganancia de funci6n de  DAxudl  es  revertido al  co-expresarse

un ARN  interferente de Caudal  (Figura S3),  pudiendo tratarse de una interacci6n

cooperativa entre ambas proteinas en un contexto de desarrollo y organizaci6n de

tejidos.

EI analisis de ARN-seq de la condici6n de ganancia de funci6n de DAxudl  detect6

sobreexpresi6n de genes relacionados con respuesta a esttes generalizado. Estos

genes  pertenecian  a  la  categoria  de  peptidasas  y  en  la  ruta  sintesis  de  quitina

(ANEXO  2,   Figura  S7,  Tablas  S3  y  S5),  grupos  de  genes  que  aumentan  su

expresi6n  durante  estfes  generalizado  (Contrino  y  cols.,  2011;  Kuraishi  y  cols.,

2011;   De  Oliveira  y  cols.,   2013).  Tambien  se  detect6   una  significativa  sobr6-

expresi6n  de hap70,  indicando  que DAxudl  estaria  implicado con  la  respuesta a

estfes  favoreciendo  la  expresi6n  de  este  gen,  por  lo  que  los  experimentos  se

orientaron en primer t6rmino a testear la importancia de DAxudl  en la respuesta a

aumentos de temperatura.  Esta condici6n se eligi6 como modelo experimental de

estr6s  celular ya  que  es  facil  de  inducir y  las  fluctuaciones  de ARNm  de  genes

Aaps son detectables a los 15 minutos (Sorger y cols.,1991 ;  Richter y cols., 2010).

De  este  modo,  se  diseFiaron  experimentos  para  establecer  que  DAxudl   actda
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como   un   regulador   transcripcional   de   la   respuesta   a   esttes   mediante   su

interacci6n  con  regiones  especificas  de  la  cromatina  y  de  este  modo  modula  la

tolerancia al esttes t6rmico.

Objetivo especifico 1: Evaluar si DAxudl  es necesario para la tolerancia a esttes
termico

Vinculaci6n de DAxudl a la respuesta de estr6s t6rmico

Para responder la interrogante de si DAxudl  es requerido en la respuesta a

esttes t6rmico, se realizaron experimentos para investigar la tolerancia a este tipo

de esttes en condiciones de p6rdida de funci6n de DAxudl  en el animal completo.

Esto  se  realiz6  expresando  mediante  el  sistema  Gal4-UAS  un  ARN  interferente

contra el mensajero de DAxudl  en todos los tejidos del animal en desarrollo.  Los

animales  control  fueron  de  genotipo  Tub-Gal4/+,  que  s6lo  expresan  el  factor de

transcripci6n  Gal4  de  manera  ubicua.  Los  animales  con  p6rdida  de  funci6n  de

DAxudl  fueron de genotipo UAS-IRDAxudl/+;Tub-Gal4/+,  Io que permite expresar

el   RNA  interferente  de  forma  generalizada.   Previamente,   mediante  qpcR  se

analiz6  la  eficiencia  de  silenciamiento  del  constructo  utilizado,   la  que  alcanz6

niveles  de  transcrito  en  >50%.  Este  nivel  de  interferencia  no  gener6  fenotipos

durante el desarrollo o identificables en el animal adulto (Figura S14).

En   primer   lugar   se   observ6   que   los   animales   Tub-Gal4/+   y   UAS-

IRDAxudl/+;TubGal4/+ crecidos a 29°C y sin exposici6n a estfes no presentaron

diferencias en el porcentaje ni tiempo de pupaci6n.
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La  tolerancia  a  esttes  t6rmico `se  prob6  exponiendo  las  larvas  control  y

experimentales a tres eventos de esttes t6rmico agudo durante su desarrollo que

consistieron  en  exposiciones  a  37°C  durante  1  hora  a  las  24,  48  y  96  hrs.  post

puesta del embri6n.  Este procedimiento se realiz6 con 3 grupos de 40 larvas para

cada  condici6n,  con  al  analisis  de  estos  animales  se  calcul6  el  porcentaje  de

pupaci6n a partir del ndmero inicial de larvas a trav6s del tiempo.

Al  exponer a ambos grupos a condiciones de esttes t6rmico,  los animales

con p6rdida de funci6n de DAxudl tuvieron un menor porcentaje de pupaci6n y sin

un  aparente  retraso en  el  proceso  (Figura  88).  Asi,  DAxudl  parece favorecer la

tolerancia  a  esttes  termico  agudo.  Se  observ6  un  resultado  similar,  aunque  en

menor magnitud,  al crecer las larvas en condiciones de estfes oxidativo mediante

un medio de crecimiento comercial (Carolina Instant BIue 4-24), suplementado con

0.5% de Per6xido de Hidr6geno (Figura S22).

Lo siguiente fue estudiar la sobrevida de animales adultos con y sin p6rdida

de funci6n  de  DAxudl,  frente  a  condiciones  normales  y de  estr6s  termico  diario

mediante  pulsos  de  2  horas  a  37°C.  En  la  Figura  9,  se  puede  apreciar  que  al

exponer a los animales Control a esttes t6rmico diario tuvieron un incremento en la

sobrevida (Figura 9A), mientras que los grupos con p6rdida de funci6n de DAxudl

disminuyeron  dfasticamente  la  suya  (Figura  98),  siendo  mas  sensibles  a  este

tratamiento, posiblemente por una menor capacidad de respuesta al estfes.

47



"        72        OS       i2O      i4      iles
lloras pcot pue8fa

-  Lafvas Control ET
-   Lervas P6rdjda do funejch ET'

Figura    8:     Larvae    con     p6rdida    de    funci6n    de    DAxudl     muestran
susceptibjlidad al estr6s t6rmico (ET). A) Se grafican  los tiempos de pupaci6n
para  larvas  control  (+/+;  TubGal4/+)  y con  perdida  de  funci6n  de  DAxudl  (UAS-
lRDAxudl/+;Tub-Gal4/+) en condiciones no estresantes (29°C).  a) Se grafican los
tiempos  de  pupaci6n  de  larvas  expuestas  a  esttes  t6rmico  (exposici6n  37°C
durante  1  hora,  a  24,  48  y  96  horas  post-puesta  de  embriones,  condici6n  "ET").
Tres grupos  por condici6n,  de 40 embriones,  de  los que se calcul6 el  porcentaje
de pupaci6n.

a    §   io  i§  ae  25  cO  35  40  45  sO  55  cO
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Figura  9:  Adultos  con   p6rdida  de  funci6n  de  DAxudl   presentan  menor
sobrevida frente  a  exposjci6n  continua  a  estr6s t6rmico  (ET),  A)  Curvas de
sobrevida  para  animales  Control   (genotipo  +/+;  TubGal4/+),   con  y  sin   ET.   a)
Curvas de sobrevida  para  animales  con  perdida  de funci6n  de  DAxudl  (genotipo
UAS-lRDAxudl/+;     Tub-Gal4/+),     con     y    sin     ET.     Se     colectaron     animales
eclosionados  en  un  lapso  de  24  horas,  en  3  grupos  de  70  individuos  por  cada
condici6n,  con  conteos  de  animales vivos y  muertos  para  cada  grupo.  El  estfes
termico (ET) consisti6 en exponer a  los animales a pulsos diarios por dos horas a
37OC.
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Una   posibilidad   para   explicar   la   susceptibilidad   de   los   animales   a   la

disminuci6n   de   la   expresi6n   de   DAxudl,   es   que   estos   presenten   menor

transcripci6n de los genes Asp, cuyas proteinas codificadas son esenciales para la

tolerancia a estfes t6rmico y oxidativo (Kregel y cols., 2002).  Esto se corresponde

con el incremento en la expresi6n de genes de respuesta a esttes identificado en

el  estudio transcript6mico  de  la  condici6n  de ganancia  de funci6n  de  DAxudl.  A

partir de este supuesto se investig6 si DAxudl  es requerido para la expresi6n de

genes hsp70 (paralogos hsp70Bb, hsp70Bbb y hsp70Bc), de hsp67 y hsp26, \anto

en  condiciones  control  como  durante  esttes  t6rmico.   La  Figura   10  grafica  los

resultados obtenidos por qpcR, a partir de ARNm extraido de larvas Control y con

p6rdida de funci6n  de  DAxudl,  sometidas a  estr6s t6rmico agudo.  Se presentan

las   razones   de   cambio   de   expresi6n   de   genes   hap   a   partir   de   diferentes

comparaciones.  Comparando  la  condici6n  de  p6rdida  de funci6n  vs.  Control,  sin

esttes, se observa que los niveles de mensajero de los haps no varian a partir de

la p6rdida de funcj6n de DAxudl  (Figura 10A).

Por  otra  parte  y  de  acuerdo  con  los  antecedentes  encontrados  en  literatura

(Hightower y cols.,1991;  Mayer y cols., 2005),  los niveles de todos los genes nap

testeados  aumentaron  su  expresi6n  en  decenas  de  veces  en  las  larvas  control

sometidas a esttes t6rmico agudo (ET:  37°C por 20 minutos;  Figura  108),. Ahora,

si  comparamos  los  niveles  de  estos  ARNm  entre  la  condici6n  de  p6rdida  de

funci6n vs. Control (Figura  10C), en la misma condici6n de estr6s del experimento

de la  Figura  108,  observamos que los niveles de expresi6n  de tres genes hap70

testeados son  menores.  Esto  muestra que en  la condici6n de p6rdida de funci6n
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de DAxudl  hay una menor inducci6n de genes nap que en  los animales Control.

Es{a   diferencia   es   particularmente   notoria   y   significativa   para   los   pafalogos

hap70Bb y hap70Bbb,  mientras que se observa una tendencia a menor expresi6n

en los otros genes analizados.
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Figura  10:  Razones de cambio de expresi6n  de ARNm  por qpcR de genes
hsp durante estfes t6rmico y p6rdida de funci6n de DAxudl.  El t6rmino "ET"
significa "Estfes Termico",  indicando que en esa condici6n se expusieron larvas en
tercer  estadio  a  37°C  por  30  minutos,  cuyo ARN  fue  aislado  inmediatamente  al
cumplirse  ese  tiempo.   Se  utilizaron  grupos  con  los  mismos  genotipos  que  los
experimentos  de   pupaci6n.   A)   Corresponde  a   los  cambios   de  genes   Asp  al
comprar  la  condici6n  de  perdida  de  funci6n  versus  animales  control,  sin  estfes
termico;   a)   Grafica   los   cambios   de   genes   Asp   en   animales   control,   pero
comparando condici6n de estr6s termico (ET) versos condiciones normales; C) Es
una   comparaci6n   de   perdida  de  funci6n   versus   animales   control,   ambos   en
condiciones   de   estfes   t6rmico,   pudiendo   comparar   si   hay   diferencias   en   la
respuesta transcripcional;  D)  Es  la comparaci6n de perdida de funci6n con estfes
t6rmico versos animales control en condiciones normales.  Se definen condiciones
normales  29°C.  Significancia  valor  p  <0.05,  test  f a  partir  de  valores  2-Ct segdn
metodo de Livak y cols.,  (2001).
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Objetivo especifico 2: Establecer si DAxudl es un componente de la cromatina y
si se localiza en /ocf. vinculados a respuesta a esttes

Localizaci6n de DAxudl en la cromatina

Los   animales   con   perdida   de  funci6n   de   DAxudl   son   termosensibles,

posiblemente por un menor aumento en la expresi6n de los genes hap70 durante

el   esttes   t6rmico.    Por   lo   que   DAxudl    seria   necesario   para   promover   la

transcripci6n   de   estos   genes,    a   partir   de   su   posible   rol   como   regulador

transcripcional  (Gingras  y  cols.,  2007).   Para  comprobar  si  DAxudl   tiene  esta

propiedad      de      regulador     transcripcional,      se     quiso     evaluar,      mediante

inmunofluorescencias contra una proteina de fusi6n DAxudl-GFP en cromosomas

polit6nicos de larvas de Drosaphi./a,  si DAxudl  co-distribuye con la cromatina.  Los

mas  grandes  cromosomas  polit6nicos  se  encuentran  en  ndcleos  de  glandulas

salivares   y   se   generan   producto   de   endo-replicaci6n   del   material   gen6tico

(Zhimulev   y   cols.,    2004).    En   ferminos   pfacticos   esto   significa   que   estos

cromosomas pueden ser visibles con microscopios convencionales desde  10X de

aumento y con contraste de fases.

Se   realizaron   inmunofluorescencias   contra   el   constructo   DAxudl::GFP

debido  a  que  no  se  dispone  de  un  anticuerpo  anti-DAxudl.   EI  constructo  se

expres6  en  tejido  de  disco  imaginal  de  ala  y  glandulas  salivares  utilizando  el

sistema    Gal4-UAS    mediante    la    cruza    de    animales    nub-Gal4    con    UAS-

DAxudl::GFP.      En      conjunto      con      la      inmunofluorescencia      contra      GFP

(DAxudl::GFP),   se   realiz6   inmunofluorescencia   contra   la  ARN   Polimerasa   IIo
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(dominio CTD fosforilado,  Polimerasa transcripcionalmente activa),  que marca /oc/.

transcripcionalmente activos.

Los  resultados  de  estos  analisis  muestran  que  DAxudl::GFP  esta  en  la

cromatina,  donde   se aprecia  un  patr6n de bandeo extenso pero definido (Figura

11),  lo que es tipico de elementos  constituyente de la cromatina  (Jamrich y cols.,

1977;  Johansen  y  cols.,  2009).  Ello  apoya  la  posibilidad  de  que  DAxudl   est6

implicado directamente con  la respuesta transcripcional durante el es{tes termico,

modulando la transcripci6n de los genes hap.  En  la Figura  13 se puede observar

que  este  patr6n  de  localizaci6n  de  DAxudl::GFP  co-distribuye  frecuentemente

con  el  de  la ARN  Polimerasa  IIo,  Io  que sugiere que  DAIudl  puede tener un  rol

activador  de   la  transcripci6n.   Adicionalmente,   se   realizaron   preparaciones  de

cromosomas a partir de animales de genotipo  Ubt.-GFpnls,  que expresan GFP en

el ndcleo de las c6lulas de todos los tejidos del animal. Con ello se confirm6 que la

proteina    GFP    por    si    sola,     utilizada    para    la    imunofluorescencia    contra

DAxudl::GFP,  no  presenta  asociaci6n  con  la  cromatina  (Figura  12).  Se descart6

de  este  modo   un   sesgo  en   el   patr6n   de  distribuci6n   de   la  serial   por  uni6n

inespecifica  del  anticuerpo  o  por  asociaci6n  inespecifica  de  GFP  en  regiones

particulares de los cromosomas.
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Figura  11:  DAxudl  se localiza en cromosomas polit6nicos en  un  patr6n
estereotipado       caracteristico.       Se       realizaron       preparaciones       de
inmunofluorescencias para  GFP y ARN  Pol  llo en. cromosomas  politenicos de
animales nub>Gal4;  UAS-DAxudl::GFP.  Se observa que  DAxudl  se situa en
la cromatina, en un patron de bandeo similar, aunque mas tenue, que ARN Pol
IIo.  Barra 20 urn.
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Figura 12: La proteina GFP nuclear no se une a la cromatina en patrones
como  los  observados  en  DAxudl::GFP. Utilizando el  mismo  procedimiento
que  el  experimento  con  DAxudl::GFP,  se  realiz6  una  inmunofluorescencia
para  GFP  nuclear (GFpn) y para ARN  Polimerasa  11 fosforilada  (ARN  Pol  Ilo).
Barra 20 urn.
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Figura    13:    DAxudl::GFP    co-distribuye    con    ARN    Polimerasa    Ilo
transcripcionalmente activa.  En  la composicj6n  de  los canales se observa
una  correlaci6n  entre  la  distribuci6n  de  las  sefiales  de  DAxudl ::GFP y ARN
Polimerasa  activa  (ARN  Pol  Ilo),  dando cuenta que  DAxudl::GFP  se  localiza
principalmente  en  Eucromatina.  Fotografia  tomada  a  60X  con  acercamiento
digital.  Barra  5  LJm.
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Reloca]izaci6n cromos6mica de DAxudl durante estr6s t6rmico

Si bien DAxudl  se encuentra en la cromatina en condiciones de crecimiento

estandar (25°C),  no se observ6 enriquecimiento `en /oct. que codifiquen genes de la

familia hap.  Segdn se ha  investigado,  durante esttes t6rmico es posib]e observar

relocalizaci6n  de  proteinas  en  /oc/.  que  codifican  genes  Asp,  como  por  ejemplo

HSF (Kregel y cols., 2002), Spt5 y Spt6 (Andrulis y cols., 2002),  pTEFb (Ni y cols„

2004) y otros  modificadores de estructura de cromatina  (Saunders y cols.,  2003;

Lebedeva  y  cols.,   2005).   La  relocalizaci6n  de  estos  elementos  es  visible  en

cromosomas politenicos a los 20 minutos despues de exponer las larvas de tercer

estadio  a  esttes  t6rmico  agudo  (37°C).  Asi,  cabe  la  posibilidad  de  que  DAxudl

forme parte de este conjunto de proteinas y su serial pueda ser apreciable en los

/oct. hap  en  preparaciones  de  cromosomas  polit6nicos  durante  esttes termico  en

las regiones sefialadas en la Figura 14A.

Segdn se aprecia en la Figura  148,  DAxudl  experimenta una redistribuci6n

de su patr6n de distribuci6n en  los /oc/. 87A y 87C,  cuya serial coincide altamente

con la de ARN  Pol llo, transcripcionalmente activa.  Lo anterior sugiere que, similar

a otros elementos ya mencionados,  DAxudl  seria  uno de los factores  reclutados

durante la activaci6n de la transcripci6n de genes hsp70. Cabe destacar que en el

/ocus 87C estan los genes hap70Bbb y hsp70Bb, cuyo aumento en estfes t6rmico

se  ve  disminuido  en  los  animales  con  p6rdida  de  funci6n  de  DAxudl.  Por  otra

parfe, en el /ocus 678, en que se localizan hap26 y hsp67, no se aprecian cambios

en la redistribuci6n de DAxudl,, consistente con el menor efecto en la expresi6n de

estos genes al manipular los niveles de DAxudl .
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Figura  14:  DAxudl  relocaliza sobre /oc/. que codifican genes Hsp70 durante
estr6s t6rmico. A)  Esquema que grafica las posiciones citol6gicas 87A y 87C en
el cromosoma 3R de Drosapht./a me/anogasfer. Se aprecian los genes que hay en
cada /ocus,  indicando todos los paralogos hsp70 y la direcci6n de la transcripci6n.
(Figura adaptada de Gong y cols,  2004).  8)  Inmunofluorescencia de cromosomas
polit6nicos donde se observa la reestructuraci6n de los patrones de bandeo de los
diferentes  elementos  analizados  al  someter  larvas  de  tercer  estadio  a  estres
termico (37°C por 20 minutos).  Barra 5 LJm.
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Objetivo especifico 3: Generar un perfil de posicionamiento gen6mico de
DAxudl  para establecer su rol regulatorio con respuesta global a esttes

Localizaci6n gen6mica de DAxudl

Los  resultados  de  los  objetivos  anteriores  han  permitido  determinar  que

DAxudl   es  una  proteina  nuclear  asociada  a  la  cromatina,  que  durante  estfes

t6rmico  DAxudl   se  recluta  en  /oc/.  de  genes  hap70,  y  que  su  disminuci6n  de

expresi6n genera fenotipos de reducida termotolerancia posiblemente producto de

una activaci6n transcripcional deficiente de paralogos hap70.

La  distribuci6n  de  DAxudl  es  extensa  en  la  cromatina  en  condiciones  sin

estfes fermico (Figuras  11  y  13),  por [o que es posible que regu]e ]a transcripci6n

de   genes   que   participen   en   procesos   no   relacionados   con   estfes,   permita

mantener  niveles  de  transcripci6n  basales  de  otros  genes  Asps  o  de  genes

relacionados con esttes.  Dado que las observaciones en cro`mosomas polifenicos

no  proveen  resoluci6n  suficiente  para  determinar posicionamiento  de  DAxudl  en

unidades   transcripcionales    particulares    o   especificamente   en    las    regiones

regulatorias, se opt6 por una estrategia que pudiera responder estas preguntas.

Se   seleccion6   Ia   estrategia   de   secuenciaci6n   masiva,   DamlD-seq,   en

particular  su  variante  TaDa-seq   (que  permite  combinar  el   DamlD-seq   con   el

sistema  UAS-Gal4).  Con  este  sistema  podemos  expresar  la  proteina  de  fusi6n

Dam::DAxudl   de   forma   tejido   y  tiempo   especifico.   En   este   experimento,   Ia

expresi6n y ais[amiento de material se realiz6 a partir de discos imaginales de ala,

ya que se {rata de un tejido en proliferaci6n,  diploide y donde se habian realizad.o

los estudios previos respecto de la funci6n de DAxudl .
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Respecto a la naturaleza de la t6cnica, esta se basa en  la propiedad de la

proteina  Dam de E.  co//.,  capaz de metilar las adeninas de  las secuencias  GATC

del  ADN  pr6ximas  a  [os  sitios  de  uni6n  de  [a  proteina  de  fusion;  en  este  caso

DAxudl . De esta forma, es posib]e marcar covalenfemente (mediante meti]aci6n) y

aislar   las   secuencias   de  ADN   flanqueadas   por  estas   metilaciones   para   ser

posteriormente  secuenciadas.   Otra  ventaja  de  la  tecnica  es  que  no  requiere

anticuerpos especificos y ademas requiere una menor cantidad de material que la

t6cnica CHIP-seq,  por lo que se consider6 una buena estrategia para, a trav6s de

su  perfil  de  posicionamiento  en  el  genoma,  entender la  funci6n  regulatoria  de  la

expresi6n  de  DAxudl  en  la  cromatina.  Hay que destacar que esta  aproximaci6n

experimental tampoco requiere ais]ar e] tejido del cua[ se extraera el ADN,  ]o cual

simplifica enormemente la obtenci6n del material a ana]izar.

