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RESUMEN

Las paraplejias espasticas hereditarias (PEHs) corresponde a diversos
desdérdenes genéticos caracterizados por la espasticidad de miembros inferiores y una
marcada debilidad muscular debido a una degeneracion de los axones mas largos en
los seres humanos. Los genes mas conocidos causantes de las PEHs (atlastina,
espastina, VCP) estdn involucrados en el tréfico intracelular, localizacion y
conformacion de organelos membranosos. El gen atlastina (atl) codifica para una
GTPasa que media la fusion homotipica en las membranas del reticulo endoplasmico
(RE). En el tratamiento de PEHs asociadas a mutaciones en atl no se han descrito
blancos terapéuticos efectivos ya que inhibir cualquiera de las proteinas asociadas
resulta en defectos en la morfogénesis del RE. En Drosophila melanogaster existen
genes codificantes para moduladores de la expresion y actividad de atlastina. Como el
gen es conservado tanto en humanos como en Drosophila, se utiliz6 este modelo
bioldgico para identificar genes que modulen su actividad. En esta tesis se rastrearon
genes del cromosoma 2 (aproximadamente un 40% del genoma de Drosophila) que
actuen como modificadores dominantes del fenotipo asociado a la disminucion de la
expresion de atl en neuronas motoras. Nuestros resultados indican que existen genes
que interactdan con atlastina, destacandose particularmente uno de ellos, en que la
proteina codificada por este participa de la via de sefializacion de BMP, que juega un
rol fundamental en el correcto desarrollo de la union neuromuscular. Esto es el inicio
de una potencial investigacion enfocada en encontrar mas interactores de atlastina y

los mecanismos moleculares que subyacen a estos descubrimientos.

Vi



Summary

“Identification of Atlastin-interacting genes in a Drosophila model of Hereditary

spastic paraplegias”

The hereditary spastic paraplegias (HSPs) corresponds to a variety of genetic
disorders, characterized by spasticity of the lower limbs and a marked muscle
weakness due to degeneration of the longest axons in humans. The best known genes
of the HSP (atlastin, spastin, VCP) are involved in intracellular trafficking, localization
and formation of membranous organelles. The atlastin (atl) gene encodes a GTPase
that mediates homotypic fusion of endoplasmic reticulum (ER) membranes. There have
not been described effective therapeutic targets for the treatment of HSPs associated
to atl mutations, because the inhibition of any associated proteins results in defects in
morphogenesis ER. In Drosophila melanogaster there are genes coding for modulators
of expression and activity of atlastin. As this gene is conserved in both humans as in
Drosophila, this biological model is used to identify genes that modulate its activity. In
this thesis we will screen genes of chromosome 2 (about 40% of the Drosophila
genome) that acts as dominant modifiers of the phenotype associated with decreased
expression of atl in motor neurons. Our results indicate that there are genes that interact
with atlastin, particularly highlighting one of them, in which the protein encoded by this
participates of the BMP signaling pathway, which plays a fundamental role in the proper
development of the neuromuscular junction. This is the beginning of a potential
research focused on finding more interactors of atlastin and the molecular mechanisms

underlying these findings.

vii



INTRODUCCION

Las Paraplejias Espasticas Hereditarias

Las Paraplejias Espésticas Hereditarias (PEHs) son un grupo clinica y
genéticamente heterogéneo de condiciones que se caracterizan por la espasticidad y
debilidad de los miembros inferiores (Salinas et al., 2008). Este padecimiento es
progresivo, neurodegenerativo, que afecta selectivamente los terminales de los
axones mas largos del sistema nervioso central, en donde los axones de las neuronas
motoras corticales causan un desorden con movimientos espasticos (Beetz et al.

2013).