Como  ya  se  sefial6  se  obtuvo ADN  a  partir  de  discos  imaginales  de  ala

cada una de las 3 teplicas experimentales realizadas para cada condici6n, las que

fueron secuenciadas en el equipo lllumina Hiseq-2500 (Macrogen,  Corea del Sur).

Las  secuencias   arrojaron   estandares  de  calidad   aceptables   para   posteriores

analisis,  obteni6ndose  para  todas  las  muestras  goo/o  de  lecturas  con  calidad  Q

>20,  mientras que el  mismo  indice Q fue sobre 30  en  el  800/o  de  las  muestras y

que  corresponden  a  las  seleccionadas  para  analisis  posteriores  (Tabla  S10).  De

los  pares  de  lecturas  generados,  todas  las  muestras  tuvieron  un  alineamiento

sobre 73% sobre el genoma de Drosaph/./a me/anogasfer. Considerando la replica

con  menores  lecturas  mapeadas,16.392.179  lecturas  (Tabla  S10),  se  calcul6  la

cobertura.minima  del  experimento  que  lleg6  a 27X en  el  genoma  de Drosapht./a
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me/anogasfer (Utilizando la f6rmula Cobertura=(tamafio de lecturas x Cantidad de

lecturas mapeadas)ITamafio del genoma haploide).

No  existen  estandares  publicados  sobre  la  cobertura  de  experimentos  de

Dam-ID, pero como referencia, para un Chip-seq (tecnica con finalidad y estrategia

similar)  la  cobertura  minima  de  secuenciaciones  sobre  los  genomas  para  hacer

analisis posteriores fue de 10X (Jhonsons y cols., 2007; Sims y cols., 2014), por lo

que nuestros experimentos contaron con cobertura y calidad suficientes.

Esencialmente,  Ia informaci6n de la secuenciaci6n de DamlD-seq es similar

al  de  Chip-seq,   aunque  los  experimentos  de  DamlD-seq  tienen   un  sesgo  de

lecturas hacia zonas GATC,  las que pueden tener un conteo relativamente alto en

]as  muestras  Dam  control,  ya  que  ]a  proteina  Dam  por si  sola  puede  metilar en

zonas descompactadas de la cromatina.  Esto genera falsos negativos en el caso

de factores de transcripci6n activadores y falsos positivos en el caso de represores

transcripcionales  (Owen  &  Brand,  2015).  Debido  a  estos  sesgos,  fue  necesario

realizar  un  filtro  especial  para  las  lecturas  de  modo  de  lograr  una  normalizaci6n

adecuada  de  la  serial  Dam.  Esto  se  corrigi6  con  el  scr/.pf en  Perl  generado  por

Owen y Brand (2015), descrito en Materiales y Metodos.

A partir de la informaci6n del mapeo de secuencias, se procedi6 a identificar

zonas en que las  lecturas de  Dam::DAxudl  eran significativamente mayores a la

del control Dam,  para ello se utiliz6 el programa Findpeaks (Owen y Brand 2015),

que   compara   las   sefiales   del   control   con   la   de   la   condici6n   experimental

(Dam::DAxudl), e identifica las zonas que tienen serial significativamente mayor y

estables entre feplicas. A partir de ello,  se identificaron  1589 peaks significativos,
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donde  Dam::DAxudl  se  posiciona con  mayor frecuencia  en  el  genoma.  De estos

1589 sitios,  301  corresponden  al cromosoma X,  276 al cromosoma 2L,  279 a 2R,

369  a  3L,  327  a  3R,  9  a  cromosoma  4  y  6  a  heterocromatina  constitutiva.  La

distribuci6n  gen6mica de  los peaks fue mayoritariamente  intr6nica,  sobre  un 40°/o

(Figura  15), siendo un 26,4% de elementos intergenicos y un  16,1°/o de elementos

en  promotores  (considerando  presencia  del peak en  -1000  rio  arriba  del  sitio  de

inicio  de  transcrjpci6n  para  Drosaphi./a  me/anogaster).  Esta  distribuci6n  no  seria

producto del azar ya que en el genoma de Drosaph/./a los intrones corresponden a

un  9%  del  genoma  y  en  promedio,  Ios  genes  se  constituyen  de  4,67  intrones

(datos www.ensembl.or ). A partir de esto,  se debe recalcar que mas de un  50°/o

de estos sitios se localizan en el   primer intr6n (Figura  16).

Anotaci6n de peaks

Para    ejercer    un    control    regulatorio    sobre    un    proceso    especifico,

generalmente un factor de transcripci6n debe localizarse en las cercanias o dentro

de la regi6n que codifica un gen  implicado en dicho proceso.  Con el fin de asociar

genes puntuales con  los peaks identificados,  se utiliz6 el  programa  HOMER (Salk

Institute,  Heinz y cols.,  2010),  que  asocia peaks dentro de genes y en  region  del

promotor   (Criterio   -1000   a   +200   bases   desde   el   inicio   transcripci6n   para   D.

melanogasten.
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Figura 15: Distribuci6n gen6mica de los peaks significativos identificados
por DamlD.

La  localizaci6n de los peaks se asoci6 con genes segtln el criterio descrito

anteriormente.   Bajo  este  analisis,  5  genes  Asp  marcaron  positivo,  todos  en  la

regivi6n promotora-.  hsp60B,  hsp70Bc,  hsp70Bb,  hsp70Bbb,  hsp67C., y 2 prote`inas

"Heat   Shock   cognate",   chaperonas   moleculares   con   alta   similitud   a   Hsp70,

codificadas por los genes hsc70-3 y hsc70-C. Estas proteinas Hsc tienen un rol de

chaperona en estados no estresados y son de expresi6n basal (Lawrence y cols„

1991 ).
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Figura 16: Distribuci6n en intrones de los peaks significativos identificados
por DamlD.

Agrupando  los genes en  categorias funcionales  utilizando  la  plataforma en

linea  STRING  (Tablas  8  y  9),  no destac6 el  grupo de  genes  relacionados  con  el

proceso  de  tolerancia  estres  termico,   probablemente  por  no  ser  suficiente  el

ndmero  de  ellos  para  marcar significancia  para  esa  categoria  (Mi  y  cols.,  2013).

Sin  embargo,  se  observan  categorias  como  morfog6nesis y  desarrollo  neural  de

Drosaphi./a,  consistentes  con  el  posible  rol  de  los  genes  hom6logos  a  DAxudl

durante   el   desarrollo   neural   en   pez   cebra   (Feijo6   y   cols.,   2009)   y   para   la

estructuraci6n del epitelio en Drosapht./a durante el desarrollo embrionario y discos

imaginales (Glavic y cols.,  2009;  Figura 2).
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Perfil general de localizaci6n o metagen6mico

Para tener una mejor idea de c6mo el posicionamiento de DAxudl  regula la

transcripci6n  de  sus  posibles  genes  blanco,  se  elaboraron  perfiles  de  ocupaci6n

g]oba],  uti]izando  la  serial  de  Dam::DAxudl  a[rededor de  zonas  de  interes  como

sitio de  inicio de transcripci6n  ([T) y  [os  genes. tota[es  (en  escala  a  1000  bases).

Esto utiliza la serial promedio (eje Y)   en cada loca]izaci6n computada en e[ eje X

del grafico. A partir de esta informaci6n se generaron perfiles alrededor del sitio de

inicio   de   transcripci6n   (Figura   17)   y   en   genes   a   escala,   con   y   sin   peaks

significativos (Figura 18).

En   la  Figura   17  se  puede  apreciar  que  a  nivel  gen6mico  la  serial  de

Dam::DAxudl   tiene  tendencia  a  distribuir  a[rededor  de  ]os  sitios  de   inicio  de

transcripci6n,  con  dos peaks alrededor de este punto.  Un  analisis mas  resolutivo

que consider6 s6Io los genes con peaks significativos demostr6 que Dam::DAxudl

tiene  una fuerte tendencia  a  localizarse en zonas  promotoras y no  en  el  sitio de

inicio de transcripci6n
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Tabla 8: Agrupaci6n de genes anotados que tuvieron posicionamiento significativo
de  DAxudl  en  el  experimento de  DamlD  para  procesos  biol6gicos generales.  La
agrupaci6n se realiz6 mediante la herramienta  Gene Onto/ogy (GO)  de bases de
datos en linea.

ProcesoBiol6gico Genesidentificados Nombre de los genes

Generaci6n de 69 slp2,pyd,esg,E2fl,klar,mfas,futsch,if,scrib,Ten-

neuronas a,N,gukh,XNP,sbb,smt3,emc,CG10431,Imp,hh,robo2,tutl,lnt6,NijA,RhoGAP93B,boi,nkd,
drl,Lar,babos,gt,jing,Ptpl0D,unc-
5,ovo,grh,esn,cdi,stan,en,hth,Kank,Src42A,RhoGAP100F,kibra,fj,CG8668,trh,tai,Nckx30C
chn,baz,dnc,kni,tinc,LPR2,Raf,war,ECR,bun,trn,inv,slow,aop,aos,salm,cllp,CG31871,fru,s

ty

Morfog6nesis 101 babl,if,Pld,Cerk,futsch,gukh,rdx,vn,N,scrib,tio,E2fl,esg,pyd,slp2,qsm,18w,mfas,Stat92E,
klar,boi,RhoGAP93B,NijA,lnt6,Myol0A,tutl,Shroom,jing,gt,CG43427,drl,Lar,zfh2,Dll,CG1

0431,emc,CG43658,Pgk,smt3,XNP,sbb,robo2,hh,lme4,Hr39,sr,fj,kibra,RhoGAP100F,Src4
2A,Kank,rols,Hph,baz,chn,kirre,T48,CG34460,Nckx30C,tai,trh,mbc,lbk,unc-
5,ovo,Ptpl0D,Myo61F,C15,Cypl8al,en,hth,stan,heph,awd,grh,siz,ECR,bun,Phk-
3,verm,fru,sty,CG31871,dlp,salm,aos,aop,slow,inv,cpb,trn,rt,lnx3,kni,dnc,grim,opa,cort,
Raf,wor,LPR2

Morfog6nesis 57 en,hth,heph,stan,18w,grh,awd,Stat92E,ovo,E2fl,Myo61F,esg,C15,pyd,Cypl8al,baz,vn,r

de epitelio dx,N,CG34460,scrib,tio,trh,mbc,fj,babl,if,Src42A,Hph,Cerk,Raf,hh,lme4,Inx3,emc,CG436
58,opa,sbb,jing,Shroom,fru,sty,dlp,CG43427,aos,salm,aop,slow,inv,Dll,trn,zfh2,boi,bun,
ECR,siz,Myol0A

Morfog6nesis 57 CG43658,sbb,opa,lnx3,emc,Ime4,hh,Raf,Myol0A,boi,siz,bun,ECR,slow,aos,salm,aop,Dll,

de tejido zfh2,trn,inv,sty,fru,jing,Shroom,CG43427,dlp,C15,Myo61F,esg,pyd,Cypl8al,E2fl,ovo,gr
h,awd,Stat92E,heph,stan,hth,en,18w,Cerk,Hph,if,fj,babl,Src42A,scrib,CG34460,N,mbc,ti
o,trh,baz,vn,rdx

Movimiento 53 Raf,robo2,hh,CG14838,opa,XNP,sbb,kni,dlp,gt,jing,Shroom,fru,Lar,drl,trn,cpb,salm,aos,a

celular op,bun,ECR,NijA,RhoGAP93B,tutl,18w,en,stan,klar,Stat92E,awd,inac,unc5,Ptpl0D,slp2,e
sg,gukh,vn,bbg,baz,mbc,N,scrib,tai,RhoGAP100F,Src42A,sr,if,kibra,futsch,CycB,rols,Cerk

Locomoci6n 52 kni,XNP,sbb,opa,emc,hh,robo2,Raf,tutl,RhoGAP93B,NijA,ECR,bun,aos,aop,salm,trn,cpb,L
ar,drl,fru,Shroom,jing,gt,dlp,esg,slp2,Ptpl0D,unc5,awd,inac,klar,Stat92E,stan,en,18w,C
erk,rols,if,kibra,sr,Src42A,RhoGAP100F,Ten-a,scrib,tai,N,mbc,baz,bbg,vn,gukh

Diferenciaci6n 60 fru,jing,dlp,CG31871,gt,slow,aop,salm,aos,trn,Lar,drl,boi,RhoGAP93B,NijA,ECR,bun,Int6,

neural tutl,hh,wor,robo2,LPR2,Imp,emc,CG10431,kni,XNP,sbb,dnc,smt3,baz,chn,gukh,scrib,tai,
Ten-
a,N,Nckx30C,trh,if,fj,CG8668,Src42A,RhoGAP100F,Kank,futsch,stan,en,hth,esn,mfas,grh,
klar,E2fl,PtploD,unc-5,ovo,slp2,pyd

Desarrollo de 83 Kdm2,en,hth,heph,stan,grh,ovo,unc-

6rganos 5,lbk,Cypl8al,Myo61F,C15,kirre,chn,baz,trh,mbc,CG34460,Nckx30C,RhoGAP100F,Src42
A,pxb,sr,fj,kibra,rols,Hph,Raf,wor,rt,opa,toe,kni,dlp,sty,fru,inv,cpb,trn,aop,aos,salm,slo
w,bun,ECR,siz,verm,18w,Notum,klar,Stat92E,inac,E2fl,pyd,esg,rdx,vn,bbg,tio,N,tara,Te
n-
a,scrib,babl,if,futsch,msi,Cerk,robo2,hh,Hr39,emc,sbb,CG43658,gt,CG43427,jing,drl,Lar
zfh2,Dll,boi,tut

Desarrollo de 113 boi,RhoGAP93B,NijA,lnt6,tutl,jing,CG43427,gt,babos,Dll,zfh2,nkd,CG17683,Lar,drl,emc,

sistemas CG10431,CG43658,XNP,sbb,smt3,hh,robo2,Imp,Hr39,if,babl,Cerk,msi,futsch,bbg,vn,rdx

gukh,Ten-
a,mtg,scrib,N,tara,Mdr65,tio,eg,E2fl,esg,pyd,slp2,Notum,mfas,18w,inac,klar,Stat92E,siz
ECR,bun,verm,fru,sty,CG31871,dlp,slow,salm,aop,aos,trn,cpb,inv,rt,kni,toe,grim,dnc,op

a,wor,Raf,CG5326,LPR2,tinc,kibra,sr,fj,CG8668,pxb,Src42A,RhoGAP100F,rols,CG12007,H

ph,Kank,baz,chn,kirre,tai,CG34460,Nckx30C,mbc,trh,Ptpl0D,unc-
5,lbk,ovo,C15,Myo61F,Cypl8al,cdi,stan,heph,hth,en,esn,Kdm2,grh,awd
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Tabla 9:   Vias de sefializaci6n  mas enriquecidas a partir de  la  lista de genes e.n
cuyo  /ocus  se   posiciona   DAxudl.   La   informaci6n   se  gener6   a   partir     de   la
informaci6n  de  vias  de  la  iniciativa  Kyoto  Encyclopedia  of Genes  and  Genomes
(KEGG) que tiene la informaci6n de vias metab6licas y de sefializaci6n, junto con
la herramienta para identificar vpias posiblemente intervenidas a partir de listas de
genes  como  la  generada  a  partir  del  analisis  de  posicionamiento  de  peaks  de
DAxudl.   Esto   da   informaci6n   de   que  via   es{aria   intervenida   o   regulada   por
DAxudl  de manera mas probable.

Ruta Genesdelaruta Genes identificadosenelanalisis Nombre de los genes

Biosfntesis deacidosgrasos 13 4 AcCoAS,PCB,ACC,Acsl

Beta-Oxidaci6n deacidosgrasos 18 4 CG31871,AcCoAS,Mtpalpha,Acsl

Beta-Oxidaci6nMetaMAPP 23 4 Acsl,Mtpalpha,AcCoAS,CG31871

Sefia[izaci6n TGF-Beta 13 3 Fs,Mad,wg

Sefializaci6nHedgehog 10 2 CycB,ptc

Ciclo celular 49 5 grp,CycD,sgg,CycB,Cdk4

Ciclo de  Krebs 23 3 PCB,SdhA,Nc73EF
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En  la  Figura  188  se  observa  el  peffil  metagen6mico  agrupado  para  los

genes  con  serial  significativa.  Esta  agrupaci6n  de  los  genes  ofrece  una  mej.or

resoluci6n   y   agrupa   los   genes   segdn   una   serial   similar   de   acuerdo   a   las

coordenadas  establecidas  para  e[  c6mputo  (sitios  de  inicio  de  transcripcj6n  o

genes escalados). Se diferenciaron 3 tipos de sefiales positivas que corresponden

a las 3 formas en que DAxudl  se distribuye en de los genes.  Se puede observar

que existe una mayoria de genes donde DAxudl  se localiza en zonas intrag6nicas

(Grupo 2,  serial celeste) y en promotores (Grupo 3,  serial amarilla),  habiendo una

minoria de peaks con muy baja serial,  pero significativa,  dentro del cuerpo de los

genes   (Grupo   1,   serial   azul).   Este   patr6n   puede   asociarse   con   factores   de

transcripci6n  que  se  localizan  preferentemente  en  promotores  (Grupo  3),  y  es

posible   que   la   sefial   intrag6nica   (Grupo   2)   corresponde   que   resulta   de   la

djstribuci6n  de  DAxudl  en  jntrones,  ya  que  estos  representan  un  41.50/o  de  los

peaks.  Los  grupos  de  genes  identificados  por  las  distintas  distribuciones  no  se

asocian a ningtln tipo de proceso especifico como estfes o apoptosis.
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Figura  17:  Perfil  metagen6mico de  Dam::DAxudl  alrededor de  los sitios de
inicio de transcripci6n. Mediante el programa Deapfoo/s se generaron perfiles de
ocupaci6n  gen6mica  a  partir  de  los  genes  con  peaks  significativos,  realizado  a
partir de  los  perfiles  totales  de  posicionamiento     (Figura  S17).  Aqui  se  grafica  el
sitio  de  inicio  de  transcripci6n  alineado  de  todos  los  genes  anotados  para  la
versi6n  dm3  del  genoma  de  Drosaph/./a  (eje  X)  con  la  serial  del  experimento  de
Dam  (escala  logaritmica  promedio  de  enriquecimiento  de  serial).  Se  realizaron
perfiles para todo el genoma, considerando sefiales de Dam::DAxudl  significativas
y no significativas (A) y perfil solo para los genes con serial significativa (8).
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Figura  18:  Perfil  metagen6mico sobre el  cuerpo de  los genes y agrupaci6n
de  las  sefiales.  Todos  los  genes  fueron  escalados  a  1000  bases,  dejando  sin
escalar 500 bases despu6s del  inicio de transcripci6n  (lTs) y 500 bases antes del
t6rmino  de transcripci6n  (TTs).  Tambi6n  quedaron  sin  escalar  las  zonas  -1kb  rio
arriba del gen y +1 kb despues del termino de transcripcj6n. A) Perfjl para todos los

genes  con  serial  significativa  de  Dam::DAxudl.  8)  Misma  informaci6n  que  en  A,
pero  en  grupos  de  genes  con  patr6n  de  posicionamiento  similar.  Se  aprecian  3
grupos, de los cuales el 2 y el 3 dos son de alta serial,  mientras que el grupo  1  es
de serial baja repartida por todo el gen.
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Figura 19: Secuencias consenso encontradas a partir del alineamiento de las
secuencias  de   los  peaks.   Se   ilustran   las  secuencias  consenso  principales
encontradas  utilizando  el  programa  DREME,  introduciendo  las  1589  secuencias.
Se  ordenaron  en  base  a  E-valor y a  recurrencia en  las  secuencias,  siendo el  E-
valor un valor estadistico desarrollado para alineamientos de secuencias,  analogo
a p-valor de test estadisticos de valores numericos (Bailey, 2011 ).
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Motivos consenso derivadas del analisis de las secuencias en que se
posiciona DAxudl

EI largo de las secuencias de [os peaks significativos, uti[izando el programa

F/.ndpeaks fue de entre 50-5000, Ias secuencias de los 1589 peaks se extrajeron y

se  alinearon   con   el   programa   DREME   (Bailey,   2011).   Este   programa   realiza

alineamientos   mdltiples   de   las   secuencias   ingresadas,   buscando   secuencias

consenso recurrentes, a la vez que realiza fesf estadisticos de probabilidad de que

esas  secuencias  sean  encontradas  al  azar  tanto  en  el  genoma  de  Drosaph/./a

como   en   las   secuencias   analizadas   (Bailey,   2011).   Los   resultados   de   los

alineamientos se muestran en [a Figura 19.

No necesariamente los primeros motivos en la jerarquia se corresponderian

con una posible secuencia de uni6n de DAxudl , ya que pueden ser indicadores de

motivos   recurrentes   en   promotores   de   genes  Vinculados   con   algdn   proceso

biol6gico   particular,   o   a  contextos   gen6micos   especificos.   Para   obtener  esta

informaci6n se utiliz6 el programa GOMO (AIgoritmo y base de dates descritas en

Bode y cols., 2008), que asocia los motivos encontrados por DREME a promotores

conocidos   y   caracterizados   en   el   genoma   de   Drosaph+./a   me/anogasfer.   EI

programa  GOMO  busca  la  secuencia  ingresada  en  los  promotores  de todos  los

genes  de  la  especie  seleccionada  (definidos  en  -1000  a  +200  desde  el  inicio  de

transcripci6n) y los asocia con rol funcional de las bases de Gene Onto/ogy (GO),

en  el  que  se  hace  una  correcci6n  adicional  (que  origina  al  valor  p)  en  cuan

probable  seria  el  mismo  resultado  si  las  secuencias  de  promotores  estuviesen

asignados  a  genes  aleatoriamente  (Bode  y  cols.,  2008).   EI  resultado  de  es{e
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analisis   se   resume   en   la   Tabla   10,   en   que   la   secuencia   nucleotidica   mas

recurrente fue  identificada como RTACATAY (abreviaturas y siglas para clave de

nucle6tidos,  pagina  V)  esta  presente  en  promotores  de  genes  de  respuesta  a

esttes   t6rmico   e   hipoxia.   Esto   refuerza   la   idea   que   DAxudl   participaria   en

respuesta  a  estr6s  t6rmico,  a  trav6s  de  la  uni6n  a  una  secuencia  consenso

particular.  EI  segundo  motivo  (ATAWATA\/V)  se  ha  vinculado  a  promotores  de

genes  de  respuesta  a  pat6genos,  otro  tipo  de  estr6s.  Un  tercer  motivo  es  que

ACACADY  tiene  recurrencia  en  promotores  de  genes  de  desarrollo  de  cord6n

neural ventral en Drosaph/./a.
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Tabla  10:  Asociaci6n  de  secuencias  consenso  a  categorias  de  Ger}e  Onto/ogy,
utilizando informaci6n de promotores anotados de Drosaph/./a me/anogasfer.

Procesos Biol6gicos Funci6n Molecular

Clave GO p-valor Nombre categorfa Clave GO p-valor
Nombrecategorfa

RTACATAY GO:0035080 8,80E-05
Respuesta a estres termico

GO:0005388

5,47e-05 Transporte deCalciomediado

mediante pu:ffi cromos6micos por ATP

GO:0001666 1,68E-02 Respuesta a hipoxia

GO:0030239 9,16E-02 Ensamblaje de miofibras

ATAWATAW
GO:0050829

1,52E-01 Respuesta a bacterias Gram-Negativas
GO:0030533

1,42E-04
ARNt

GO:0006333 2,45E-02 Ensamblaje de cromatina

GO:0006412 1,02E-02
Traducci6n

ACIACADY

GO:0007419 2,84E-04
Desarrollo de Cord6n Neural

GO:0003700 1,42E-04
Factor

Ventral transcripcional

GO:0007476 1,42E-03
Morfog6nesis de discoimaginaldeala

GO:0005509 1,42E-04

\Uni6ndecalcio

GO:0007400 4,98E-03
Diferenciaci6n deneuroblastos

GO:0030707 2,35E-02
Desarrollo celular de foliculodeovariolo

GO:0007179
2,62E-02

Via TGF-beta

cjivcrmcIA
GO:0035075 1,54E-01 Respuesta a ecdisona GO:0003700 1,42E-04

Factortranscripcional

AREGACIAG
GO:0007422 1,42E-04

Desarrollo de sistema nervioso

GO:0003700 1'42E-05
Factor

periferico transcripcional

GO:0048867 1,42E-04
Diferenciaci6n de celulastroncales

CCTCSBCC
GO:0034470 5,69E-04 SI'ntesis de ARNr

GO:0016072 7,03E-02 Sintesis de ARNnc
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DISCUSION

En este trabajo se IIevaron a cabo experimentos que permiten proponer que

DAxudl  modula la respuesta a esttes t6rmico en Drosaph/./a me/anogasfer, 6sto a

trav6s de la activaci6n transcripcional de genes hap70. Cabe destacar, que existen

pocos estudios que den informaci6n precisa e integrada sobre la funci6n fisiol6gica

y molecular de  DAxudl  y sus  ort6Iogos.  Concluimos que,  durante estfes termico,

DAxudl   relocaliza   sobre  /ocf.  que   codifican   genes  hap70,   con   la  funci6n   de

promover de manera eficiente la transcripci6n de estos genes en  condiciones de

esttes celular.  Lo anterior explica por qu6 Ios animales con  perdida de funci6n de

DAxudl  son sensibles al estfes t6rmico y reducen su sobrevida al ser desafiados

con esfe tipo de estfes.

Lo   anterior   tambi6n   fue   apoyado   por   la   informaci6n   de   perfiles   de

posicionamiento   gen6mico   de   DAxudl,   en   que  se   observ6   que   no   s6lo   se

posiciona sobre algunos genes hsp70, sino que las secuencias identificadas por el

analisis  de secuencias  de distribuci6n  de  DAxudl  sugieren  que esta  proteina se

localiza frecuentemente  cercano  al  motivo  nucleotidico  RTACATAY,  presente  en

todos los promotores de genes de la familia Asp en Drosapht./a me/anogasfer. Este

motivo  puede  servir para  guiar a  DAxudl  en  el  genoma,  o  bien  puede servir de

uni6n para un complejo mayor, del cual DAxudl  forma parte y asi podria no unirse

directamente al ADN.
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Los genes Asp son  necesarios  no s6lo  para  la tolerancia a estfes t6rmico,

tambi6n  se  ha  demostrado  que  forman  parte  de  un  mecanismo  citoprotectivo

conservado   universalmente y cuya regulaci6n transcripcional podria depender en

animales de DAxudl .

1.I Rol de DAxudl en la respuesta a esl:res

Se   ha   observado   que   DAxudl    aumenta   considerablemente   durante

diferentes   formas   de   esttes   cr6njco.   Lo   anterior   incluye   resultados   para   la

exposici6n   a:   doxorrubicina,   en   que   el   ort6Iogo   de   rat6n   (AXUD1/CSRNP1)

aumenta  mas  de  2  veces  en  cardiomiocitos  expuestos  por  10  semanas  a  este

quimico  (Yi  y  cols.,  2006);  para  esttes  oxidativo  inducido  durante  3  meses  por

nanoparticulas de Cerio en tejido hipocampal de rat6n (Cheng y cols., 2013); para

estfes por baja temperatura (12°C),  en c6lulas de retina humana expuestas a frio

por seis dias presentan un aumento de DAxudl,  mss de 3 veces (Pasovic y cols.,

2016);  para esttes por presi6n,  en cementoblastos humanos expuestos a presi6n

de 30 g/cm2 por mas de seis horas, presentan un aumento significativo al cabo de

este tiempo (Diercke y cols., 2014). Con estos antecedentes y otros sefialados en

la  introducci6n  de esl:a tesis,  se  decidi6  estudiar si  DAxudl  es  necesario  para  ]a

respuesta a esttes t6rmico ya que es una respuesta de esttes generalizada, facil

de inducir y el mecanismo celular para su to]erancia es similar a los ol:ros tipos de

estfes  donde  se  analizaron   los  cambios  de  expresi6n   de  los   hom6logos  de

DAxudl.  El  mecanismo de tolerancia que opera  para todas  las formas de esttes

celu]ar se basa en la rapida transcripci6n de genes haps y su posterior traducci6n

(Kregel y cols., 2002;  Richter y cols., 2010).
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1.1.- DAxudl es un elemento de respuesta a estr6s a trav6s de genes hsp70

Los  antecedentes  de  DAxudl  coinciden  con  tipos  de  esttes  en  que  este

gen,  junto  con   los  de  la  familia  hsp,   aumentan  en   condiciones  como  estfes

oxidativo  (Bruce  y  cols.,  1993;  Ahamed  y  cols.,  2010),  baja  temperatura  (King  y

cols.,  2015)  y  presi6n  hidrostatica  (Kaarniranta  y cols.,  1998).  Si  bien  DAxudl  no

es  el  tlnico  elemento  necesario  para  la  transcripci6n  de  genes  Asp  (Lis  y  cols.,

2001;  Kregel  y  cols.,  2002;  Richter y  cols.,  2010),  se  observ6  que  la  p6rdida  de

funci6n disminuye la eficiencia de transcripci6n durante esttes fermico agudo de al

menos dos genes paralogos hsp70 en el locus 87C, que son hsp70Bb y hsp70Bbb

(Figura 9C).  En condiciones de esttes termico,  Ia transcripci6n de genes hap70Bb

y hsp70Bbb fue significativamente  menor,  en  al  menos  un  30%,  en  animales  en

los   que   DAxudl   fue   silenciado,   lo   que   explica   la   mayor  sensibilidad   de   los

animales   a   las   condiciones   de   esttes   t6rmico   ensayadas   (Figura   8A),   y   la

reducci6n  en  la  sobrevida  de  los  adultos  deficientes  en  DAxudl   expuestos  a

incrementos diarios de la temperatura ambiente (Figura 98).  Un  resultado similar,

en  cuanto  a  pupaci6n,  se  obtuvo  al  crecer  las  larvas  deficientes  en  DAxudl  en

medio  con  0.50/o  de  Per6xido  de  Hidr6geno  (Figura  S20).  Ambos  procesos  de

tolerancia a esttes termico y oxidativo tienen en comtln las proteinas Hsp70 como

efectores (Kregel y cols.,  2002),  siendo mss necesarias en  condiciones de esttes

t6rmico,  ya que la  respuesta a per6xido tiene otros elementos que operan en  las

primeras etapas del estfes, como glutati6n y catalasas, que son utilizados a modo

de   respuesta   rapida   (Ma  y   cols.,   2010).  Asi,   durante   condiciones   de  esttes

oxidativo sostenido la expresi6n de diferentes Hsps se hace fundamental (Bruce y
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cols.,1993; Ahamed y cols., 2010). De lo anterior se infiere que DAxudl tendria un

rol  importante,  a  trav6s  de  la  transcripci6n  de  los  genes  hsp70,  tambien  en  la

respuesta a esttes oxidativo cr6nico.  Lo que se corresponderia con el aumento de

su  expresi6n  previamente  descrita  en  otros  sistemas  (Yi  y  cols.,  2006;  Cheng  y

cols., 2013).

La  eficiente activaci6n  de  la transcripci6n  de los  genes Asp se  deberia  en

gran medida al posicionamiento de DAxudl  sobre /oc/. que codifican genes hap70.

Nuestros  resultados  muestran  que durante el esttes termico agudo  (exposici6n  a

37°C por 20 minutos),  DAxudl  se redistribuye abundantemen{e sobre los /oc/. 87A

y 87C de cromosomas politenicos de glandu[as saliva]es, similar a '[o descrito para

la  ARN  Po[imerasa  Ilo  (transcripcionalmente  activa)  en  las  mismas  condiciones

experimentales  (Ni  y  cols.,  2004).  Este  fen6meno  de  redistribuci6n  ocurre  con

varios elementos de la cromatina que son  necesarios para la transcripci6n de los

genes   hsp70   en   condiciones   de   esttes,    como   son:    HSF   (Sorger,    1991),

remodeladores de cromatina (Saunders y cols.,  2003),  el  complejo de elongaci6n

DSIF  (Missra  y  cols.,  2010)  y el  complejo  Cdk9/Ciclina  T  (Lis y  cols.,  2000).  Asi,

DAxudl  corresponderra a otro elemento que modula la respuesta a esttes termico

agudo,  y  posiblemente  otras  respuestas  a  estfes  como  oxidativo,  hipoxia,  entre

otros (Kregel y cols., 2002).

Por otra parte, en tejidos en proliferaci6n y sin exposici6n a esttes termico,

como el disco imaginal de ala,  DAxudl  se posiciona frecuentemente en zonas del

genoma  con  una  secuencia  especifica  (RTACATAY)  que  se  encuentra  en  todos

los  promotores  de  los  paralogos  de  hap70,  e  incluso  de  los  otros  genes  de  la
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familia Asp.  Esto concuerda con las observaciones de los experimentos descritos,

validando  la  propuesta que  DAxudl  actuaria  como  un  elemento  de  la  cromatina

necesario para la expresi6n de genes hsp70 durante esttes t6rmico.

1.2.-DAxudl en [a respuesta a estr6s a corto y largo plazo.

Concordante   como   un   controlador  transcripcional   durante   respuesta   a

esttes, el aumento de la expresi6n de DAxudl  durante exposici6n a largo-mediano

plazo esta vinculado a la via JNK que activa la apoptosis, lo que se ha confirmado

en  cementoblastos  humanos  (Korb  y  cols.,   2016)  y  en  tejidos  imaginales  de

Drosaphf./a  (Glavic y cols.,  2009).  En  estos  estudios se vincul6 a  DAxudl  con  un

rol  pro-apopt6tico,  tanto  por  e[  fenotipo  de  apoptosis  propiamenfe  tal  (Glavic  y

cols.,  2009),  como  por  observaci6n  de  activaci6n  de  la  via  JNK  (Glavic  y  cols.,

2009; Korb y cols., 2016). Siendo la activaci6n de la via JNK un evento comtln a la

activaci6n  de  la  apoptosis,  proceso  homeostatico  vinculado  a  la  protecci6n  del

tejido frente a agresiones de djstinta naturaleza (Redza-Dutordoir y cols„ 2016).

Con estos precedentes se propone que DAxudl  operaria como un elemento

de respuesta a estfes tanto al inicio de la respuesta, favoreciendo la expresi6n de

genes  hap70,   como  en  el   proceso  terminal  del  esttes,   donde  la  p6rdida  de

homeostasis  celular  llevaria  a  la  activaci6n  de  JNK  e  inducci6n  de  la  apoptosis.

Esta  proposici6n  es  apoyada  por  los  datos  de  DamlD,  donde  se  hallaron  cinco

genes  vinculados  con   la  activaci6n  de  JNK/Bsk:   ccyc42,   aop,   src42A,   msn  y

wengen.  Los  primeros  cuatro vinculados directamente con  la activaci6n  de  la via

JNK en contexto de desarrollo embrionario (Su y cols.,1998;  Noselli y cols., 2000;

Tateno  y  cols.,  2000),  mientras  que  wengen  activa  la  via  JNK  a  trav6s  de  la
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sefializaci6n  TNF/Eigger  (Moreno  y  cols.,  2000).  De  este  modo  la  ganancia  de

funci6n de DAxudl  podrian estimular la {ranscripci6n de estos genes y a trav6s de

ellos   establecer   las   conductas   celulares   ya   descritas.    Dicha   situaci6n   de

regulaci6n   transcripcional   debefa   confirmarse   con   experimentos   futuros.    Un

resumen grafico de esta propuesta se puede apreciar en la Figura 20.
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Figura   20:   Modelo   de   funci6n   de   DAxudl   como   regulador   maestro   de
respuesta   a   estr6s.   A)   Segdn   lo  estudiado  en   esta  tesis,   DAxudl   estaria
implicado  en  la  respuesta  a  esttes  a  corto  plazo,  a traves de  la  transcripci6n  de
genes  Asps y  estos  en  una  primera  etapa  de  exposici6n  al  estr6s  impedirian  la
activaci6n  de  la  via  JNK  mediante  uni6n  directa.  Este  estado  de  supresi6n  de  la
apoptosis activada por JNK que mantendria a la celula viva operaria en la medida
que  las  proteinas  Hsp70  sean  abundantes  y  capaces  de  mantener  integra  la
conformaci6n  de  las  proteinas  desplegadas  por  los  agentes  estresores.  A  largo
plazo,  DAxudl  seguiria  activo  promoviendo  la  transcripcj6n  tanto  de  genes  Asps
como de activadores de JNK, permitiendo mantener el equilibrio que conserva a la
celula viva,  Sin  embargo,  este equiljbrio puede romperse sj  la cantidad  de  Hsp70
libre disminuye debido a la gran cantjdad de proteinas mal plegadas,  no pudjendo
sostener  el  bloqueo  a  la  activaci6n  de  la  via  JNK y  desencadenando  la  muerte
celular programada como proceso final frente al estresor (a).
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En  la etapa jnicial del esttes DAxudl  experimentaria reloca]izaciones sobre

los /oc/. de genes hsp70,  activando su transcripci6n y posiblemente  induciendo  la

fosforilaci6n  y  activaci6n  de  JNK de  manera  leve.  Esta  activaci6n  de  la  via  JNK

incrementaria en funci6n del tiempo del estimulo estresor.  Se ha descrito ademas

que esta activaci6n de la ruta JNK es necesaria para la respuesta a esttes termico

a mediano y largo plazo (Gonda y cols., 2012), y conforme va aumentando el nivel

de activaci6n de JNK/Bsk se llega a un punto en el cual se induce eventualmente

la  apoptosis.  Sin  embargo,  hasta  ahora  no se  conocen  los  mecanismos  exactos

que regulan la activaci6n JNK durante estfes agudo sin los efectos pro-apopt6ticas

(Gonda y cols., 2012).

Como  se  constata  en  la  bibliografia,  tanto  Hsp70  como  JNK  tienen  en

comtln  que  aumentan  su  expresi6n  durante  condiciones  de  estfes  en  las  que

tambi6n  se  observa  que  DAxudl  aumenta  su  expresi6n  a  largo  plazo  (Gabai  y

cols.,1998;  Nagata y cols.,1999; Yi y cols., 2006; Ahamed y cols., 2010;  Cheng y

cols., 2013).  De este antecedente y de nuestras observaciones experimentales se

desprende  la  posibilidad  de  que  DAxudl   sea  un  modulador  transcripcional  de

ambos  elementos,  con  consecuencias diferentes  a corto y a  largo plazo.  A corto

plazo,  en  equilibrio  funcional  entre  los  niveles  de  Hsp70  y  la  activaci6n  de  JNK,

donde se preserva la sobrevida celular o bien a largo plazo, donde el equilibrio se

rompe y el esttes sobrepasa los mecanismos adaptativos, y la activaci6n de JNK

desencadena   la   apoptosis.   A   nivel   molecular   este   balance   se   basa   en   la

interacci6n  fisica  entre  Hsp70  y  JNK  activado  (Basket  en  Drosaph/./a),  evjtando

que  la  serial  mediada  por la  quinasa JNK y que gatilla  la  apoptosis  se  propague
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(Gabai  y  cols.,  1997;  Gabai  y  cols.,  1998).  A  partir  de  los  estudios  de  Gabai  y

colaboradores  (1997,1998),  los autores formularon  un  modelo de equilibrio entre

JNK/Hsp70   que   reside   en   que   durante   el   estr6s   termico   y   oxidativo,   JNK

fosforilado aumenta progresivamente junto a la sintesis de proteinas Hsp70, la que

bloquea  la  acci6n  pro-apopt6tica  de  JNK  activado.  Si  la  cantidad  de  proteinas

denaturadas  aumenta  considerablemente,  las  proteinas  Hsp70  tend fan  menos

probabilidad de interactuar con JNK activado, favoreciendo la serial pro-apopt6tica

si es que esta se mantiene a largo plazo (Gabaj y cols.,1997; Gabai y cols.,1998).

Debido a que ambos elementos dependerian de DAxudl ,  6ste podria tratarse de

un  modulador  central  o  primario  de  este  mecanismo  homeostatico,  en  el  que

inicia[mente   se   impu]saria   [a   sintesis   de   Hsp70   mediante   la   transcripci6n   y

eventualmente  se  favoreceria   la   activaci6n   de  JNK,   Ia   que   a   largo   plazo  y

dependiendo el contexto celular, tendria un efecto pro-apopt6tico. Esto se sustenta

en que la expresi6n prolongada de DAxudl  en discos imaginales de ala resulta en

la activaci6n de la apoptosis dependiente de la activaci6n de la via JNK (Glavic y

cols.,   2009).   La   cantidad   de   DAxudl   expresado   en   las   c6lulas   parece   ser

gravitante  en  los  procesos  de  protecci6n  celular  y  de  apoptosis.  La  expresi6n

elevada  de  DAxudl   inducida  mediante  el  sistema   UAS-Gal4   (que  genera  un

aumento de 29 veces  en  DAxudl,  Figura S8)  genera  un fenotipo de apoptosis y

arresto de ciclo celular (Glavic y cols., 2009),  mientras que un aumento moderado

(de  6,5  veces)  no  produce  tal  efecto  (Figura  S8B,  Figura  S13).  Por  otra  parte,

reducciones  en  los  niveles  de  DAxudl   producidos  por  expresi6n  de  un  ARN

interferente  sensibilizan  a  los  tejidos  y  animales  a  las  condiciones  de  esttes

ensayadas (Figuras 8 y 9; Figuras S19, S20 y S21).
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2.- Funci6n de DAxudl como activador {ranscripciona[

2.1 I-6Es rea[mente DAxudl un actjvador de la transcrjpci6n?

Considerando la informaci6n obtenida en este trabajo, se ha observado que

DAxudl  participaria  en  la  respuesta  a  esttes termico  a  nivel  de  activaci6n  de  la

transcripci6n,   ya   que   durante   esta   condici6n   ocurre   una   relocalizaci6n   de

DAxudl ::GFP en /ocf. que alberga genes de respuesta a estr6s (paralogos hsp70),

adicional al fenotipo de susceptibilidad de animales deficientes en DAxudl  frente a

estfes t6rmico (Figura 8). En las imagenes expuestas en la Figura 13, fue evidente

notar que DAxudl ::GFP se localiza preferentemente en  bandas donde tambi6n  lo

esta  localizada  la ARN  Pol  IIo,  y  usualmente  se  excluye  de  bandas  tefiidas  por

DAPI.   Estas  tlltimas  corresponden  a  /oc/.  con  menor  sintesis  de  ARN,  ya  que

corresponden  a  cromatina   mas  compactada,   cuya  mayor  densidad  de  acido

nucleico  resulta en  un  mayor dep6sito  del fluor6foro  (Zink y  cols.,  2003)  y  por el

contrario, los genes activos presentan escasa tinci6n de DAPI debido a una menor

compactaci6n del ADN.