Los sintomas iniciales son trastornos motores y rigidez en las extremidades
inferiores en la mayoria de los casos. Estos sintomas suelen progresar seriamente a
marcados movimientos espasticos que requieren el uso de un bastén, andador o silla
de ruedas para moverse (Denora et al. 2013). La clasificacion clinica distingue entre
PEH de forma “pura” y de forma “compleja”. Los pacientes con PEH pura muestran
signos piramidales aislados, como el signo de Babinski (extension dorsal del dedo
gordo del pie), espasticidad y déficit motor, que pueden estar asociados con trastornos
del esfinter y profunda pérdida sensitiva (Klebe et al. 2015). Las formas complejas se
asocian con una plétora de signos o sintomas neuroldgicos, incluyendo retraso mental,
neuropatia periférica, ataxia cerebelosa, epilepsia, atrofia éptica, retinitis pigmentosa,
sordera y cataratas (Denora et al. 2013). Las PEHs “puras” son generalmente
consideradas como el tipo mas comun en el norte de Europa y el norte de América

(Calleja & Berciano, 1993).



Existen pocos estudios epidemiolégicos de las PEHs, pero la prevalencia
estimada en poblaciones europeas es de aproximadamente 3 a 10 casos por 100.000.
La edad de inicio es desde una temprana nifiez hasta los 70 afios de edad y las PEHs

es por tanto una significante fuente de neurodiscapacidad crénica (Salinas et al. 2008).

La heterogeneidad genética es causada por un gran numero de loci/genes
involucrados. Las proteinas implicadas en la aparicion del sindrome son parte de una
via molecular especifica o cumplen funciones similares y la misma proteina puede

estar relacionada en diversas funciones (Lo Giudice et al. 2014).

Las PEHs presentan penetrancia incompleta y expresividad variable, por
ejemplo, los individuos portadores pueden presentar sintomas desde la infancia y
confinados a una silla de ruedas, o bien permanecen asintomaticos durante toda su

vida (Du et al., 2010).

La genética de las PEHs es compleja y todos los modelos de herencia han sido
descritos: autosémico dominante, autosomico recesivo, ligado a X recesivo y mas
raramente herencia mitocondrial, aunque el autosémico dominante es el que
mayormente prevalece y representa cerca del 70% de los casos entre los casos de
PEH puras (Salinas et al. 2008). Interesantemente, un grupo de genes asociados con
las PEHSs, espastina (spas), atlastina-1 (atl-1), y REEP-1 (reep-1) codifican proteinas
requeridas para la morfogénesis y dinamica del RE (McDermott et al. 2003),
(Blackstone et al., 2011). Mutaciones en los genes atl y spas se han estimado que
causan aproximadamente un 10% y un 40% respectivamente de PEHs autosdmica

dominante pura (Lee et al. 2009).



La Figura 1 ilustra el lugar espacial donde se encuentran estas proteinas en una

neurona.
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Figura 1. Neurona que muestra la ubicacion espacial de las proteinas involucradas en las PEHs (Salinas et al.
2008). En la figura podemos encontrar algunas de las proteinas codificadas por los genes que mas mutaciones
presentan en las PEHSs: atlastina (aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico); espastina (vesiculas endosomales,
microtubulos); REEP (mitocondria).

Se sugiere que la patogénesis de las PEHs causada por mutacion en estas dos
proteinas proveen la primera evidencia experimental que las PEHs pueden ser
causadas por anormalidades en proteinas que son miembros de una misma via
bioquimica. Una comprension mas detallada de la funcién de esta via no sélo dara
informacion clave de las causas de neurodegeneracion en la PEHs y quizas otras
condiciones neurologicas, sino que también permitira dilucidar mecanismos
moleculares que son importantes para el mantenimiento de las neuronas con axones

largos (Sanderson et al. 2006).

En relacion al reticulo endoplasmatico (RE) se puede mencionar que la

integridad del RE axonal se ha descubierto que esta comprometida en desordenes



neurodegenerativos devastadores, pero aun se desconoce si esto involucra
alteraciones del proteoma axonal a través de mecanismos locales (Bjork et al. 2013).
Las paraplejias espasticas hereditarias (PEHS) representan quizas la asociacion mas

directa entre patologias y el RE axonal (Blackstone et al. 2011).