Esta  co-distribuci6n  de  DAxudl   con  ARN  Polimerasa  activa  es  bastante

extensa sobre todos los cromosomas (Figuras  11  y 13),  lo que en estas primeras

observaciones  sugiere  que   DAxudl   seria   una   proteina  que   interviene  en   la

activaci6n   de   la  transcripci6n   de   manera  generalizada   y   cuya   capacidad   de

activaci6n    dependeria   tanto    del    contexto   de    la    cromatina    como   tambi6n

posiblemente  de  modificaciones  post-traduccionales  de  DAxudl.  Esta  posibilidad

de que  DAxudl  sea  un  activador transcripcional,  concuerda  con  los  estudios  del
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ort6Iogo de rat6n de DAxudl  (CSRNP), en que se confirm6 mediante ensayos de

monohibrido   GAL4-CSRNP   que   esta   proteina   de   fusi6n   tiene   propiedades

activadoras de la transcripci6n del gen reportero luciferasa (Gingras y cols., 2007).

Por  otra  parte,   entre  los  genes  que  aumentaron  su  expresi6n  en  el  analisis

transcript6mico (Tabla S3) se encuentra hsp70Bb, que tambi6n se encuentra en el

/ocus 87C  en  que  DAxudl  se  relocaliza  durante  esttes  termico.  Esto  concuerda

con la hip6tesis de que DAxudl  corresponderia a un activador transcripcional.

Segdn los datos de DamlD, se observ6 que DAxudl  se localiza en intrones

en  un 40,1°/o de los sitios significativamente ocupados,  de los cuales un 51,70/o se

localiza  en   el   primer  intr6n,   lo  que   no  es   resultado  del   azar  ya   que  en   D.

me/anogasfer   el    promedio    de    intrones    por   gen    es    de   4,67    (datos    de

www.ensembl.org).    Un   16,6%   de   las   regiones   metiladas   por   Dam::DAxudl

corresponden  a  sitios  de  inicio  de  transcripci6n  y  promotores  (+500  y  -1000pb

desde el sitio de inicio) y un 26,4%  a zonas intergenicas,  mss lejanas a -1000pb

desde  el  inicio  de  transcripci6n.  Frecuentemente,  Ios  intrones  albergan  sitios  de

uni6n  para  factores  de  transcripci6n  de  tipo  activador  en  genomas  eucariontes

(Hernandez-Garcia y cols., 2014;  Bong & Choi, 2015),  por lo que esta localizaci6n

en los genes puede ser un indicador de esta caracteristica, apoyando asi el resto

de las evidencias presentadas.

Cabe  destacar,   observando  los  perfiles  metagen6micos,   que  si   bien  la

mayoria de los peaks esta dentro de los intrones (40,1%), los peaks que estan en

zonas  promotoras  e  intergenicas  presentaron  un  mayor  enriquecimiento  de  la

serial  Dam::DAxudl  basado en  los valores  Log2(Dam::DAxudl/Dam).  Esto ocurre
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porque  la  serial  entre  zonas  promotoras  y  zonas  intrag6nicas  son  de  similar

magnitud   (Figuras   15  y   16).   Esto  quiere  decir  que   la   probabi[idad   de  que  la

proteina est6 en mayor cantidad o tiempo es menor en regiones intr6nicas que en

zonas  interg6nicas  o  promotoras,  pero  siguen  dando  un  valor  estadisticamente

significativo.

El  perfil  metagen6mico  tambi6n  sustenta  el  posible  rol  de  DAxudl  como

factor de transcripci6n  por uni6n  en  la zona  promotora  (Figuras  17 y  18),  ya  que

existe una fuerte serial rio arriba del inicio de transcripci6n de [os genes. Este perfil

fue construido a partir de[ diagrama de la Figura S4, que grafica el enriquecimiento

de Dam::DAxudl  para cada gen, y a partir de estos se realizaron agrupaciones de

genes  con   un   patr6n  similar,   Io  que  se  grafica  en   la   Figura   18.   Los  perfiles

muestran  que el  enriquecimiento de la serial  es  particularmente alto en zonas  rio

arriba del inicio de transcripci6n de los genes (promotores), asi como una serial de

similar magnitud que predomina dentro de los genes.  La Figura  178 muestra que

Dam::DAxudl   se   localiza  con   una  frecuencia  inferior  en   el  sitio  de  inicio  de

transcripci6n, lo que sugiere que no formaria parte de[ comp]ejo de iniciaci6n de ]a

trascripci6n.  La seFia]  en  e[  inicio de {ranscripci6n  no es  cero  ni  extremadamente

baja,  pero  probablemente  se  debe  a  que  la  tecnica  de  DamlD  produce  sefiales

amplias  de  poca  resoluci6n  al  comparar  con  otras  t6cnicas  como  CHIP-seq  y

CHIP,  pero  con  la  ventaja  de  no  requerir  de  anticuerpos,  ni  del  aislamiento  de

tejidos especifico para extraer la cromatina (Southall y cols., 2013).

2.2 DAxudl regularia su propia expresi6n durante estr6s cr6nico
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Se ha observado en  mamfferos que los niveles de ARN  de  los  hom6logos

de DAxudl  no aumentan inmediatamente frente a condiciones de esttes, sino que

lo  hace  a  mas  largo  plazo,  contrario  a  lo  que  ocurre  con  hsp70  (Kregel  y  cols.

2002). La raz6n de este aumento a largo plazo puede radicar en un mecanismo de

auto-regulaci6n posi{iva mediado por la proteina DAxudl  sobre la transcripci6n de

su  gen,   aumentando  progresivamente  a  medida  que  el  estimulo  estresor  se

mantiene.  Esta  inferencia  surge  de  dos  observaciones:  1)  En  el  experimento  de

DamlD, se observ6 que DAxudl  se posiciona de manera significativa en el primer

intr6n de su gen,  y 2)  Durante el estr6s termico,  a  los 20  minutos,  DAxudl  sufre

relocalizaciones  sobre  genes  de  respuesta  a  esttes  sobre  genes  hsp70  (Figura

14),  posiblemente a raiz de un cambio post-traduccional.  Se debe mencionar que

no  fue  posible  detectar  relocalizaci6n  de  DAxudl   en   cromosomas  polit6nicos

sobre su mismo /ocus codificante (22E), situaci6n diferente a los /oct. hsp70 (87A-

87C), en que no s6lo hay relocalizaci6n de DAxudl , sino tambi6n de muchos otros

factores que favorecen  la sintesis de ARN (Lebedeva y cols., 2005). Ademas,  Ios

genes  hap70  estan  en  tandem  (Figura  14A)  lo  que  favorece  la  detecci6n  de  la

serial.

Es posible que la falta de detecci6n de DAxudl  en su gen en este tipo de

ensayos  resulte  de  la  cantidad  de  proteina  reclutada,  de  la  temporalidad  del

estimulo  en  este ensayo,  o  bien  de  los altos  niveles de  DAxudl  presentes en  el

sistema.

La  relocalizaci6n  de  DAxudl   durante  estr6s  t6rmico  puede  deberse  a

cambios en su estructura terciaria debido a modificaciones post-traduccionales. En
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un primer analjsis de la secuencia primaria de DAxudl  de Drosaphr./a, se identific6

que DAxudl  posee motivos de fosforilaci6n para serina-treonina kinasas (Glavic y

cols., 2009).  Fosforilaciones en estos sitios podrian ocasionar cambios de afinidad

por proteinas o sobre secuencias de ADN especificas. Otra alternativa reside en el

hecho   de   que   la   secuencia   aminoacidica   de   DAxudl   y  tambi6n   la   de   sus

hom6Iogos  en  diferentes  especies  es  rica  en  cisteinas  (Ishiguro  y  cols.,  2001;

Gingras  y  cols.,   2007).   Las  proteinas  que  poseen  alta  cantidad   de  cisteinas

agrupadas  en  segmentos  definidos  son  conocidas  por  ser  sensores  de  esttes,

como es el caso de MTF-1  en Drosapht./a, factor de transcripci6n necesario para la

respuesta  a estfes de metales  pesados,  hipoxia y esttes  oxidativo,  en  el  cual el

motivo   CQCQCAC   acttla   como   sensor   de   activaci6n,   el   que   modifica   su

conformaci6n en condiciones de esttes permitiendo su interacci6n con los factores

de  transcripci6n  basales  (Gunther  y  cols.,  2012),  y  gatillando  la  expresi6n  de

meta[o{ioneinas y glutati6n entre otros (Lichtlen y cols., 2001).

DAxudl   tambi6n  tiene  un  grupo  en  que  6  de  las   17  cisteinas  de  su

secuencia de 852 aminoacidos estan en la serie CGCSCREFCDPETCAC, con un

patr6n similar al de MTF-1.  Es posible que estudiando las  modificaciones en  esta

secuencia  se  pueda  obtener mas  informaci6n  sobre  un  potencial  mecanismo  de

regulaci6n  por  cambio  conformacional  de  DAxudl   y  c6mo  6ste  determina  las

interacciones de DAxudl  en esttes agudo, pudiendo proponer asi una explicaci6n

para los fen6menos de relocalizaci6n observados.  Es necesario mencionar que el

factor  HSF,  que tambi6n  relocaliza  en  los  /oc/. de  hap70 durante  estfes  t6rmico,

tambi6n  posee cisteinas que se oxidan tanto en estfes oxidativo como t6rmico, y

estos  eventos  son  necesarios  para  que  relocalice sobre  los  genes  blanco  en  el
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genoma  y  realice  su  funci6n  de  activador de  la  transcripci6n  (MCDuffee  y  cols.,

1997; Ahn & Thiele, 2003).

2.3.-  DAxudl  se  asocia  a  zonas  gen6micas  con  secuencias  nucleotidicas

vjncu[adas a promotores de estfes t6rmico

En un estudio mencionado previamente (Gingras y cols., 2007), se encontr6

mediante la fecnica t.n vt.fro SELEX la secuencia consenso AGAGTG como posible

motivo   de   uni6n   de   CSRNP.   Sin   embargo,   en   las   10   primeras   secuencias

consenso  identificadas  por la tecnica  de  DamlD  (Figura  19),  no se  hall6  ninguna

secuencia similar.  Esta discrepancia  puede deberse a que ambas secuencias se

obtuvieron por m6todos diferentes, siendo SELEX una tecnica +.n vi.fro y de ensayo

directo  de  la  interacci6n  ADN-Proteina,  mientras  que  con  la  t6cnica  DamlD  se

identificaron las regiones gen6micas que mss frecuenta DAxudl  en el contexto de

la   cromatina.   Estas   discrepancias   se   han   reportado   para  varios  factores   de

transcripci6n,  los  cuales  /.n  v/.vo  conservan  su  propiedad  de  uni6n  a  una  cadena

con  determinada  secuencia  nucleotidica,   pero  debido  a  otras  proteinas  de  la

cromatina pueden  unir otras secuencias nucleotidicas no detectables por tecnicas

t.n  vt.fro  (Jolma  y  cols.,  2015).  Por  otra  parfe,  en  eucariontes  se  han  identificado

factores de transcripci6n que se unen a mas de una secuencia nucleotidica, lo que

amplia tanto las posibilidades de activaci6n de genes como de confusi6n para los

algoritmos  de  identificaci6n  de  motivos   (Bailey,   2011;   Mathelier  y  cols.,   2014;

Jolma y cols., 2015).
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La  t6cnica  DamlD  no  facilita  la  identificaci6n  de  motivos  nucleotidicos  de

uni6n de factores de transcripci6n ya que impone una dificultad para los algoritmos

debido  a  que  las  secuencias  obtenidas  pueden  superar  las  3  kilobases  (van

Steensel y cols., 2000). Esto depende tanto de las secuencias GATC adyacentes

(que pueden alcanzar separaciones de mas de 3 kb), como del empaquetamiento

de la cromatina que puede interferir en la metilaci6n de la adenina, y por lo tanto,

ampliar las zonas de posible posicionamiento (Li y cols., 2015).  Por otra parfe,  en

el contexto nuclear, Ios factores de transcripci6n pueden sufrir modificaciones pos-

traduccionales  de  manera  localizada,  provocando  cambios  en  su  conformaci6n.

Esto es producto de la combinaci6n de sefializaciones dentro de la c6Iula,  con  la

consecuencia de variar la afinidad por determinadas secuencias de ADN  (Badis y

cols., 2009).

Respecto  a  las  secuencias  nucleotidicas  encontradas,  como  se  mencion6

anteriormente,  la secuencia  RTACATAY fue la mss  recurrente  (Figura  19).  En  la

btlsqueda en bases de datos de secuencias g6nicas en Drosaphi./a (programa en

linea   GOMO)   esta   secuencia   se   encuentra   en   los   promotores   de   genes

relacionados  con  la  respuesta  a  esttes t6rmico  (Tabla  10),  reforzando  los  datos

obtenidos  de  cromosomas  polit6nicos  y  los  fenotipos  relacionados  con  esttes

t6rmico.    Esta    secuencia    tambi6n    fue    encontrada    por    la    herramienta    de

alineamiento de HOMER (Heinz y cols., 2010), pero el algoritmo de este programa

la identific6 con una pequefia variaci6n (AYATACATAY).

La   segunda   secuencia   mas   recurrente   fue   ATAWATAW,   que   tiene

recurrencia  en  promotores  de  genes  relacionados  con  respuesta  a  pat6genos
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segtln el analisis de GOMO. Se ha reportado que uno de los paralogos de DAxudl

en rat6n, CSRNP1, aumenta su expresi6n en macr6fagos frente a la activaci6n de

la via Toll-like,  sugiriendo que tiene participaci6n en  inmunidad  innata (MCDermott

y cols., 2012).

La  tlltima  secuencia  consenso,  ACACACDY,  esta  muy  representada  en

promotores  de  genes  que  intervienen  en  el  desarrollo  del  cord6n  ventral  neural,

tejido  que  expresa   DAxudl   durante  su  formaci6n   (Figura  2).  Tambi6n  se  ha

descrito en pez cebra que sus ort6logos Csrnpla y Csrnplb se expresan en zonas

progenitoras del sistema  nervioso central del  embri6n,  restringi6ndose al  cerebro

en estadio larvario (Feijoo y cols., 2009).

Si  bien  existen  mas  secuencias  identificadas  mediante  los  analisis  de  los

resultados  DamlD  (Figura  17),  seria  necesario  un  experimento  de  EMSA  con  la

proteina DAxudl  recombinante y oligonucle6tidos de estas secuencias candidatas

para determinar si ocurre  una  interacci6n  directa preferente o bien  un ensayo de

gen  reportero  con  estas  potenciales  secuencias  regulatorias  incorporadas  en  el

promotor para evaluar sus efectos directos sobre la transcripci6n /.n v/.vo.

3.- Interacciones de DAxudl con otros elementos de la cromatina

3.1.-Posible inferacci6n de DAxudl con Spt5, factor de elongaci6n general

La condici6n de esttes t6rmico induce una respuesta transcripcional  fapida

para sintetizar proteinas chaperonas Hsp (Kregel y cols., 2002). Esta respuesta es

visible en  cromosomas  politenicos  a trav6s de  inmunofluorescencias para ciertos
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factores   de   transcripci6n   y   remodeladores   de   cromatina   (Lis   y   cols.,   2000;

Zhimulev y cols.,  2004;  Levedeba  y cols.,  2005).  Una  proteina  con  la  que  podria

interactuar  directamente  y  que  a  la  vez  da  luces  sobre  el  rol  de  DAxudl  en  la

transcripci6n, es Spt5.  Esta proteina forma parte del complejo de elongaci6n  DSIF

(Hartzog y cols., 2013), el cual experimenta relocalizaci6n sobre los /oct. 87A y 87C

(Andrulis  y  cols.,  2000;  Missra  y  cols.,  2010)  durante  esttes  termico,  del  mismo

modo   que   lo   hace   DAxudl   (Figura   13).   Esta   posibilidad   de   interacci6n   esta

adicionalmente  reforzada por informaci6n en  bases de datos de experimentos de

interacciones  proteicas,   hechas  a  gran  escala  (±qurw,thebiogrid.Q_[g)  a  partjr  de

experimentos de doble hibrido (Chatr-Aryamontri.,  y cols.,  2015) y tambien debido

a  que  el  fenotipo  de  ganancia  de  funci6n  de  DAxudl  se  suprime  en  animales

mutantes heterocigotos para spf5 (spf5+'-;  Figura S5).

Una posibilidad sobre c6mo se podria dar esta interacci6n fisica y funcional

es que DAxudl  se posicione en la regi6n promotora o en una secuencia enhancer

de  algdn  gen  blanco,  requiriendo  reclutar  a  Spt5  y  a  otros  elementos  a  la  ARN

Polimerasa  Ilo  para  su  eficiente  activaci6n.  Este fen6meno  en  que  Spt5  necesita

de  la  interacci6n  con  factores  de  transcripci6n  para  poder  situarse  en  la  region

promotora   y   en   el   inicio   de   transcripci6n   de   un   determinado   gen   se   ha

documentado a partir de observaciones en Orosapht./a (Zhu y cols., 2007).

4.-DAxudl interacciona fisica y gen6ticamente con Caudal

Para  avanzar  en  comprender  la  funci6n  de  DAxudl   en   las  celulas  en

proliferaci6n   del   disco   imaginal   se   buscaron   nuevas   interacciones   con   otras
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proteinas  en  este  contexto.  La  inmunoprecipitaci6n,  y  aislamiento  de  bandas  de

proteinas  para  posterior estudio  por espectrometria  de  masa  fue  un  ensayo  de

utilidad  (Figura S1),  ya que se encontraron el factor de transcripci6n  Caudal y las

proteinas  CG8003  y  14-3-3z  (Tabla  S1).  No  se  logr6  identificar a  Spt5  entre  las

bandas   que   podria   corresponder   a   su   tamafio   (117   KD);   pero   dados   los

antecedentes arrojados en el presente trabajo, es posible que esta interacci6n sea

detectable durante esttes termico o bien sea muy transitoria.

Caudal,    es  un  factor  de  transcripci6n  que  en  el  desarrollo  temprano  del

embri6n de Drosaph/./a participa en la definici6n del eje antero-posterior del mismo

(Mlodzik & Gehring,1987).  La interacci6n entre Caudal y DAxudl  identificada por

el estudio de espectrometria de masa tambi6n se observ6 a nivel funcional, ya que

el fenotipo  de ala  aberrante  inducido  en  la  condici6n  de ganancia de funci6n  de

DAxudl  es suprimido al co-expresar un interferente contra Caudal (Figura S3).

Con la informaci6n de la posible interacci6n con Caudal, se buscaron dentro

de las secuencias en  que se localiza  DAxudl  secuencias similares a  los  motivos

de uni6n de Caudal. Se encontr6 una secuencia (Figura S4), que se encuentra en

775  de  las  1589  secuencias  de  peaks  para  DAxudl  analizadas  (Figura  19).  El

resultado de este analisis  refuerza  la  hip6tesis de que  DAxudl  y Caudal  podrian

interactuar en la cromatina para regular la expresi6n genica de manera conjunta y

sin6rgica.

4.1.-   DAxudl   tendria   un   rol   sin6rgico   con   Caudal   en   hemafopoyesis

temprana y expansi6n de neurob]astos

93



Respecto a  la posibilidad  de que  DAxudl  y Caudal actden  en  conjunto,  estudios

en pez cebra han demostrado que tanto la p6rdida de funci6n de csnpn7a (ort6Iogo

de DAxudl) como de cc/x4 (ort6logo de Caudal),  inducida por morfolinos,  generan

un  fenotipo  de  disminuci6n  de  c6Iulas  hematopoy6ticas  como  resultado  de  una

baja  tasa  de  proliferaci6n  de  los  progenitores  por  reducida  expresi6n  de  gafa7

(Espina  y  cols.,  2013;  Paik  y  cols.,  2010).  Esta  concurrencia  de  fenotipos  en  el

mismo proceso, junto a la evidencia de  interacciones  mencionada  anteriormente,

refuerzan  la  posibilidad  de  que  ambas  proteinas  acttlen  de  manera  conjunta  en

este proceso en vertebrados, posibilitando a que esta interacci6n est6 conservada

en  la  evoluci6n.  Aunque,  no  hay  evidencia  que  ambos  factores  de  transcripci6n

sean activadores de la transcripci6n de gafa7 en Drosaphi./a me/anogasfer.

Bajo  el  contexto  de  diferenciaci6n  celular,  se  ha  demostrado  que  tanto

Axudl  (Simoes-Costa y cols., 2015), como Caudal (Revisado en Lengerke y cols.,

2012)  presentan  una  mayor expresi6n  en  desarrollo  de  cresta  y tubo  neural  en

vertebrados al estar activa la sefializaci6n Wnt.  Cabe destacar que ambos genes

tienen  alta expresi6n  en  el  centro del  disco  imaginal de ala  (Glavic y cols.,  2009;

Graveley  y  cols.,  2011),  pudiendo  ambas  proteinas  participar  en  procesos  de

morfog6nesis y diferenciaci6n  en tejidos  en  desarrollo.  Los  estudios en  animales

que revelaron un rol en el desarrollo de linaje neural se realizaron en pez cebra, en

desarrollo  de  cerebro  (Feijo6  y  cols.,  2009)  y  en  pollo,  donde  se  observ6  un  rol

fundamental  en  diferenciaci6n  y  migraci6n  de  las  c6Iulas  de  la  cresta  neural

(Simoes-Costa, 2015). Consistente con lo anterior el experimento de DamlD arroj6

genes  que  pudieron  ser  agrupados  en  la  categoria  funcional  desarrollo  neural
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(Tabla  8);  y otros que forman  parte de rutas de sefializaci6n  que son  esenciales

para el  desarrollo de  linajes  neurales del sistema  nervioso  central  en  animales y

en  el  cord6n  ventral  de  Drosaph+./a  como  Wg,  Hh  y  TGF-Beta  (Bossing  y  cols.,

2006).  Esto  dltimo  es  concordante  con  un  analisis  de ARN-seq  realizado  para  la

ganancia  de funci6n  de  DAxudl,  en  que  las vias de sefializaci6n  de Wg  y TGF-

beta estan representadas en los genes que aumentaron su expresi6n en ganancia

de funci6n de DAxudl  (Tablas S6 y S7). Adn no hay estudios de Caudal que den

informaci6n  gen6mica  a  partir  secuenciaci6n  masiva,  pero  si  los  hubiese,  esa

informaci6n  puede  ser cruzada  para  postular a  los  genes  mas  probables  de  ser

regulados en conjunfo por DAxudl  y Caudal.

5.- Rol de DAxudl en procesos diferenfes a la respuesta a esttes

5.1[1 Localizacj6n de DAxudl sobre ol:ros genes no relacionados con estr6s

t6rmico

Si  bien  hasta  ahora,  DAxudl  se  ha  vinculado  con  un  proceso  fisiol6gico

puntual,   que   es   la   activaci6n   de  transcripci6n   de  genes   necesarios   para   la

respuesta    a    esttes    t6rmico,    posiblemente    DAxudl    sea    necesario    en    la

transcripci6n de otros genes y la regulaci6n de otros procesos fisiol6gicos como lo

evidencja su extensa dis{ribuci6n en los cromosomas politenicos (Figura 10).

EI  programa  HOMER  tiene  la  opci6n  de  tomar  las  coordenadas  de  cada

peak y  asociarlo  con  genes  considerando  su  promot6r  (-1kb  y su  secuencia  de

transcrito).  De ahi se gener6 una lista de genes que fueron  ingresados a la base

de  datos  STRING,  que  relaciona  los  genes  en  grupos  de funcionalidad  biol6gica
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(Gene  Ontology,  GO).  Particularmente,  se  hizo  enfasis  en  procesos  biol6gicos  y

en vias de sefializaci6n que revelen tambi6n un rol fisiol6gico (Tablas 8 y 9).

Las  categorias  con  que  mss  se  asociaron  los genes  anotados fueron  las

relacionadas con neurog6nesis y morfog6nesis de epitelio (Tabla 8), siendo la mas

interesante  la  que  esta vinculada  a  la  generaci6n  de  neuronas,  ya  que  el  tercer

motivo  con  mayor incidencia en  los peaks esta vinculado a genes que participan

en el desarrollo de cord6n ventral neural. Ademas de ello, tambi6n se observ6 que

DAxudl  se  expresa en el  cord6n  ventral  neural  durante su  desarrollo  (Figura 2).

Esto tambi6n esta en  concordancia con  lo observado en vertebrados,  ya que se

expresa en el SNC durante su desarrollo aportando posiblemente a la expansi6n y

diferenciaci6n de progenitores neurales tanto en cerebro como en la cresta neural

(Feijoo y cols., 2009; Simoes-Costa y cols., 2015).

Al  analizar  rutas  de  sefializaci6n  celular  en  las  que  participan  los  genes

identificados por cercania de la uni6n de DAxudl , se obtuvo como resultado rutas

de  oxidaci6n  de  acidos  grasos  y  TGF-beta  (Dpp  en  Drosaphj./a),   6sta  tlltima

tambi6n  se  relaciona  con  neurogenesis,  y  definici6n  de  cord6n  neural  ventral

(Staehling-Hampton y cols.,1994; Rusten y cols., 2002). Ademas,  la activaci6n de

[a  via  dppITGF-Beta,  tambjen  activa  [a  apoptosis,  mediante  la  via  p38,  que  en

situaciones de esttes tambi6n es activada (Adachi-Yamada y cols.,1999).

Esta   relaci6n   de   DAxudl   con  TGF-beta  tambi6n   se  ha  observado  en

mamiferos,  ya  que  se  determin6  que  los  niveles  de  los  ort6logos  de  DAxudl

(CSRNPs)  aumentan  su  expresi6n  frente  a  estimulaci6n  de  la  via  TGF-beta  en

cultivos de c6Iulas humanas A549 (Fang y cols., 2013).  Esto sugiere que CSRNPs
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pueden corresponder a efectores de la via, y que las proteinas Axudl  producen un

feed-back positivo  de  la  via  TGF-beta  (Fang  y  cols.,  2013).  Cabe  destacar que

estas asociaciones con apoptosis apoyan la idea inicial de que DAxudl  es un gen

con actividad supresora de tumores (Glavic y cols., 2009).

5.2.-DAxudl como supresor de tumores

El   primer  estudio  sobre  el   ort6Iogo  de   humanos  de  DAxudl   (AXUD1),

muestra que este gen presenta una menor expresi6n en tumores respecto al tejido

sano  (Ishiguro  y  cols.,  2001).  Es  posible  que  el  potencial  rol  de  AXUDl   como

supresor de tumores este asociado a su capacidad de activar la via JNK en otros

modelos  (Glavic  y  cols.,   2009;   Korb  y  cols.,  2016),  sefializaci6n  conocida  por

activar  la  apoptosis  durante  el  desarrollo  de  tejidos  (Willsey  y  cols.,  2016)  y  en

condiciones  de  estr6s  celular de  diferente tipo  (Wu  y  cols.,  2009).  Durante  este

trabajo,  obtuvimos  evidencia  que  DAxudl  activa  la  transcripci6n  de  genes  Asp,

necesarios   para   la  tolerancia   de   la   c6lula   a   diferentes   tipos   de   agresiones

abi6ticas, por lo que DAxudl  tendria un rol inicial adaptativo.

Segdn  el  estudio  de   lshiguro  y  colaboradores  (2001),   muchos  tumores

humanos tienen  una  deleci6n  en  la  regi6n  cromos6mica  3p22,  sector en  que  se

encuentra   el   ort6Iogo   humano   de   DAxudl,   y   que   ademas   presentan   una

dism.inuci6n significativa del ARNm de este gen. Adicionalmente,  se encontr6 que

aumentar la expresi6n de AXUDl  mediante transfecci6n  en  c6Iulas de cancer de

colon,  estas  disminuyen  su  tasa  proliferativa  y  entran  en  apoptosis  (lshiguro  y

cols.,  2001).  Por tanto,  se  postul6  como  un  gen  supresor  de  tumores  con  una
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implicaci6n directa sobre el ciclo celular.  Sin embargo,  Ios resultados presentados

en esta tesis muestran que posiblemente su rol en la homeostasis de los tejidos no

serfa directamente ejercido por una capacidad de suprimir el ciclo celular, sino que

actuaria como un factor central de respuesta a estr6s modulando la expresi6n de

chaperonas y solo durante esttes cr6nico activaria  la sefializaci6n  pro-apopt6tica

JNK que bloquean la progresi6n del ciclo celular e induciria la apoptosis.
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CONCLUSIONES

1.-La deficiencia de  DAxudl  produce fenotipos de sensibilidad a esttes t6rmico y

oxidativo.

2.-   DAxudl   es   una   proteina   que  se  encuentra   en   el   ndcleo   asociado   a   la

cromatina,  en  un  patr6n  de  bandeo que tiene tendencia  a  co-distribuir con ARN-

Polimerasa 11 activada en cromosomas politenicos de g[andu[a salival.

3.-Durante el esttes t6rmico DAxudl  relocaliza a los /oc/. 87A y 87C, que albergan

genes paralogos de hap70.

4.-   DAxudl   se   posiciona  frecuentemente  en  zonas   del   genoma   con  funci6n

regulatoria  de  la  expresi6n  g6nica,  y  enriquecidas  en  la  secuencia  RTACATAY,

secuencia que se encuentra presente en todos los genes hsp70.
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PROYECCIONES

Durante el  presente trabajo de tesis se demostr6 que  DAxudl  tiene  un  rol

esencial en la tolerancia a esttes, al ser uno de los mediadores de la transcripci6n

rapida   de   genes   Hsp70.   Debido   a   que   las   proteinas   Hsp70   ejercen   un   rol

fundamental  en  la  tolerancia  a  variados  tipos  de  estr6s,  sera  necesario  evaluar

varios tipos de estfes para posicionar a DAxudl  como  un  regulador central de  la

respuesta  transcripcional   al  esttes  celular  de  forma  general.  A  su  vez,   sera

necesario  realizar inmunoprecipitaciones de cromatina en secuencias especificas

del   genoma,    informaci6n   que   estafa   guiada   por   los   datos   obtenidos   del

experimento de DamlD.
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ANEXOS

ANEXO 1 : Analisis de secuenciaciones masivas, estadisticas y controles de
calidad.
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Figura S1 : Analisis de tamaFio de muestras de Dam-lD post-fragmentaci6n.  Despues
de  la  fragmentaci6n  mediante  el  sonicador  Covan.s®  las  muestras  se  analizaron  en  el
equipo  Fragment Ana/yzer,  un  sistema  de electroforesis  en  capilares  de  alta  sensibilidad
para   la   detecci6n   de   acidos   nucleicos.   Se   exponen   las   muestras   Control   (Dam)   y
Dam::DAxudl,  con  sus  replicas  correspondientes.  En  el  eje  Y  de  cada  grafico  esta  la
seFial  de  abundancia  de ADN  en  unidades  RFU  (Re/af/.ve  F/uorescence  Un/ts),  mientras
que en el eje X esta indicado el tamafio.  Los peaks LM y UM corresponden a marcadores
de ADN  de  tamafios  conocidos,  siendo  LM  el  marcador de  tamafio  menor  (50  bases)  y
UM el marcador de tamafio mayor (6000 bases).  En  la zona derecha de cada grafico esta
la digitalizaci6n de la imagen del capilar con la muestra cuantificada y graficada.
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Figura  S2:  Analisis  de  calidad  de  ARN,  previo  a  la  generaci6n  de  librerias
para  ARN-seq.  Con  el  equipo  B/.oana/yzer se  analizaron  las  muestras  de  ARN
total enviadas a secuenciar.  De forma similar que en  el  analisis en  la figura  S4 el
eje Y grafica unidades de fluorescencia relativa y el eje X a los tiempos de elusi6n.
En el lado derecho de cada perfil se observa la fotografia de la columna en que se
visualizan  los fragmentos.  Un ARN se considera de buena calidad al diferenciarse
dos peaks que corresponden al ARN  ribosomal, en que su  integridad es indicador
de  ARNm.  En  todos  los  casos  se  concluy6  que  el  ARN  es  de  buena  calidad,
teniendo  un  buen  indice  de  elusi6n,  resoluci6n  y  tamaFio  de  los  peaks.  Como
informaci6n   adicional   se   debe   mencionar   que   algunos   peaks      pueden   no
diferenciarse  bien,  sin embargo,  el ARN  de insecto ha demostrado  una tendencia
a    adquirir  estructuras  secundarias  durante  estos  analisis,  por  lo  que  se  debe
considerar mas  el  tamafio y  la  serial  total  que  la  diferenciaci6n  de  los dos peaks
(Winnebeck y cols., 2009).
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Tabla S1: sumario de secuenciaci6n de muestras de  DamllD.  Se expone la
estadistica de cada feplica de condiciones Control (Dam) y DAxudl.

Muestra

Dam Control 1

Dam Control 2

Dam Control 3

Dam-DAxudl  1

Dam-DAxudl  2

Dam-DAxudl  3

Lectu ras                Pares
totals            seleccionados

75.004.478                     27.717.008

61.906.492                      22.413.172

78.743.176                      29.158.027

67.899.514                      24.513.003

57.455.046                     20.802.281

84.554.602                     31.367.752

Pares          a/o  alineado
alineados

21.555.517                          77.7

17.885.711                            79.8

22.422.522                       76.9

18.066.083                         73.7

16.392.197                          78.8

24.247.272                        77.3

Tabla S2: sumario de secuenciaci6n de muestras de ARN-seq. Se expone la
estadistica  de  cada  replica  de  condiciones  Control,  Ganancia  de  funci6n
(GOF) y p6rdida de funci6n (LOF).

lvluestras Lea-td--r-a-s--totale-S

Control -1       44.307.052

Control-2      47.006.348

Control -3      43.205.866

GOF-1            47.844.698

OOF-2           46.485.820

GOF€           40.671.264

LOF-1             49.727.758

LOF-2            37.186.476

LOF-3            39.012.234

Pares
seleccionados

21.225.258

22.498.202

20.621.450

22.725.556

22.103.375

19.328.899

23.789.308

17.453.639

18.556.937
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19.642.480

20.608.183

18.934.391

21.005.424

19.306.644

17.631.158

21.787.264

15.941.893

17.042.848

% alineados

95,2

94,8

95

94,8

94,3

95,3

95,3

90

94,8
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ANEXO 2: Datos y gfaficos adicionales de DamlD-seq
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Figura S3: Expresi6n especifica de mcherry en discos imaginales y prueba
de transg6nico. El panel A indica al Iado izquierdo el genotipo de las larvas que
estan  al   lado  derecho,   en  que  se  observa  que  la  expresi6n   especifica  de
mcherry  en  el  disco   imaginal.   En   8  se  muestran   reacciones  de  PCR  con
partidores que amplifican  los fragmentos flanqueados por secuencias GATC,  de
un tamafio entre 500-2000, que tienen adaptadores para posterior secuenciaci6n.
En el carril 1 se corri6 Ia muestra con ADN gen6mico tratado de animales Y\/V;  EI
carril 2  corresponde a nub>Gal4;  EI  carril 3  corresponde a  UAS-Dam;  Carril 4 a
UAS-Dam::DAxudl ; Carril 5 es nub>Gal4; UAS-Dam; Carril 6 es nub>Gal4; UAS-
Dam::DAxudl.  Ladder lKb.

114



Figura         S4:          Mapa
posjcionamiento         de
secuencias      DamlD-seq.
g rafican          los          d atos
posicionamiento   de   DAxudl   en
todos    los    genes    en    un    s6Io
grafico,  con  los  genes  escalados
a  2000  bases  (zona  inferior).  En
la zona superior se agruparon  los
genes  a  los  cuales  se  les  asoci6
un    peak    significativo.    Bajo    el

gfafico    se    grafican    todos    los
genes  corregidos  a  unas  escala
de 2kb. A partir de estos datos se
construyeron           los          perfi les
metagen6micos.



TES          O.5Kb         4.0

fl.5              TSS                                          TES          0.5Kb

Figura   S5:   Perfil   metagen6mico   clusterizado   desarrollado   a   partir   del
programa  SICER.  Escala  de  genes  2000  bases.  SICER  es  una  herramienta
alternativa   desarrollada   para   analisis   de   nucleosomas,   que   identifica   peaAs
amplios.   Esta  tecnica  arroj6  mss  de  9000  peaAs  significativos,  por  lo  que  fue
considerado  poco  selectivo.  Detalles  del  programa  estan  en  el  articulo  de  Xu  y
colaboradores, 2014.
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ANEXO 3: lnteracci6n fisica y gen6tica de DAxudl con el factor de
transcripci6n Caudal y otras proteinas nucleares.

Dado que DAxudl  co-distribuye con  la forma activa de  la ARN  Polimerasa  11

(RNA  Pol  Ilo),  existia  la  posibilidad  de  que  interactuasen  fisicamente,  posibilidad

que  se  veia   reforzada   por  el  dato  de  que  Spt5,  factor  de  elongaci6n  de  la

transcripci6n,     interactuaba     con     DAxudl     en     ensayos     de     doble     hibrido

(www.thebjogrid.org;   Chatr-Aryamontrj   y  cols.,   2015).   Ademas,   el   fenotipo   de

ganancia  de  funci6n  de  DAxudl  es  suprimido  en    un  background  heterocigoto

mutante    para    Stp5    (Figura    S10).    En    base    a    esto,    se    realiz6    una    co-

inmunoprecipitaci6n     a     partir    de     extractos     de     tejidos     que     expresaban

DAxudl::GFP,    con    posterior    western    blot    para    ARN    Polimerasa    llo    el

inmunoprecipitado   (Figura   S6).   Los   resultados   para  esta  aproximaci6n   dieron

negativo.

Figura  S6: Western blot para inmunoprecipitaciones de DAxudl.  Utilizando el
epitope GFP de  DAxudl::GFP se realizaron  inmunoprecipitaciones para  revelar si
existe    interacci6n     con    componentes    de    la    cromatina     relacionados    con
transcripci6n,  en  este  caso ARN  polimerasa fosforilada.  A)  Inmunoblot  para ARN
Pol  Ilo  y  8)  Inmunoblot  para  DAxudl::GFP,  utilizando  el  anticuerpo  anti-GFP.  IP:
inmunoprecipitado;   NB:  non-bound,  fracci6n  no  precipitada;   Input:  proteina  total.
Se utilizaron 300ug para realizar la inmunoprecipitaci6n.
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Como una a[terna{iva para identificar proteinas que interactdan con DAxudl

se  .procedi6  a  hacer  un  analisis  por  espectrometria  de  masa  de  las  proteinas

inmunoprecipitadas  junto  a  DAxudl::GFP.   La  inmunoprecipitaci6n  se  realiz6  a

partir  de  extractos  de  proteina  de  discos  imaginales  provenientes  de  larvas  de

tercer estadio del genotipo nub>Gal4;  UAS-DAxudl::GFP,  en el que el epitope de

GFP  se  utiliz6  para  la  inmunoprecipi{aci6n.  Las  pro{einas  inmunoprecipitadas  se

sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al  10% y posterior tinci6n con

LumiteinTM  en gel de acri]amida, compatible con espectrometria de masas (Figura

S7). Se hicieron tres teplicas experimentales a partir de extractos provenientes de

grupos experimentales distintos.
t

Se  identificaron  4  bandas  mayores  ademas  de  la  correspondiente  a  la  de

DAxudl::GFP.     Las     bandas     de    cada    electroforesis    fueron     extraidas    y

posteriormente se sometieron a digesti6n y espectrometria de masas para revelar

la identidad (Tabla S3).

Aunque se tomaron los cuidados pertinentes en cuanto a limpieza y pureza

de  la  muestra,  las  proteinas  con  mayor  cobertura  fueron  las  pertenecientes  al

complejo  Actina-Miosina,   ya  que  sus  elementos  aparecen   en   casi  todas   las

bandas secuenciadas. Este es un problema muy frecuente en la espectrometria de

masa de extractos de proteinas (Mellacheruvu y cols., 2013), e incluso es un factor

que   disminuye   la   cobertura   y   el   puntaje   de   las   proteinas   que   realmente

representan la banda correspondiente a la muestra. Se consideraron las proteinas

con  las siguientes mayores coberturas en  la  lista y con  localizaci6n  nuclear.  Este

criterio se us6 para identificar las proteinas de cada banda.
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Figura   S7:   Inmunoprecipitaci6n   de   DAxudl::GFP   a   partir   de   extractos
proteicos   de  discos   imaginales.   La  tinci6n  de   proteinas  que  se  utiliz6  fue
LumiteinTM  despues de la electroforesis en  gel de acrilamida.  Se  realiz6 el  mismo
procedimiento para discos nub>Gal4; +/+ de a modo control, pero sin GFP, siendo
este  el   control   negativo  para   la  inmunoprecipitaci6n.   Carriles:   i.npt/f  (proteinas
totales  antes  de   inmunoprecipjtar),   IVB  (non-bound  fracfr.on;   proteinas  que  se
rescataron del sobrenadante al  precipitar las bolitas de agarosa con  el anticuerpo
GFP  unido),  lp  (proteinas  que  co-inmunoprecipitaron  con  las  bolitas  de  agarosa
producto   de   la   interacci6n   del   anticuerpo   anti-GFP,   arrastrando   los   posibles
complejos que formaria DAxudl ::GFP).

119



Tabla  S3:  principales  proteinas  identificadas  por  espectrometria  de  masa.  Se
indica el porcentaje de la secuencia cubierta, el peso molecular descrito en bases
de datos, su identificaci6n,  peso molecular relativo observado en  la revelaci6n de
la electroforesis y comentarios sobre el resultado.

Cobertura MW[kDa] Descripci6n Peso relativo enelectroforesis Comentarios

7,10 246,5 CAD protein Proteina >250 Factor de transcripci6n. Expresi6n en
kDa disco de ala.

21,71 91,0 DAxudl Proteina El peso extra aprente de 40 kDa es por el
alrededor 130kDa Tagg GFP

26,85 71,3 Lamin Proteina entre Proteina de union a cromatina.  Rol
100 y 70 kDa represor. Expresi6n en disco de ala.

20,15 45,7 CG8003 Proteina Proteina sin funci6n estudiada. Dominio
alrededor 50 kDa z/.no r7.nger. Expresi6n disco de ala.

17,34 38,2 14-3-3z Proteina de Proteina nuclear y citos6lica. Se ha
alrededor 30kDa descrito rol transcripcional.

Las   proteinas   identificadas   fueron   Caudal   (CAD),   Lamin,   Ia   proteina

codificada   por   el   gen   CG8003   y   14-3-3z.   Caudal   (CAD)   es   un   factor   de

transcripci6n que ha sido muy estudiado por su  participaci6n en definici6n del eje

antero-posterior del  embri6n  de  Drosaph/./a  (MCGinnis,W y  cols,  1992;  Moreno  &

Morata,1999).  En  larva y adulto  hay pocos estudios,  pero se  ha vinculado  como

un efector rio abajo de la via Wg, en que seria requerido para el desarrollo (Iarvas)

y  a   la  vez   la   regeneraci6n   (Adultos)   de[   intestino   posterior  y  placa   anal   de

Drosaph/./a quoreno & Morata,  1999).