Papel de la atlastina en las PEHs

En los humanos, el gen de atlastin-1 (también llamado SPG3A, por Spastic
Paraplegia Gene 3A) se encuentra en el cromosoma 14, region 14g22.1 y consiste en
14 exones gue codifican para una proteina de 558 aminoacidos de longitud y es uno
de los principales causantes de las PEHs (Zhao et al. 2001). Este gen es expresado
en la mayoria de los tejidos corporales, aunque su mayor expresion es en el cerebro y
en la médula espinal (Zhao et al. 2001). Con algunas raras excepciones, mutaciones
en atlastina causan aparicién temprana de PEHs. La mayoria de las mutaciones de
atlastina publicadas consisten en mutaciones de sentido erroneo (missense) o con una
sola mutacién que causa el corrimiento del marco de lectura (frameshift) (Trotta et al.,

2004).

La proteina atlastina es una GTPasa, similar a los miembros de grandes
GTPasas de la familia dinamina (Zhao et al. 2001). Posee dos dominios
transmembrana con topologia de membrana resultando en que los dominios N- y C-
terminal se encuentren expuestos en el citoplasma (Zhu et al. 2003). El sitio donde se
ubica la actividad GTPasa es el sitio catalitico. La proteina puede oligomerizar para

formar homotetrameros (Zhu et al. 2003). Atlastina se localiza prominentemente en el



aparato de Golgi y en el RE, y se enriquece en células piramidales corticales
cerebrales, una subpoblacién celular que presenta una axonopatia en pacientes con
PEH (Sanderson et al. 2006, Zhu et al. 2003). La formacién de la red del RE requiere
fusidn homotipica de membranas, la cual necesita GTPasas de clase atlastina (Wu et
al., 2014). El rol funcional preciso de atlastina en el Golgi o en otros organelos

membranosos se desconoce (Sanderson et al. 2006).

Analisis in vitro e in vivo proveen fuerte evidencia que atlastina es una GTPasa
vital requerida para la fusion homotipica de las membranas del RE. Como atlastina
reside en el RE, presenta una localizacion consistente con el rol en mediar la
interaccién homotipica entre las membranas del RE. En respuesta a la pérdida de
atlastina, la red del RE se fragmenta pero no se observa una discapacidad en el
transporte, apoyando una funcion de mantenimiento de la integridad del RE mas que
en el trafico secretor (Orso et al. 2009). Un trafico de membrana reducido en Drosophila
da como resultado defectos en el crecimiento celular (S. Lee et al., 2007), indicando
gue una discapacidad menor en el transporte secundario a una desorganizaciéon del
RE, puede explicar el pequefio tamafio de las células mutantes con atlastina y en los

individuos (Orso et al. 2009).

Drosophila melanogaster en el estudio de atl en las PEHs

Este organismo artrépodo pertenece a la familia Drosophilidae. Son insectos
dipteros que se encuentran en todo el planeta. El linaje artropodo se separ6 del linaje

vertebrado hace mas de 600 millones de afios atras (Adoutte et al. 2000), sugiriendo



que Drosophila podria ser completamente diferente de los seres humanos. Sin
embargo, analisis genéticos, moleculares y de comportamiento realizados desde hace
mas de un siglo sugieren lo contrario, y por eso Drosophila ha sido usada como
organismo modelo pionero para estudios biologicos eucariontes multi-celulares

(Sturtevant & Lewis 2001).

Drosophila melanogaster es un valioso organismo modelo para estudiar el
envejecimiento y los procesos patologicos degenerativos en el sistema nervioso. Las
ventajas de la mosca como sistema experimental incluyen su facil manipulacién
genética, ciclo vital corto y la posibilidad de observar y analizar cuantitativamente
comportamientos complejos. La expresion de genes vinculados a enfermedades en
poblaciones neuronales especificas del cerebro de Drosophila, se puede utilizar para
modelar enfermedades neurodegenerativas humanas como el Parkinson, Alzheimer y

las PEHSs entre otras (Hirth 2010).