Lamin   es   una   proteina   estructural   de[   ndcleo,   tambien   tiene   un   rol

regulatorio  en   el   proceso   de  transcripci6n,   ya   que   interactt]a  directamente  y

estructura en orden mayor la cromatina (Dechat y cols., 2010).
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CG8003 es una proteina que en su secuencia se han  reconocido dominios

z/.r]c rr.nger de  uni6n  a ADN,  caracteristicos de algunos factores de transcripci6n.

Cabe  destacar  que  su  transcrito  se  expresa  fuertemente  en  sistema  nervioso

central   de   larva  y  adulto,   asi   como   en   ovariolos   de   hembra   en   Drosaph/./a

(Chintapalli y cols., 2007), patr6n de expresi6n similar al de DAxudl .

14-3-3z es una proteina que se encuentra tanto en citosol como en nt]cleo.

A nivel de tejidos su transcrito se expresa fuertemente en sistema nervioso central

y en menor medida en disco imaginal de ala (Chintapali y cols., 2007).

Para testear si  rea]mente ocurre  interacci6n functional entre  las  proteinas,

se co-expres6 DAxudl junto a constructos que producen p6rdidas o ganancias de

funci6n  de  Caudal  (Figura  S8).  Estos  experimentos  mostraron  que el fenotipo de

ala  aberrante de  ganancia  de funci6n  de  DAxudl  es  revertido  al  co-expresar un

interferente  de  Caudal  (Figura  S8  F),  sugiriendo  que  actuarian  en  conjunto  en  el

contexto del desarrollo del tejido imaginal de ala.

Ahondandb  en  las  interacciones  con  Caudal,  se  encontr6  que  uno  de  los

motivos  recurrentes  en  las  secuencias  en  que  se  localiza  DAxudl   (datos  de

DamlD-seq) es similar a la secuencia de uni6n a ADN de Caudal (Figura S9),  que

se encuentra en 775 de las 1589 secuencias de peaks analizadas.
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A

nub>eal4; UAS-CD8::RFP

nub>Gal4 ; UAS-Caudal

nub>Gal4; UAS-DAxud 1 : :G FP/UASFCD8::RFP

D
-.:-i!---I:,--.='-:-,-f-:-i-I----I

!ri±rii

nub>Gal4;  UAS-lR Caudal

nub>Cal4; UAS,Ditwud 1 : :GFP/UAS-Caudal                nub>Gal4:  UAS9DAxud 1 : :GFP/UAsglR caudal

Figura S8: Co-expresi6n de ARN   interferente de Caudal suprime fenotipo de
ganancia   de   funci6n   de   DAxudl.   Se   observ6   una   marcada   reversion   del
fenotipo.  En  la parte inferior de cada ala se indican  los genotipos A) Ala de animal
control;  8)  Ala  de  animal  con  ganancia  de  funci6n  de  DAxudl;  C)  Ala  de  animal
con ganancia de funci6n de Caudal;  D) Ala de animal con ganancia de funci6n  E)
Ala    co-expresando    ganancia    de   funci6n    de    DAxudl    y    Caudal.    En    esta
combinaci6n gen6tica no nacieron  machos debido a que en estos la expresi6n de
Gal4 es mayor que en hembras, posiblemente produce exacerbaci6n del efecto de
muerte   celular;    F)   Ala   co-expresando   ganancia   de   funci6n    de    DAxudl    e
interferente de Caudal. Animales desarrollados a 29°C.
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Figura  S9:  Motivo  identificado  por  DREME  tiene  similitud  con  el  Motivo  de
uni6n a ADN de Caudal. El alineamiento se realiz6 con la herramienta TOMTOM,
que utilza la base de datos JASPAR, disponibles en internet.

nub>Gaw; UA§Ockedl nub>Gal+; UAsorfudl/§giv5

Figura S10: Alelo mutante de Spt5 rescata fenotipo de muescas en las alas
producidas por sobreexpresi6n de DAxudl . Animales desarrollados a 25°C.
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M6todos Anexo 3
Prol:ocolo de Western BIol:
Preparaci6n de las  muesl:ras y electroforesis:

Las  muestras  se  prepararon  con  tamp6n  de  carga  6X  para  western  blot

directo y tamp6n de carga 2X SDS para Western BIot para inmunoprecipitaciones.

La  cantidad  de  proteina  preparada  para  cada  carril  fue  80  ug.  Las  mezclas  de

proteinas  y  tamp6n  de  carga  se  calentaron  a  94°C  pop  5  min  seguido  por  una

centrifugaci6n  leve  para  que todo  el  material  esfe  en  el  fondo.  Las  muestras  se

cargaron  junto  con  el  marcador  de  peso  molecular  (5  ul),  y  se  llev6  a  cabo  un

primer tiempo  de  electroforesis  con  75V  por  15  minutos  para  que  las  muestras

traspasen el gel concentrador. Seguido de este tiempo, el voltaje se subi6 a 120 V

y se dej6 correr por dos horas.

Transferencia:

Se retir6 el gel de acrilamida de la camara y se retir6 el  excedente de gel

concentrador.  Se cort6  una  membrana  de nitrocelulosa  (0,45  urn de diametro de

poro (Whatman,  USA)),  del  mismo tamafio que el gel y previamente  humedecida

con tamp6n de transferencia se puso junto a el, flanqueada por laminas de papel

filtro. Eso se puso en un sistema de transferencia en que el Iado de la nitrocelulosa

da hacia el polo positivo para realizar ]a transferencia encerrada en un "sandwich"

de plastico que sirve como adaptador a la camara. Sumergido el "Sandwich" en la
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camara  de transferencia,  el  proceso  se  llev6  a  cabo  a   400  rnA,  el tiempo vari6

dependiendo el tamafio de las proteinas, pero es entre una y dos horas.

Terminada la transferencia,  la membrana se retir6 y se marcaron los pesos

moleculares  del  ladder,  para  someterla  a  proceso  de  bloqueo,  el  que  se  realiza

con TBS-T 0,1 0/o, con leche en  1-5% p/v dependiendo el anticuerpo, o bien BSA si

es que se  revelaron  proteinas  con  epitopes fosforilados  (ARN  Polimesara  Ilo).  EI

proceso  de  bloqueo  se  realiz6  siempre  en  una  hora.   Lo  usual  fue  incubar  el

anticuerpo  por  16  horas  a 4°C,  pasado  el tiempo  se  realizaron  tres  lavados  con

TBS-T 0,1%,  (10 minutos cada uno) para luego incubar con anticuerpo secundario

conjugado con  peroxidasa.  La incubaci6n se realiz6 durante dos horas en TBS-T

0,1 % en leche 5% para todos los anticuerpos secundarios.

Revelado

Previo al  revelado  la membrana se lav6 tres veces en TBS-T 0,1%  por 10

minutos.  Luego,  la membrana se incub6 en  partes iguales de los  reactivos A y 8

del     kit     de     ECL     (Pierce,     Super     West     Pico/Femto     ECL     (enhanced

chem/./urn/.ni.scence))  por 3 minutos.  Se elimin6 el exceso de reactivo, y se coloc6

Ia membrana entre laminas de plastico.  Las peliculas para rayos X se expusieron

enl:re 1 -20 minutos y fueron reve[adas utilizando maquina para revelado (AGFA).

Co-inmunoprecipitaci6n de DAxudl

Para 6ste experimento se requirieron 300 ug de proteina de disco imaginal

de ala para cada ensayo.  Los discos fueron  disectados a 4°C y puestos en  PBS

IX, los discos se acumularon durante tiempos de 40 minutos, al pasar ese tiempo,
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se  pusieron  en  un tubo Eppendorf,  se someti6 a apt.n de quince segundos  (5000
!

rpm) y cuidadosamente con pipeta se extrajo el  PBS en exceso.  Esa muestra se

guard6 a -80°C   hasta acumular material suficiente (400 discos).  Las proteinas se

extrajeron  segdn  e[  pro{oco[o  indicado  en  [a  secci6n  anterior.  Posteriormente  se

diluyeron  para  que  en  cada  ensayo  se  tengan  300  ug.  Esa  cantidad  se  diluy6

hasta  500  Ill  con  buffer de  diluci6n  (Tablal),  se  extrajeron  50  LIl  y  se  guardaron

para la electroforesis de proteinas (muestra /npwf). Las bo[itas con anticuerpo GFP

covalentemente   unido   se   lavaron   con   buffer   de   diluci6n    (Tabla   4),   y   se

centrifugaron para retirar el sobrenadante, para luego resuspender. Esto se reiter6

dos veces y a la tercera las bolitas se resuspendieron  en  la soluci6n de proteina

diluida. Se incubaron con agitaci6n leve a temperatura ambiente por dos horas.  AI

cabo  de  ese tiempo  la  muestra  se  centrifug6  a  2500  rpm  por dos  minutos  para

retirar el sobrenadante, de esa soluci6n se guardaron 50 ul (fracci6n no unida).  EI

pellet se resuspendi6 en buffer de lavado y se centrifug6 nuevamente a 2500 rpm

por  dos  minutos.  El  procedimiento  de  lavado  se  repiti6  otras  dos  veces  y  a  ]a

tercera  las  particulas  se  resuspendieron  en  soluci6n  de  glicina  (200mM,  pH  2.5)

para  disociar los  complejos  proteicos,  nuevamente  se  centrifuga  la  muestra  y el

sobrenadante  se  retir6  y titul6  a  50  Ill,  para  guardar,  junto  con  las  muestras  de

/.npwf  y  fracci6n   no   unida  a  -80°C   hasta  rea]izar  ]a  electroforesis  y  posterior

Western BIot.

Tinci6n de profeinas

Se  utiliz6  una  soluci6n  de  Lumifein®  (Biotium),  sin  di[uir.   Despu6s  de  la

electroforesis,  el  gel  de  acrilamida  se  puso  en  un  recipiente  con  la  soluci6n  de
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tefiido,  por 60  minutos  con  agitaci6n.  Posteriormente se hicieron 2  Iavados de 20

minutos  con  agua  destilada.  EI  revelado  se  realiz6  en  transiluminador  UV  300-

400nm.   Las   bandas  fueron   extraidas   con   bisturi  esteril  y  puestas  en  tubos

eppendorf,  donde se  almacenaron  a  -80°C  hasta  el  procedimiento  de  extracci6n

de  gel  y  secuenciado  por  espectrometria  de  masa.  Este  servicio  se  contrat6  a

Creaf/.ve Profeomt.cs, Nueva York, EE.UU.
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ANEXO 4: ARN-seq

Se  realiz6  un  experimento de ARN-seq  con  el fin  de encontrar genes  que

cambien su expresi6n frente a fluctuaciones de DAxudl .

M6todo experimental :

EI ARN se extrajo a partir de discos imaginales de larvas en tercer estadio

(90-96  h).  Las  condiciones  fueron  Control  (nub-Gal4rv;  +/+);  P6rdida  de  funci6n

inducida  mediante el  RNA interferente  IR24  (genotipo riub-Gal4rv;UAS-lR24/+); y

condici6n  ganancia  de  funci6n  (nub-Gal4rv;UAS-DAxudl-GFP/+).  Se  realizaron

tres teplicas por condici6n.

Los  discos  se  colectaron  en  PBS   IX,  en  hielo,  todos  provenientes  de

machos.  Se  hicieron  rondas de colecci6n  cada 25  minutos,  para  evitar cualquier

influencia de la degeneraci6n de [os discos,  inmediatamente se retir6 el PBS y ]os

discos   se   congelaban   en   nitr6geno   liquido   para   ser  guardados   a   -80°C.   La

cantidad  de  discos  para  cada  muestra  de  ARN  se  fij.6  en  150,  con  lo  que  se

obtenia un minimo de 4 ug de ARN total, suficiente para [a secuenciaci6n.

+

Extracci6n del ARN:

Los  150 discos por muestra se pusieron en 250  uL de TRIZOL en  un tubo

Eppendorf  de   1,7   ug   y   se   homogenizaron   con   una   punta   de   polipropileno

previamente  limpiado  con  NaoH   100mM  (en  agua  DEPC)  y  lavado  en  etanol

100% Iibre de ARNasa. Para descartar elementos s6lidos la muestra se centrifug6

a 13000 rpm por 10 minutos. EI sobrenadante se transfiri6 a otro tubo Eppendorfy

se  agregaron  0,2  voldmenes  de  cloroformo  para  luego  agitar  en  vortex  por  1
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minuto.  La  mezcla  se  centrifug6  a  13000  rpm  por  15  minutos  y  la  fase  superior

transparente se retira para mezclarlo con 1  uL de poliacrilamida lineal (25 L]g/ uL) y

0.8 vommenes de isopropanol.  Esta mezcla se guard6 a -20°C por una hora y se

centrifug6 a 13000 rpm por 15 minutos. El tubo con isopropanol y pellet de ARN se

guard6 a -80°C hasta enviar las muestras a Macrogen  lnc (Corea del Sur), donde

se purificaron los ARNm y se generaron las librerias de secuenciaci6n.

Secuenciaci6n:

EI ARNm  se transform6  en ADNc  para  ser secuenciado  y  las  librerias  se

elaboraron de modo que los fragmentos a secuenciar sean de un tamafio de 300

pares de bases.  La secuenciaci6n se realiz6 en  un equipo  lllumina  Hiseq2500 en

lecturas 2x50 (esto quiere decir,  para cada fragmento de 300 bases se realizaron

secuenciaciones de 50 bases por un lado y 50 por el otro). Esta modalidad permite

identificar  varjantes  de  ap//.oi.ng,  favoreciendo  ]a  identificaci6n  de  isoformas  de

ARNm.

Las   muestras   fueron   secuenciadas   en   el   equipo   lIIumina   Hiseq2500

(Macrogen    lnc.    Sedl,    Corea   del    Sur),    por   lo   que    la    informaci6n    de    las

secuenciaciones fue en el mismo formato que en las secuenciaciones de DamlD.

La informaci6n de cada muestra se obtuvo en archivos fastQC. Estos datos fueron

filtrados   con   el   programa    Try.mmoma£/.c,    para   obtenerr   las   secuencias   con

parametros  de  calidad  Q>30,  largo  de  50  bases,  y  eliminar  las  secuencias  de

adaptadores   IIIumina.   Se  obtuvieron  asi  los  archivos  de  datos  filtrados  y  con

informaci6n de las secuenciaciones pareadas.
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Para  el  posterior  analisis  de  mapeo  se  utiliz6  el  protocolo  bjoinformatico

propuesto por Trapnell y colaboradores (2013),  llamado profoco/o  Tuxedo,  en que

el  mapeo,  ensamblaje  y  anotaci6n  de transcritos  leidos  se  realiz6  mediante tres

programas   que  trabajan   consecutivamente:   Tophat,   Cufflinks   y   Cuffmerge.   El

analisis estadistico se  realiz6 mediante el  programa del  mismo protoloco,  Cuffdiff,

y  los graficos se construyeron  a  partir del  programa CummerBund  (Plataforma  R,

disponible  en  Bioconductor).  La  ventaja  de  este  protocolo,  a  diferencia  de  otros

programas,  es  que  permite  diferenciar  variantes  de  sp//'ct.ng  codificadas  por  un

mismo gen, debido a que en el ensamble hace las anotaciones de las lecturas por

ex6n  y  no  por genes  completos  (Trapnell  y  cols.,  2012).  La  versi6n  de  genoma

utilizada tambi6n fue dm3 r5.57.

EI   analisis   de   las   secuencias   obtenidas   se   realiz6   por   los   m6todos

computacionales  y estadisticos  propuestos   por Trapnell  y  colaboradores  (2012),

siendo los principales parametros una raz6n de cambio absoluta mayor o igual a 2

y Valor p mayor o igual a   0.05,  siendo usada la raz6n de cambio >[2]  la estandar

utilizada en varios estudios (Wilhelm y cols.,  2009;  Bullard y cols.,  2010; Trapnell y

cols.,  2010).

Resultados

En   la  comparaci6n  de  condiciones  Control  vs.   Ganancia  de  funci6n  se

identificaron  en  total  77  genes  diferencialmente  expresados  (54  aumentaron  su

expresi6n,  16  disminuyeron),  mientras que en  p6rdida  de funci6n  se  encontraron

39 genes (33 aumentaron, 6 disminuyeron).
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Los genes cuya expresi6n tuvo un aumento, se agruparon en ca{egorias de

procesos   biol6gicos   puntuales   (Calificados   por   la   iniciativa   Gene   Onto/ogy  y

ordenados  con  el  algoritmo  disponible  en   SrR/IVG..  http://string-db.orgo.   Estas

categorias,    de    mayor   a    menor   ocurrencia    de    genes    fueron:    prote6lisis,

gametog6nesis,  percepci6n  olfativa,  sintesis  de  cuticula,  sinapsis  y  organizaci6n

de    citoesqueleto.    No    se    encontraron    categorias    de    procesos    biol6gicos

significativamente  enriquecidos  para  los  genes  cuya  expresi6n  disminuy6  en  la

ganancia de funci6n de DAxudl .
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Canancia de funci6n

+
77 genes expresados diferencialmente

` 54 aumentaron su expresidn

re§pecto al control
* 23 disminuyeron §u expresi6n

respecto al control

Gananch de funcich

P6rdida d® funci6n

39 genes expresado§ diferencialmente

' 33 aumenfaro su expre§i6n

respecto al control
* 6 disminuyeron su expresi6n

respecto al control

Perdida de fund6n

Figura Sll: Resumeh de dates de ARN€eq. Se muestra la cantidad de
genes   que  aumentaros   a  disminuyeron   diferencialmente  su   expresi6n
respecto  al  valor control  (p  valor  <0.05).  EI  diagrama  de  ven  resume  la
cantidad de genes que cambiaron diferencialmente su expresi6n de manera
comdn en ambas condiciones.
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Figura S12:  Relaci6n entre genes que aumentaron su expresi6n g6nica
en   ganancia   de   funci6n   de   DAxudl.   Utilizando   el   programa   STRING
(Jensen y cols.,  2009), que utiliza  la informaci6n de las proteinas codificadas
por los  genes,  se  buscaron  relaciones entre  los elementos  que  aumentaron
su expresi6n.  Se encontraron 5 grupos en que los genes se clasificaron  por
proceso   biol6gico   (Gene   Onto/ogy),   Io   que   se   visualiza   en   los   genes
agrupados en  cada grupo de colores.  Las  lineas entre  proteinas  denotan  la
evidencia  de  relaciones  como  interacci6n  fisica  y  co-expresi6n,  siendo  la
linea mas gruesa entre mayor sean estas relaciones y su fiabilidad.  La figura
dentro  de  cada  esfera  indica  que  hay  una  estructura  proteica  modelada  o
dilucidada.
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Genes diferencjalmente expresados en p6rdida de funci6n

Se   identificaron   39   genes   diferencialmente   expresados,    16   de   ellos

cambiaron  en  la  misma  direcci6n  que  en  condiciones  de  ganancia  de  funci6n.

Entre estos genes se destacan  los que codifican  proteinas  que  intervienen  en  el

metabolismo  de  quitina  (Figura  S12),  tambi6n  hay  otros  nuevos  como  Obp99c,

(odoranf b/.nc//'ng prole/.n) que es una variante de los Obp56a y Obp5d,  por lo que

hay  un  control  similar  en  ese  grupo  de  genes  que  estan  relacionados  co.n  la

percepci6n odorante y probablemente con el fenotipo de arresto G2-M que induce

diferenciaci6n a esta clase de c6lulas (Hekmat-Scafe y cols., 2002).

Considerando los cambios equivalente para las condiciones de ganancia y

perdida de funci6n se plante6 la posibilidad de que el experimento hubiera fa][ado.

Para  descartar  esto  se  analiz6  Ia  expresi6n  de  DAxudl  en  las  condiciones  de

expresi6n   del   constructo   interferente.   Result6   que.  si   bien   no   l[egaba   a   ser

significativo  segtln  los  estandares  (p Value=  0.0015;  q  Value  =  0.050028),  habia

un  aumento  de  expresi6n  de  DAxudl  en  todas  las  feplicas  respecto  del  control

(Figura  S13).  Esto  no  descarta  la  posibilidad  de  un  error,  ya  que  este  gen  tiene

cuatro   isoformas   de   mensajeros   reportados   (Figura   S13  A),   cuya   expresi6n

aumentaria el valor de FPKM total. Asi que se procedi6 a analizar la expresi6n de

las  diferentes  isoformas  (Figura  S13  y  Tabla  10).  Se  encontr6  que  la  variante

DAxudl-RB   aumentaba   notoriamente   su   expresi6n    respecto   al   control   en

condiciones de si]enciamiento.

Para confirmar que la expresi6n de esa isoforma sea completa y no debido

a que se cuentan los fragmentos que provenian del constructo ARNi, se procedi6
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a elaborar un diagrama Sachimi  (Figura S17),  que grafica  los eventos de ap//.c/.ng

detectados  a  partir de  lecturas  del ARN,  las que al  mapearse con  el  genoma se

dividen    en    dos,    lo    que    permite    asignarlos    como    eventos    de    ap/t.c/'ng

correspondiente. Aqui se observan dos cosas en el caso de las teplicas de ARNi:

lo primero es que efectivamente la isoforma RB se expresa mucho mas que en la

condici6n  control  (por  lo  tanto,   no  habria  un  error  en  las  teplicas),  y  que  los

eventos de ap/+.c/.ng en las regiones codificantes son igual o mas numerosos que el

control,  con  una diferencia significativa en  la condici6n  de ARNi  (test I sfudenf,  p

Value=0.05).