En Drosophila, el gen atl se encuentra en el cromosoma 3. La pérdida de atl
causa fragmentacién del RE mientras que su sobreexpresion causa hiperfusion de los
tubulos del RE (Orso et al. 2009). El gen atl es altamente expresado en el sistema
nervioso central de la larva y en las paredes musculares del cuerpo, pero no esta

enriquecida en las sinapsis aunque si esta presente (O’Sullivan et al., 2013).

Atlastina en Drosophila y humana tienen una alto % de similitud (Bian et al.
2011). Ambas contienen un dominio GTPasa N-terminal y un paquete de tres-hélices
(3HB, three-helix bundle), seguido por dos segmentos transmembrana cercanos (TM,

transmembrane) y una cola C-terminal (CT) (Figura 2) (Wu et al. 2014).



GTPase 3HBTMsCT
dmATL

Figura 2. Comparacién del gen atlastina en Drosophila melanogaster (dm) y Homo sapiens (hs) (Wu et al. 2014).
En la figura se indica en la regién N- terminal el dominio funcional GTPasa que se encarga de hidrolizar GTP para
realizar la fusién de membranas en el RE; el dominio 3HB que permite un mejor plegamiento de la proteina; el
dominio TM que permite que se ancle la proteina en la membrana y el dominio CT, ubicado en el extremo C-
terminal que va hacia el citosol de la célula.

Casi todos los residuos clave identificados hasta la fecha en la familia atl pueden
ser encontrados en la atl tanto de Drosophila como humana. Asi, podria esperarse que
la atlastina-1 humana muestre actividad de fusion de membranas in vitro, justo como
lo hace la atl de Drosophila. Sin embargo, atlastina-1 in vitro es inactiva, incluso bajo
las mismas condiciones que la atl de Drosophila. Analisis estructurales y bioquimicos
revelaron que la actividad GTPasa es critica para la reaccion de fusién. Ademas, los
dominios TM y CT de la molécula juegan roles importantes: el dominio TM en el
plegamiento de la proteinay el CT en la unién de esta a la siguiente membrana del RE

para permitir la fusién (Wu et al. 2014).

Considerando que existe una relacion estructural y funcional del gen atlastina
entre estas dos especies, es probable encontrar genes que modulen la funcién de este
gen. Por ejemplo, VCP es una ATPasa que participa en la fusion de membranas del
RE, al igual que lo hace atlastina y ademas forma un complejo con otra proteina para
fusionar las membranas del complejo de Golgi (O’Sullivan et al. 2013). Se ha
demostrado que la proteina del gen vcp interactia con atlastina mediante andlisis de

inmunoprecipitacion donde VCP co-inmunoprecipita con atlastina, sugiriendo que
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estas proteinas interactian directamente o son parte de un mismo complejo proteico
(O’Sullivan et al. 2013). Ademas de esto, se ha comprobado que atlastina y VCP co-
localizan en el RE neuronal, especialmente en las regiones perinucleares de los
musculos, donde el RE tiende a ser abundante, sugiriendo una superposicion
sustancial de atlastina y la localizacion de VCP en el RE (O’Sullivan et al. 2013). La
interaccion fisica entre estas dos proteinas nos pregunta como esta interaccion se
encuentra mediada. Se piensa que VCP puede actuar modulando la expansion de las
membranas del RE y también participando de la fusion de estas en el RE (Zeng et al.

2014).

Otro interactor conocido de atlastina es espastina. Se ha comprobado que
ambos co-localizan en el RE y en menor medida en el Aparato de Golgi (Sanderson et
al. 2006). Al examinar los dominios de unién que median la interaccion de espastina 'y
atlastina, se observa que una isoforma de espastina contiene una region responsable
de unirse con atlastina, sugiriendo que es la funcion de esta isoforma la que posee
directa importancia en la patogénesis de las PEHSs. Interesantemente, esta isoforma
se encuentra enriquecida en el cerebro y la médula espinal, los sitios anatémicos de
las PEHs (Sanderson et al. 2006). Estas dos proteinas interactian fisicamente

remodelando proteinas de membrana y del citoplasma (Goyal & Blackstone, 2014).

Atl interacciona también con el gen reep 5-6. Numerosos estudios han sugerido
gue REEP 5-6 se localiza en el RE tubular, en el cual interactta con atl y spas a traves
de un dominio hidrofébico intramembrana (Park, 2010). Las proteinas codificadas por

estos genes interactuan fisicamente mediando la conformacion del RE y las



interacciones de la red tubular del RE con los microtubulos del citoesqueleto (Park,

2010).

Otro gen interactor con atl es thickveins (tkv). La proteina tkv es un receptor de
tipo | de la via de sefalizacion de BMP (Bone Morphogenetic Protein), en donde se ha
demostrado, mediante experimentos con el pez cebra que interactda con atl (Fassier
et al. 2010). Las proteinas Atl y Tkv co-localizan en estructuras endosomales a lo largo
de las neuritas. Junto con esto Atl inhibe la localizacion de Tkv en la membrana
plasmatica. Estos datos en conjunto sugieren que atl podria inhibir la sefializacién de

BMP regulando el trafico de este receptor a la membrana (Fassier et al. 2010).

De esta manera, estudiando el comportamiento y las relaciones que se
establezcan entre la atl de Drosophila con otros genes, se podrian encontrar
potenciales blancos farmacolégicos que puedan, potencialmente servir para atenuar
los efectos de las PEHs en humanos. Con el objetivo importante de rastrear
modificadores genéticos del fenotipo de escalada asociado a la disminucién de la
expresion de atl especificamente en motoneuronas. Junto con esto se muestra el
analisis de tkv, uno de los genes candidatos en una de las regiones gendémicas

modificadoras de atl.

El proyecto en gque esta inmerso este trabajo contempla el rastreo de todos los
cromosomas de la mosca. Este trabajo de tesis abarca el cromosoma 2, ya que este
incluye aproximadamente un 40% del genoma total de la mosca. Cada deficiencia

abarca regiones diversas del cromosoma 2 y cada una de ellas involucra varios genes.



HIPOTESIS

En Drosophila existen genes que modifican el fenotipo motor asociado a la

disminucion de la expresion de atl en motoneuronas.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Identificar genes que modifiquen el fenotipo motor asociado a la disminucion de
atl utilizando a Drosophila como modelo bioldgico para encontrar potenciales blancos

en humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Estandarizar el rastreo genético de modificadores del fenotipo motor
asociado ala disminucion de la expresion de atl en neuronas motoras.
Se verificé si el fenotipo de disminucion de funcion de atl es modificado por la
reduccion de una copia de atl y por la reduccion de una copia de otros genes

involucrados en la morfogénesis del RE.

2) Rastrear el cromosoma 2 en busca de regiones cromosdmicas que

contengan posibles genes modificadores del fenotipo motor asociado ala

disminucioén de atl.
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3)

Se verifico si el fenotipo de disminucion de funcion de atl es modificado por las
deficiencias cromosOmicas en heterocigosis y se analizara la actividad

locomotora en el tiempo tal como se indica en la metodologia.

Seleccionar genes candidatos y comprobar su interaccion con atl.
Se analizaron las deficiencias que hayan demostrado tener diferencias
significativas con su control en el ensayo de escalada y se seleccionaron genes

candidatos para analizar su funcién y demostrar su posible interaccion con atl.
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MATERIALES Y METODOS

Sistema UAS-GAL4

GAL4 corresponde a un factor de transcripcion de la levadura, el cual se une a
regiones especificas del DNA denominadas UAS (upstream activating sequence) y
activa la expresion de los genes rio abajo de este segmento de manera celular-
especifica, dependiendo del promotor que controla la expresion de GAL4 (Duffy 2002).