Es  posible  que  el  interferente  tenga  poca  eficiencia  para  6sta  isoforma,

debido a que se disefi6 para la isoforma RA (Figura 13A).  La isoforma RB es mas

corta  en  el  5'UTR,  no  obstante  deberia  verse  afectada  por  el  ARN  interferente

debido  a  que  comparte  386  bases  a  partir  del  cod6n  ATG.   Sin  embargo  la

secuenciaci6n  muestra  que  esto  no  parece  ocurrir,  ya  que  se  observa  que  la

isoforma  RB  aumenta  su  expresi6n  considerablemente  sin  ser silenciada  por  el

ARNi.  Se  concluye  que  la  expresi6n  de  la  isoforma  RB,  puede  ser  la  causa  del

aumento equivalente de ciertos genes en las condiciones de gaancia y p6rdida de

funci6n.   Por  lo  anterior  los  analisis  siguientes  se  realizaron  exclusivamente  en

base   a   las   secuencias   obtenidas   en   la   condici6n   de   sobreexpresi6n   de

DAxud 1 : :GFP.

Los  genes  diferencialmente  expresados  en  diferentes  condiciones  a  partir

de  transcript6mica  usualmente  va]idan  por  otra  tecnica.  Se  uti]iz6  Ia  tecnica  de
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qpcR para confirmar el cambio en la expresi6n de los genes que serian regulados

por DAxudl .

Tabla S4: confeo en FPKM de isoformas de ARNm de DAxudl .

DAxudl- DAxudl-RB DAxudl- DAxudl-RD DAxudl
RA RC Total

nub>Gal4; +/+ 12.655600 4.029020 2.387440 9.648630 28.7207
n„b>Gal4;UAS-lR24.DAxudl 6.891180 175.067000 1.513350 0.212106 183.6830

n„b>Gal4;UAS.DAxudl::GFP 7.61872 4.09315 1.88900 599.65500 613.2560
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Figura  S13:  expresi6n  diferencial  de  variantes  de  sp//-ci.ng  de  DAxudl  en
condiciones de p6rdida y ganancia de funci6n. A) Se ilustran las variantes de
sp//.c/.ng hasta  ahora  identificadas y  publicadas  por Flybase.  8)  Comparaci6n  de
los  niveles  de  lecturas  de  las  cuatro  isoformas  entre  la  condici6n  Control  y  la
perdida  de  funci6n.   C)  Comparaci6n  de  los  niveles  de  lecturas  de  las  cuatro
isoformas entre la condici6n Control y la perdida de funci6n.
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Figura  S14:  Interferente  DAxud-lR26479  disminuye  niveles  de  ARNm  de
DAxudl  y  revierte  fenotipo  de  ganancia  de  funci6n.  En  el  panel  A  se
muestran  los valores obtenidos a  partir de qpcR   de  Log2(A)  promedio de los
interferentes  utilizados,  cuya  comparaci6n  se  hizo  contra  la  condici6n  control.
El  panel 8 esta la descripci6n de fenotipos del  interferente IR-26479 utilizando
el  driver nubb/.n  /nub/.  Se  observa  que el fenotipo de  ganancia  de funci6n  es
revertido  cuando  se  co-expresa.   Los  animales  se  desarrollaron  a  29°C  en
todos los experimentos.
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Correlaci6n de dates de ARN-seq y qpcR

Dado  que  sigue  siendo  necesario  analizar  las  variaciones  de  expresi6n

96nica de algunos genes en p6rdida de funci6n en qpcR, se opt6 por utilizar una

linea   UAS   del   banco  de  transg6nicos   RNA  interferentes   del  VDRC   (V/.ema

Drosaph/./a Resource Cenfer).  Los resultados para validar esta linea se observan

en la Figura S14, siendo el interferente IR-26479, al ser coexpresado con DAxudl-

GFP  capaz  de  disminuir  los  niveles  de  ARNm  de  DAxudl,  revelado  por  qpcR

(Figura S14). Tambi6n es capaz de revertir el fenotipo de ganancia de funci6n.

Con esta informaci6n, se procedi6 a disectar discos imagina]es  en cantidad

suficiente  para  extraer ARN  para  las  condiciones de Control,  perdida y ganancia

de  funci6n  de  Daxudl.  Esto  se  realiz6  desde  3  cruces  independientes,  misma

metodologia que la empleada en RNA-seq. Con ese material se realizaron analisis

de qpcR para genes que cambiaron su expresi6n de manera significativa en RNA-

seq,  y  que  ademas  presentaron  buenos  valores  estadisticos  como  similitud  de

niveles entre teplicas y bajo valor p.

En  general  se  mantienen  las tendencias de  los  cambios  de expresi6n,  sin

embargo,  mediante el qpcR  no se obtuvieron  razones de cambio  (Fo/d Char}ge)

similares  al  RNA-seq,  exceptuando  casos  puntuales.  Cabe  recalcar,  como  se

observa en la Figura S15, que para los genes seleccionados se observan cambios

de expresi6n opuestos al comparar la ganancia y p6rdida de funci6n de  DAxudl.

Asi,  cambios  de  expresi6n  de  Daxudl  si  regulan  la  expresi6n  de  estos  genes,

pudiendo correposnder a potenciales blancos transcripcionales.
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Figura   S15:    Razones   de   cambio   (transformadas   a    Log2)   de   genes
diferencialmente expresados en ARN-seq analizada  por qpcR. Se muestran
en azul, para cada gen estudiado,  Ias razones de cambio (transformadas a Log2)
de  la  condici6n  de  perdida de funci6n  respecto  a  la  condici6n  control.  En  verde
se graficaron  las  razones  de  cambio  (transformadas  a  Log2)  de  la  ganancia  de
funci6n   respecto  al   control.   En  todos   los  casos  se   utiliz6  actina   como  gen
normalizador, cuya raz6n de cambio es  1, el cual es la referencia del control para
cada  gen.    Barras  de  error  indican  desviaci6n  estandar y  asterisco  sobre  cada
barra indica que el cambio promedio de la condici6n experimental fue significativa
respecto  al  control  (Test  t,   p<0.05)  realizado  comparando  los  valores  2-Ct  de
condici6n experimental y control (Livak y cols., 2001).
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Correlaci6n dates RNAseq y qpcR

Figura   S16:   Correlaci6n   de   datos   ARN-seq   y   qpcR.   Grafico   de
correlaci6n de datos entre valores  log2 (raz6n  de cambio)  para  la ganancia
de funci6n en qpcR y ARN-seq. Las razones de cambio se transformaron a
Log2 y en el eje Y corresponde a las razones de cambio transformadas de
los valores de ARN-seq mientras que en el eje X las razones transformadas
de qpcR. Correlaci6n de Pearson R2= 0.5785, p Value = 0.0236.

an

do  solo  los  valores  log2(A),   de  RNA-seq  y  qpcR  se  obtiene  una  correlaci6n

positiva,  la  cual  fue  de  R2  =  0.5785  (pendiente  0.9293  +/-  0.3243).  Los  genes

seleccionados  para este analisis cumplen  el  criterio de que en  RNA-seq  tuviesen

un   p-Value   <   0.05,   baja   desviaci6n   estandar   y   posibles   implicancias   de   su

sobreexpresi6n  sobre el fenotipo de arresto de ciclo celular observado en  discos

imaginales.
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Tabla  S5:  Genes  diferencialmene  expresados  en  condiciones  de  ganancia  de  funci6n
respecto  al  control.  Log2Foldchange>[1];        p value<  0.05;  q value<0.05.  Las columnas
marcadas  en  negrita  indican  transcritos  que  cambiaron  en  condiciones  de  ganancia  y
p6rdida de funci6n, en el mismo sentido.  Fold change = (FPKM condici6n/FPKM control).

ID flybase Nombre Log2(Fold Change) p Value
FBgn0004191 snarn:u2:34aba inf 5,OOF-05

FBgn0033826 c94734 inf 5,OOF-05

FBgn0034052 c98299 inf 5,OOF-05

FBgn0034712 c93264 inf 5,OOF-05

FBgn0034822 rpl37b inf 5,OOF-05

FBgn0035779 c98562 inf 5,00E-05
FBgn0036809 cgl2477 inf 5,00E-05
FBgn0037167 cgll425 inf 5,00E-05
FBgn0039312 c910514 inf 5,00E-05

FBgn0039453 c96403 inf 5'00E-05
FBgn0040959 peritrophin-15a imf 5,OOF-05

FBgn0086367 tan inf 5,OOF-05

FBgn0262023 cg42834 inf 5,OOF-05

FBgn0002862 mst87f inf 0.0002
FBgn0082980 snoarn:ps.128s-2996 inf 0.0006
FBgn0083040 snoarn:psil8s-1854c inf 0.00235
FBgn0035781 c98560 8,81 0.00125
FBgn0010425 epsilontry 6,45 0.00115

FBgn0035638 tektin-c 5,38 5,00E-05
FBgn0035608 blanks 5,34 0.0001
FBgn0028400 syt4 4'78 5,00E-05
FBgn0037724 /5f 4,67 0.00085
FBgn0261647 axudl 4,37 5'00E-05
FBgn0013278 hsp70bb 4,16 5,OOF-05

FBgn0035154 c93344 3,89 5,00E-05

FBgn0034470 obp56d 3,67 5,OOF-05

FBgn0039510 c93339 3,55 0.0001
FBgn0033321 c98738 3'35 0.0006
FBgn0036880 cpr76bc 3,32 0.0012
FBgn0260226 c942500 3'12 0.0015
FBgn0052364 cg32364 2,98 5,OOF-05

FBgnob40813 nplp2 2,86 5,OOF-05

FBgn0264265 cr43765 2,76 0.001
FBgn0039682 Obp99c 2'74 0.00025
FBgn0031561 cgl6712 2,63 0.00075
FBgn0039094 cg10184 2,60 0.00065
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FBgn0034517 cpr57c, 2,52 0.0002
FBgn0051955 cg31955 2,36 0.0001
FBgn0031602 cgl5431 2,30 0.00065
FBgn0043783 cg32444 2,29 0.00125
FBgn0034837 rpl22-like 2,24 0.00025
FBgn0050016 c930016 2,23 0.00125
FBgn0028543 nimb2 2'22 0.00255
FBgn0034468 Obp56a 2'16 5,OOF-05

FBgn0034098 krimp 1,91 5,OOF-05

FBgn0027791 •o-fut2 1,85 0.00015
FBgn0027087 aats-his 1,84 0.0002
F88n0040060 yip7 1'81 0.00035

FBgn0053002 mrpl27 1,69 0.0014
FBgn0001258 impl3 1,63 0.0008
FBgn0037001 c96020 1,60 0.001

FBgn0003275 rpi`,18 1,55 0.0032

FBgn0030365 tan904 1,54 0.0005

FBgn0030352 cgl5738 1'47 0.00135
FBgn0038948 Psr 1,46 0.0014
FBgn0021906 rfesp 1,44 0.0023

FBgn0083987 snarn:ull 2,60 0.00045
FBgn0262532 cr43086 2,3 0.00045
FBgn0026403 ndg 2'13 0.00275
FBgn0004959 phm 1,97 0.00235

FBgn0034354 c95224 1,70 0.0013

FBgn0040251 ugt86di -1,54 0.0006
FBgn0051262 cg31262 -2,42 0.0027

FBgn0033033 scc'f -1,45 0.00135

FBgn0031097 obst-a -1,58 0.0008

FBgn0010247 Parp -1'61 0.0004
FBgn0011746 ana -1,76 0.0001
FBgn0250869 c942240 -1,90 0.0008
FBgn0033889 c96701 -1,94 5,00E-05
FBgn0030852 c98316 -2,13 0.00085
FBgn0031632 cgl5628 -2,16 5,OOF-05

FBgn0052392 cg32392 -3,23 5,OOF-05

FBgn0022981 rpk -3'34 5,00E-05

FBgn0000557 eflalphal00e -1,97 5,OOF-05

FBgn0051436 cg31436 -3,53 5,OOF-05

FBgn0053346 cg33346 -imf 5'00E-05
FBgn0033010 c,i/6 -1,46 0.00155
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Tabla    S6:    genes    diferencialmene    expresados   en    condiciones    de    expresi6n    de
interferente respecto al control. Log2Foldchange>[1];       pValue< 0.05.

lD f[ybase                 nombre Log2(Fold Change) p Value
FBgn0002534 /ap3 4,31 5,00E-05
FBgn0002535 /ap4 3,5 5,00E-05
FBgn0002862 mst87f inf 5,OOF-05

FBgn0035779 c98562 inf 5,OOF-05

FBgn0036227 cgl7826 inf 5,00E-05
FBgn0040959 peritroph.In-15a imf 5,OOF-05

FBgn0082997 snoarn:psi28s-1232 inf 0.0001
FBgn0053128 cg33128 inf 0.00015
FBgn0083004 snoarn:psi28s-1175b inf 0.0002
FBgn0260955 cg42587 inf 0.00025
FBgn0065046 snoarn:u3:9b imf 0.0006

FBgn0086367 tan imf 0.00025
FBgn0085256 cg34227 5,10 5,00E-05

FBgn0028400 syt4 5,05 5,00E-05
FBgn0035608 blanks 4.02 0.0002
FBgn0000639 fbpl 4,58 0.00015

FBgn0039682 Obp99c 4,26 5,OOF-05

FBgn0031405 c94267 4,23. 0.0001
FBgn0033321 c98738 4,20 0.0003
FBgn0013949 e/c' 4,14 0.00055
FBgn0083987 snarn:ull 3,82 0.00015
FBgn0030105 cgl5369 3,55 0.00045
FBgn0040398 cgl4629 3,45 5,OOF-05

FBgn0085815 cr41605 3,32 0.00015
FBgn0013278 hsp70bb 3'20 0.0001
FBgn0065099 snarn:7sk 3,14 0.0004
FBgn0040532 c98369 3,04 0.00045
FBgn0034468 Obp56a 1,91 0.00125
FBgn0085764 cr40668 2,70 5,OOF-05

FBgn0261647 axudl 2,67 0.00015
FBgn0027791 a-fut2 2,45 0.00115
FBgn0028543 nimb2 3,4869 5,00E-05
FBgn0005670 cyp4dl 3,07 0.00045
FBgn0016694 pdpl -2,45 0.0003
FBgn0087002 rfabg -2,47 0.00025

FBgn0033108 cgl5236 -2,55 5,00E-05
FBgn0052392 cg32392 -3,06 5'00E-05
FBgn0010247 Parp -1'81 0.00155
FBgn0020907 scp2 -inf 0.0001
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FBgn0053346 cg33346 0.00035

Tabla S7: Genes que cambiaron en la misma direcci6n tanto en ganancia como en
perdidaperaiaa ae Tuncion.  LJa[OS ae Ar{N-Seq.
Gen Log2(A) Ganancia de funci6n Log2(A) P6rdida de de fLinci6n

DAxudl 4,37 2,67

hsp70bb 4,16 3,2

syt4 4,78 5,05

c98562 CO cO

mst87f cO CO

tan cO cO

Obp99c 2,74 4,26

Obp56a 2,16 1,91

peritrophinl5a CO cO

cg32392 -3,23 -3,96

c98738 3,35 4,2

cg33346 0 0

blanks 5,34 4.02

Parp -1,61 -1,81

O-fut2 1,85 2,45

nimb2 2,22 3,48
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Analjsis  de  genes  diferencialmenfe expresados  en  ganancia  de funci6n  de
DAxudl    identificados    por   ARN-seq:    Funcionalidad   y   vinculaci6n    con
genotipos

Analizando   los  genes  que  aumentaron  su  expresi6n,   de  acuerdo  a   la

clasificaci6n   por   Gene   Onto/ogy,   hay   cinco   grupos   vinculados   a   procesos

bio]6gicos, siendo el mss numeroso el de prote6]isis, indjcado en la Figura  12 que

corresponde   a   7   genes:   CG3344   (peptidasa   S10),   CG8562   (peptidasa   M14,

Carboxipeptidasa   tipo   A),   CG8299   (peptidasa   S1,   endopeptidasa),   CG4734

(peptidasa   SIA),   CG12477   (ubiquitinaligasa   E3),   Yip7      (serina   peptidasa)   y

CG8738  (serina  peptidasa).  Se  analizaran  a  continuaci6n  los grupos de  genes y

sus  componentes,   haciendo  6nfasis  en  c6mo  es  que  la  ganancia  de  funci6n

genera el fenotipo de muerte celular y arresto en G2-M.

Seis  genes  que  codifican  peptidasas,  exeptuando  CG8738  se  expresan

notoriamente en el intestino medio de larvas de estadio 3, y en menor medida en

el de adulto (Tomancak y cols., 2002).  Ello coincide con el patr6n de expresi6n de

DAxudl  en  el  desarrollo,  ya  que  en  estudios  anteriores  se  report6  expresi6n  en

progenitores intestinales en la etapa 9 del desarrollo larvario (Glavic y cols., 2009).

Adicionalmente,  un estudio de   microarreglo de expresi6n de genes frente

distintas   condiciones   de   esttes   en   larvas   de   tercer   estadio   (disponible   en

modEncodedafabase,.  Contrino  y  cols.,  2011)  revel6  que  la  expresi6n  de  estas

peptidasas  aumenta  considerablemente  y  en  conjunto  frente  a  la  exposici6n  de

etanol, Cadmio y rotenona.

Ninguna   de   estas   proteasas   putativas   ha   sido   analizada   de   manera

funcional en algtln estudio,  por lo que s6lo se puede inferir que hay una tendencia
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a expresarse en condiciones de esttes celular y posiblemente su expresi6n en el

intestino podria desempefiar un rol en el procesamiento de alimento y defensa. No

obs{ante,   informaci6n  de  ort6[ogos  es{a  disponible  en  bases  datos  (MEROPS

database:  Rawlings y cols.,  2012).  CG3344 es una peptidasa que pertenece a la

familia  S10,  que  acttla  en  lisosomas.  CG8562  pertenece  a  la  familia  M14,  de

funciones  diversas  en  anabolismo.  CG8299  es  parte  de  la  familia  S1,  que  son

secretadas  para  el  procesamiento  de  alimento  y tambi6n  producidas  por c6lulas

inmunes como efectores de citotoxicidad.  Sobre CG4734 no  hay dates salvo que

se  trataria  de  una  metalocarboxilasa,  sin  estar  asociada  un  grupo  especifico,

similar es el caso de CG8738, del cual no hay mayores antecedentes.

CG12477 es una putativa E3 ubiquitina-Iigasa, que tiene una alta homologia

con ubiquitinas ligasas con dedo de Zinc, perteneciente a una familia de proteinas

llamada  makorin,  particularmente  con  makorin-1.  Las  E3  Iigasas  makorin  estan

conservadas   en  todos   los   animales  y  se  desempefia   como   ubiquitina   ligasa

especifica para la subunidad TERT de la telomerasa, teniendo un efecto negativo

en la divisi6n celular (Salvatico y cols., 2010). Sin embargo esta no parece ser una

proteina  fangef  en  Drosaphi./a,  ya  que  no  se  requiere  de  TERT  para  agregar

repeticiones en los tel6meros (Sasaki & Fujiwara, 2000),  por lo que es posible que

tenga otras proteinas como blanco para mediar la ubiquitinaci6n.

Se   ha   reportado  que  en   condiciones   de   esttes   oxidativo  de  diferente

naturaleza, aumenta la prote6[isis (por expresi6n de peptidasas y ubiquitinaligasas

E3)  y a la vez la traducci6n de ARNm se ve disminuido globalmente, exceptuando

elementos  relacionados  con  la  respuesta  a  estfes  (Mehlhase  &  Grune,  2002;
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Vogel  y  cols.,  2011).  En  base  a estos  antecedentes,  se  refuerza  la  idea  de  que

DAxudl  promueve la transcripci6n de genes de respuesta a esttes, fundamentada

ademas  con  antecedentes  que  indican  que  AXUDl  de  mamiferos  aumenta  su

expresi6n  frente  a  esttes  oxidativo  gatillado  por metales  (Cheng  y  cols.,  2013)  y

por Doxorrubicina (Yi y cols., 2006).

Componentes de[ citoesque[eto, microttlbulos

Ambos  transcritos,  Tektin-C  y  CG3339  codifican   para  componentes  de

microtdbulos,  en  distintos  contextos.  Tektin-C  es  un  componente  estructural  de

microtdbu[os   que  forman   flage]os,   otorgando   estabilidad   mecanica   (Amos   L.,

2008),   mientras   que   CG3339,   si   bien   no   se   ha   estudiado   en   Drosaphi./a,

corresponde  a  un  ort6Iogo  de  la  cadena  pesada  de  Dineina,  responsable  del

transporte retr6grado de vesiculas y de ARNm  (Myster &  Peifer,  2001 ; Welte M.,

2004).  Hasta  ahora  no  se  ha vinculado  la  expresi6n  de Tektin-C,  ni  de  CG3339

con estr6s oxidativo o alguna condici6n de esttes.

La proteina que corresponde a la cadena pesada de Dineina participa en el

checkpoint  G2-M,  ya  que  se  ha  demostrado  que  la  depleci6n  de  la  proteina  en

cultivos celu]ares aumenta la tasa mit6tica (Raaijmakers y cols., 2013).  La dineina

participa  en  el  correcto  posicionamiento  de  los  centrosomas  en  la  fase  G2,  y

tambi6n  recluta elementos de checkpo/.nf en los cinetocoros (Raaijmakers y cols.,

2013).   Es   posible  que   una  sobreexpresi6n  de   protefnas  que  interactdan   con

microtdbu]os   generen   inestabi[idad   del   huso   mit6tico,   por  lo   que   podrian   ser

responsables  del  arresto  del  ciclo  celular en  G2-M  observada en  la ganancia de

funci6n de DAxudl .
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Gametog6nesis

Tres   son   los  genes  principales  de  gametog6nesis   identificados:   Krimp,

Blanks y Mst87f.  Krimp se expresa en niveles altos en el ovario adulto (Robinson y

cols„  2013),  mientras  que  Blanks  y  Mst87f tienen  mayor  expresi6n  en  testiculo

adulto.  En  Drosaphi./a solo existen  estudios sobre  Krimp y  Blanks,  en  los que se

indica  que  son  esenciales  para  el  desarrollo  de  gametos,  pero  con  funciones

diferentes.  Krimp  se  expresa  casi  exclusivamente  en  ovario  adulto  (Robinson  y

cols.,  2013),  especificamente en los oocitos a partir de su etapa en c6lula troncal

hasta   el   huevo   maduro   (Lim   y   cols.,   2007).   Forma   parte   de   la   membrana

perinuclear  y  su  p6rdida  de  funci6n  genera  esterilidad  debido  a  defectos  en  la

po[arjdad  de  la divisi6n  mei6tica. Actda  uni6ndose a ARNs  mensajeros dirigiendo

su  localizaci6n  e  inhibiendo su traducci6n  (Lim y  cols.,,  2007;  Anne J.,  2010).  Por

otra  parfe,  BIanks  codifica  para  una  proteina  que  se  une  ARN  de  doble  hebra,

contribuyendo  al  procesamiento  para  generar ARNi  de  modo  independiente  de

RISC  (Gerbasi  y  cols.,  2008).  Se  expresa  durante  la  etapa  de  espermatocito  I

hasta  el  espermio  maduro  y  su  p6rdida  de  funci6n  provoca  alteraciones  en  el

desarrollo del espermio.

No existen antecedentes que vinculen a DAxudl  con gametog6nesis,  pero

Krimp  tiene  cambios  de  expresi6n  frente  a  cambios  de  DAxudl,  por  lo  que  es

posible  que  tenga  alguna  relevancia  en  generaci6n  de  ovarios,  sin  embargo  la

p6rdida  de funci6n  con  el  interferente  IR-26479  inducido  con  el  Tubulin>Gal4  no

genera esterilidad, posiblemente porque la p6rdida de funci6n no es equiparable a
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la de  un  mutante  nulo,  condici6n  que  permitiria analizar la  relevancia de  DAxudl

sobre el de.sarrollo y funci6n de g6nadas con mayor claridad.

Formaci6n de cuticula

Existe una expresi6n de transcritos que codifican para proteinas que forman

parfe de la estructura de la cuticula, particularmente de proteinas que se unen a la

quitina para su estabilizaci6n en esta estructura.  Se ha demostrado que la quitina

tiene  propiedades  antioxidantes  y  que  frente  a  esttes  oxidativo  hay  una  mayor

sintesis  de  estos  po[isacaridos  en  [evaduras  (De  Oliveira y  cols.,  2013).  Ademas

de formar parte  de  la  cuticula  en  Drosaph/./a,  estas  proteinas  se sintetizan  en  el

intestino, formando la barrera peritr6pica (\/Vijffe]s y cols,,2002),  Adiciona]menfe se

ha  documentado  en  Drosaph/./a  que  la  barrera  peritr6fica  cumple  funciones  de

protecci6n  contra  pat6genos  y  especies  reactivas  de  oxigeno  (Kuraishi  y  cols.,

2011),   reforzando   la   noci6n   de   que   DAxudl   modula   la   respuesta   a   esttes

oxidativo.

Sinapsis y percepci6n sensorial

Respecto  a  los genes  Obp51a,  Obp99 y Nrp  de percepci6n  olfativa,  estos

se   expresan   en   c6lulas   sensoriales   odorantes,    corresponden    a   proteinas

secretadas por las dendritas y favorecen la uni6n ligando-receptor (Hekmat-Scafe

y  cols.,  2002).  Por  otra  parte  Sytlv y  Tan  participan  en  la  funci6n  sinaptica.  La

existencia  de  linajes  neurales  en  disco  imaginal  de ala se debe  a  que el  ala del

adulto  posee  mecanoreceptores,  los  cuales  provienen  de  neuroblastos  que  se

diferenciaron a partir de c6lulas de tejido imaginal (Furman & Bukharina, 2008).
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Genes no agrupados

npL37b es  un constituyente estructural de los ribosomas,  necesario para el

ensamblaje de la subunidad 60S de eucariontes (Gamalinda y cols., 2013).  Se ha

descrito que su ort6Iogo en levaduras aumenta su expresi6n durante la exposici6n

de  metil-sulfonato  (Tkach  y  cols.,  2012),  agente  quimico  alquilante  que  genera

estr6s replicativo, ya que aumenl:a la tasa de error durante la replicaci6n del ADN.

EIlo     coincide     con     que     los     niveles     de    ARNm     de    AXUDl     aumentan

considerablemente en  cardiomiocitos de rat6n expuestos a doxorrubicina,  agente

que genera tanto esttes replica{ivo como oxidativo (Yi y cols., 2006).

Hsp70Bb  es  proteina  chaperona que aumenta fuertemente durante estfes

por  calor  e  hipoxia  (Gong  &  Golic,  2006).  Lo  interesante  es  que  su  expresi6n

aumenta  en  condiciones  de  estr6s,  tal  como  RPL37  y  el  grupo  relacionado  con

prote6lisis que se encontraron en este estudio.  Hsp70Bb tambi6n se encuentra en

el locus en donde DAxudl ::GFP se relocaliza duranfe el esttes t6rmico,  pudiendo

ser un gen blanco directo.

EI  resto  de  los  genes  no  ha  sido  estudiado,  ni  se  ha  encontrado  alguna

relaci6n de co-expresi6n con a]gdn estimulo estresor.

Genes cuya expresi6n de ARNm disminuy6 en ganancja de funci6n

151



Segdn    lo    especificado    en    [a    Fjgura    11,,    23    genes    disminuyeron

significativamente su  expresi6n.  No se elabor6  un  diagrama  de  red  debido  a que

no hay relaciones documentadas entre ninguno de los genes.  Sin embargo,  entre

estos  el  gen  Ef7drooE podria  estar vinculado  con  el  fenotipo  de  muerte  celular

inducida por ]a ganancia de. funci6n de DAxudl .

Eflal00E  es  un  factor  de  elongaci6n  de  la  traducci6n  necesario  para  el

posjcionamiento  del  aminoacil-EARN  en  el  sitio A del  ribosoma  durante  ]a sinfesis

de  proteinas  (Lasko  P.,  2000).  La  baja  de  expresi6n  de  Ef7cr700E es  acorde  al

aumento  de  expresi6n  de  peptidasas,  lo  que  hace  suponer que  en  ganancia  de

funci6n de DAxudl  se detona un proceso relacionado con respuesta a esttes.  Las

respuestas  a esttes,  especificamente  para esttes  oxidativo  producidos por ROS,

imp]ican procesos de prote6lisis y disminuci6n de sintesis de proteinas (Mehlahse

& Grune, 2002).

La  disminuci6n  de  la  expresi6n  de  Efla  en  lineas  celulares  de  cancer

produce  una  disminuci6n  de  la  proliferaci6n,  migraci6n  y  aumento  de  apoptosis

(Edmonds    y   cols.,    1996;    Pecorari    y    cols.,    2009)    y    por   el    contrario,    la

sobreexpresi6n    de    Efla    en    lineas    celulares    humanas    tiene    un    efecto

antiapopt6tico   (Talapatra  y  cols.,   2002).   Misma  situaci6n  se  ha   reportado  en

c6lulas  de  disco  imaginal  de  ala  en  Drosaph/./a  me/anogasfer,  y  a  la  vez  la

disminuci6n de la expresi6n de Efla-100e se vincula con apoptosis independiente

de p-53 (Van Bergeijk y cols., 2012).

Sobre   los   otros  genes  que  disminuyeron   su  expresi6n,   es   interesante

mencionar el  gen  anachron/.sin  (ana),  codificante  para  una  glicoproteina  que  es
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secretada  por ce]ulas  gljales  en  el  tejido  de[  sistema  nervioso  central  duranfe  el

desarrollo  de  la  larva    (Park  y  cols.,  1997).  Sobre  este  gen  se  comentafa  mas

adelante, ya que es un ejemplo de un posible rol represivo de DAxudl  en c6lulas

de disco imaginal de ala.

Es  necesario  recalcar que el  experimento de ARN-seq  se  realiz6 en  disco

imaginal  de ala,  cuya diferenciaci6n  celular apenas  involucra  neuronas y glia,  por

lo que posiblemente DAxudl  regule mas genes en c6lulas precursoras del sistema

n.ervioso,  consistente  con  lo  mostrado  en  vertebrados  donde  ]os  hom6logos  de

Daxudl  se expresa ampliamente en el tejido nervioso durante el desarrollo (Feijo6

y cols., 2009; Quinlan y cols., 2009; Simoes-Costa y cols., 2015).
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29OC

SF#FSS*xRIRTbFrf

Comparaci6n Test Tukey. ** p = 0.0053
respecto Control. DesaITollo a 29ac.

S§S*-    €rf     €ff&    SS*RNifb

i.

Comparaci6nTestTukey. ** p = 0.0416
respecto control. Desarrollo a 29®C.

Figura S18:  Constructos de ARNi  de DAxudl  generan fenotipos diferentes en
densidad  celular y  PH3. A)  Utilizando el  dn.ver M,  que expresa Gal4 en  posterior,
se  indujo  expresi6n  de  interferentes  en  el  compartimento  posterior  de  ala,  y  se
realiz6 conteo de tricomas en un area de  100 um2 en la zona ilustrada.  8)  Utilizando
las mismas construcciones y genotipos que en A, se realizaron conteos de c6lulas en
G2-M (marcadas en canal  rojo,  por inmunofluorescencia para PH3,  marcador de esta
etapa  del  ciclo  celular),  se  observa  que  los tejidos  que  expresan  el  interferente  de
DAxudl  tienen un mayor indice mit6tico, aunque bastante somero.  Esto se realiz6 en
compartimento posterior (Marcado en verde) y anterior,  en discos  imaginales de ala
de tercer estadio, con esa informaci6n se hizo una proporci6n AVP para 20 discos de
cada condici6n.
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mub>Gaw: UASDAndl ::Gip
Uns-CD8::RFP

nub>Gaw:UAS-DAxud1::GFP
UAS-IR  CG8562

murmIA: UAS-lR CG8562

Salan; uASDAnd 1:GFp

Salaeap; UAS-lR Tektin€

SapGaw: UAS-DAxudl ::GFP
UAS.IR Tektin€

Figura   S19:   prueba   de   interferentes   para   genes   que   aumentaron   su
expresi6n  en  ganancia  de funci6n.  En  la  columna  de  alas  de  la  izquierda  se
observan  los  resultados  del  interferente  para  el  gen  CG8562,  obteniendo  una
reversi6n del fenotipo.  En  la columna de alas de la derecha se pueden  observar
los  resultados  de  un  experimento  similar,  pero  utilizando  otro  driver  (saf>Gal4)
debido a el driver nubbt.nproduce un patr6n de expresi6n del constructo UAS que
produce letalidad en estadio larvario.Los animales se desarrollaron a 29°C.
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Genes DE
Ganancia de funcidn DAxudl

Geiies DE

Ei presicin  de lF: -:4

Genes DE
Ganancia de furici6n  DAxudl

Gertes Dam-![1

FlnejF`|'`lLS

Genes DE con aumento de expresi6n
Ganancia de funci6n DAxudl
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GEnes DE con disminuci6n de expresi6n
Ganancia de funci6n DAxudl

3ianesE?Iclm`{:a

F!Jldpe<-iks

Figura S20:  Diagramas de Venn de genes en comdn entre test de 2 replicas
|Cuffdiff) y genes Con peaks postirfuos {Findpeaks|.
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Script de Phyton para exl:racci6n de datos en Ct/ffdi.ff para generar listas en
excel de ARN-seq: el "#" antecede comentarios sobre los comandos.
defmain(cliff_list):

reader = csv. reader(open(cliff_list), delimiter = 'vy

next(reader)

tesLid, gene_id, gene, locus, sample_1, sample_2, status, vallle_1, value_2, Iog2_fold_change, test_slat, p_value,

q_value, significant = row  #Se definene fas variables

jf significant == "yes":   #Expresi6n para extraer [os significativos

if log2_fold_change == "inf' or ( ('jnf' in log2_fold_change) == False and float(log2_fold_change)>= 1 ): #Expersion

para filtrar los log2_fold_change mayores que 1 a inf

if q_value ± "1" or ( ('1" jn qLvalue) ± False and float(qLvalue) <= 0.211 ):  #Expersion para filtrar los

Iog2_fold_change menores que -1 a -inf

if (Iog2_fold_change == ''inf' or ( ("jnf' in log2_fold_change) ± False and float(Iog2_fold_change)>= 1 )) or

(log2_fold_change == "-jnf'' or ( (inr' jn log2_fo(d_change) == False and float(log2_fold_change) <= -1 )):  ifembas

pn.nt test_id,gene, locus. sample_1, sample_2, status, value_1. valiie_2, [og2_fold_change, tesLsfat.

p_value. qLvalile, significant    #Expresi6n para  imprimir mas van.ables ljstandolas separadas por ",". For ejemplo test_id, log2_fold_change,

significant

if     name      =='    main    ':
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Tabla S9:  GO de procesos biol6gicos en test de 2  feplicas de ARN-seq  para  los
genes sobre-regulados en ganancia de funci6n de DAxudl .

Clave ProcesoBi0168ico
Nombre Proceso biol6gico

Ndmerodegenes
FDR

GO.0034641
Procesos metab6Iicos celulares de

126 2.21e-21procesamiento de nitr6geno
GO.0044237 Procesos metab6licos celulares 186 2.19e-17

GO.0006119 Fosforilaci6n oxidativa 27 4.75e-17

GO.0022900 Cadena transportadora de electrones 27 2.74e-16

GO.0042773
Sfntesis de ATP acoplada a transporte de

25 8.61e-16electrones

GO.0046034 Metabolismo de ATP 31 2.26e-15

GO.0042775 Sintesis mitocondrial de ATP 24 2.36e-15

Tabla S10: vias KEEG en genes sobre-regulados en el analisis de ARN-seq por 2
teplicas en ganancia de funci6n de DAxudl .

Clave via KEEG Nombre via I(EEG
Ndmerodegenes

FDR

dmel90 Fosforilaci6n oxidativa 33 3.94e-17

dmell00 Procesos metab6licos 83 1.41e-15

dme3050 Proteosomas 13 2.54e-07

Dmel200 Metabolismo de carbono 16 8.98e-06

dme3010 Ribosoma 18 8.98e-06

dme3040 Spliceosoma 17 8.98e-06

dme620 Metabolismo de piruvato 9 0.000663

dme640 Metabolismo de propanoato 6 0.000663

dme280 Degradaci6n de valina, Ieucina e isoleucina 7 0.000764

dme3018 Degradaci6n de ARN 9 0.000764

dme3060 Exportaci6n de proteinas 6 0.000764

dme3013 Transporte de ARNm 14 0.00135

dme270 Metabolismo de cisteina y metionina 6 0.0018
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Tabla Sll:  Categorias GO de Procesos Biol6gicos de genes sub-regulados en el
analisis de ARN-seq por 2 replicas en ganancia de funci6n de DAxudl .

Clave Categoria Nombre Proceso Biol6gico Ndmero de Genes FDR

GO:0007444 Desarrollo de disco imaginal 59 9,51E-05

GO:0002165 Desarrollo pupal y larval 59 1,98E-02

GO:0009791 Desarrollo post-embrionico 60 2,38E-02

GO:0000902 Morfog6nesis celular 60 6,05E-03

GO:0007552 Metamorfosis 54 1,22E-01

GO:0007472 Morfog6nesis de disco imaginal 42 6,19E-02

GO:0048707 Morfog6nesis puparia 52 6,20E-02

Tabla S12: vias  KEEG en genes sub-regulados en el  analisis de ARN-seq  por 2
feplicas en ganancia de funci6n de DAxudl .

Clave via KEEG Nombre via KEEG Ndmero de genes FDR

dme04310 Via Wnt 11 0.02239

dme04320
Formaci6n de eje Dorso-ventral

7 0.05019

dme04013 Sefializaci6n  MAPK 5 0.01124

dme04630 Sefializaci6n Jak-STAT 5 0.01392

dme04350 Sefializaci6n TGF-beta 6 0.01923

dme04330 Sefializaci6n via  Notch 4 0.01787

dme03018 Degradaci6n ARN 5 0.03242
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ANEXO 5: p6rdida de funci6n de DAxudl genera fenotipos de susceptibilidad
frente a exposici6n a Paraquat, Per6xido de Hidr6geno y condiciones de
ayuno

Comida control                    25 mM paraquat                     so mM paraqliat

+/+ ;Tub>Gal4

lR-DAxudl ; Tub>Gal4

Figura S21: Animales  con p6rdida de funci6n de DAxudl  genera  una mayor
muerte  celular  en   intestinos  de  animales  alimentados  con   Paraquat.  Se
muestran  las secciones posteriores del  intestino medio de larvas control estadio 3
y   larvas   que   expresaban   ubicuamente   interferente   de   DAxudl,   que   fueron
alimentadas   por   24   horas   con   comida   suplementada   con   Paraquat   (agente
quimico  generador  de  estfes  oxidativo).  Las  c6lulas  muertas  se  revelaron  con
naranja de acridina.

Tinci6n naranja de acridina en intestinos

Larvas   alimentadas   con   comida  control   o  con   Paraquat  adicionado  en

diferentes concentraciones fueron disectadas para extraer su intestino y analizar el

segmento  posterior  para  observar  muerfe  celular.  La  muerte  celular  se  observ6

con  naranja  de  acridina  (2,5LJg/ml  en  PBS  IX)  sin  fijaci6n  previa,  Los  tejjdos  se

tifieron durante 5 minutos,  posteriormente se lav6 el exceso sumergiendo el tejido

tefiido  por 5  minutos en  PBS  IX.  Inmediatamente  los  intestinos fueron  montados
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en  portaobjetos  y   analizados  con  microscopia  confocal  utilizando 488  nm  como

longitud de onda de excitaci6n y detector de fluorescencia a 530 nm.

% Pupagi6n en 0.5% H202

0       24      48      72      se     fl2O    144    ico
Horas peel pueafa

+  +/+; Tub-Gait/+
+   UAS-lRAxudl ; Tub-Caw/+

Figura  S22:  Animales  con   p6rdida  de  funci6n  de  DAxudl   presentan   un
menor porcentaje de pupaci6n que los animales control al crecer en  medio
con Per6xido de Hidr6geno . Se realizaron ensayos de pupaci6n similares a los
de exposici6n a  estfes termico del Objetivo 1. Se realizaron puestas de 6 horas en
placas con  levadura,  al dia siguiente se rescataron  las larvas sin fenotipo TM6B y
s  pusieron  en  medio  normal  hasta  el  estadio  larvario  2.   Las  larvas  en  estadio
larvario  2  (72  horas  post  puesta)  se trasladaron  a  medio de  crecimiento  Carolina
suplementado con 0.5°/o v/v de Per6xido de Hidr6geno en grupos de 25 larvas por
vial,  3  feplicas  de  cada  grupo  experimental  (Total  6  tubos).  La  temperatura  de
desarrollo fue de 29°C.
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Sfaryiafon. Sobrevida % cada 12 horas

a      12     24     36     4e     cO     72     84     96
Horas despu6s de inicio starvation

-  +/+; Tub Gait
-  IFund; TubGaL4

Figura  S23:  Animales  adultos  con  p6rdida  de funci6n  de  DAxudl  son  mss
sensibles  a  falta  de  nutrientes  que  la  condici6n  control.   Se  colectaron
animales 12 horas post-eclosi6n en 3 grupos por condici6n   de 70 animales
cada uno. Experimento se realiz6 con animales a 29°C.

Ensayos  de Ayuno o Sfarvafr-on

Para  los experimentos de restricci6n  nutricional se aislaron  moscas adultas

nacidas antes de 48 horas las que se separaron por genero. 40 moscas por vial se

pusieron  en  viales  con  agarosa,  el  que  se  cambi6  cada  dia,  a  la  misma  hora

descartando y contando los animales muertos.
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Resultados

Los animales con menor expresi6n de DAxudl  tienen una menor sobrevida

en  condiciones  de  restricci6n  nutricional  total  (Figura  S23).   Este  resu[tado  se

condice con una relaci6n ya establecida entre respuesta a esttes t6rmico y ayuno.

En  esta  relaci6n  (Dokladny  y  cols.,  2013)  se  ha  establecido  que  el  proceso  de

autofagia   puede   ser   bloqueado   por   la   inducci6n   de   proteinas   Hsp70   en

eucariontes,  siendo  una explicaci6n  para el resultado de  la  Figura S23,  en que la

menor expresi6n de DAxudl  tendria como consecuencia una menor inducci6n de

la expresi6n de Hsp70 respecto a las condiciones control.

Experimentos de estr6s oxidativo y t6rmico

Para   los   experimentos   de   estr6s   oxidativo,   se  transfirieron   larvas   del

fenotipo  correspondiente  (Control  y  experimental)  en  cantidad  suficiente  por vial

(>30   Iarvas)   y   en   trip]icado.   EI   medio   de   crecimiento   inicia]   fue   el   indicado

anteriormente  y  para  los  experimentos  se  uti[iz6  medio  Carolina  4-24.  Para  los

controles el  medio se  prepar6  con  agua destilada,  en volumen  1:1,  mientras  que

para    las   condiciones   experimentales   se   utiliz6    la   soluci6n    acuosa   en    la

concentraci6n indicada en el experimento, mezclada 1:1  en volumen con el medio.

En ]os ensayos de estfes t6rmico se utiliz6 el medio normal de harina, agar

y  levadura.  En  que  las  larvas  y  adultos  se  expusieron  a  37°C  y  a  39°C  en  |os

tiempos correspondientes a cada experimento.
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