La Figura 3 muestra un ejemplo de como funciona este sistema.

Como el elemento regulador GAL4 dirige la expresion de los genes, es al que

se le denomina como “driver de expresion”.

[UAS GFP]
+

[RE-GAL4)

+

GFP expression

GALA4 expression
O GALA Protein

© GFP
RE Regulatory Elements

S @S G

°o
[o]
o X
[UASGFP] [UAS GFP] [RE-GAL4)
. g [RE-GAL4] n

Figura 3. Funcionamiento del sistema UAS-GAL4 en Drosophila. Cuando las hembras que portan un gen bajo el
control de UAS, en este caso la proteina fluorescente verde, (UAS-GFP) son cruzadas con machos que portan un
driver GAL4, la progenie que contiene ambos elementos del sistema son producidas. La presencia del GAL4 en el
patrén alternativo segmental en los embriones representados en la figura, conduce la expresion de respuesta de la
secuencia UAS en el patron correspondiente (Duffy 2002).
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Cepas utilizadas:

- Cepade prueba

La cepa w, C380-G4; dsRNAiatl/Cyo la cual expresa RNA de doble hebra que
tiene como blanco a atl (dsRNAiatl) especificamente en motoneuronas. Esta cepa se
cruzo individualmente con cepas que poseen deficiencias cromosémicas parciales,
mapeadas molecularmente, las cuales cubren el cromosoma 2. Todos estos animales
se mantuvieron en viales estandar a una temperatura de 25°C. Por cada ensayo se
utilizaron 15 moscas del genotipo de interés obtenidas de la F1. La cepa mutante Df
7994 posee una deficiencia a una cadherina y se utilizard como control ya que no
modifica el fenotipo asociado a la disminucion de la expresiéon de atl ni tiene relacion
molecular con atl.

La cepa de prueba contiene un tipo de balanceador que se denomina Cyo
(“curly”), que contiene un marcador dominante que permite a los investigadores seguir
este balanceador a través de diversas cruzas y es letal cuando se encuentra en
homocigosis. La utilidad del cromosoma balanceador es que, previene la recuperacion
de los cruzamientos entre la secuencia cromosdmica normal y ellos mismos (Hartwell

et al. 2011).

- Cepas estandarizacion

Analizamos si el fenotipo de escalada asociado a la cepa w, C380-G4;
dsRNAiatl que expresa el dsRNAi de atl en las motoneuronas, se modifica cuando se

realiza un cruzamiento entre esta con cepas de moscas que poseen deficiencias en
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otros genes relacionados con la PEH con la finalidad de estandarizar el estudio de

genes y confirmar que las cepas a utilizar funcionan.

En la estandarizacion se cuantificaron dos alturas distintas de escalada: a los
dos centimetros y a los cinco centimetros, ambas durante el mismo periodo de tiempo:
tres segundos. Se observo el comportamiento de las moscas durante dos etapas
distintas siendo estas, el dia 5 de vida (cuando estan mas jovenes) y la otra, el dia 15

(estando en una etapa avanzada de vida).

Se utilizaron cepas con deficiencias que contienen atlastina (atl), espastina
(spas), reep 5-6 (reep 5-6) y VCP (vcp), las cuales potencialmente podrian potenciar
el fenotipo de disminucion de la expresion de atl. También se utilizé6 una cepa de
moscas que servirh como control, la cepa de la deficiencia 7994, que como se dijo
inicialmente, posee deficiencia a una cadherina que se ha demostrado no poseer
ningun efecto sobre atlastina. Por tanto, los cruzamientos para la estandarizacion

guedaron ordenados de la siguiente forma:

- w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 7994 (deficiencia cadherina)

- w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 7948 (deficiencia que contiene a atl)

- w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 28827 (deficiencia que contiene a spas)

- w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 7875 (deficiencia que contiene a reep-5,6)

- w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 9539 (deficiencia que contiene a vcp)

Se grabaron los ensayos de escalada correspondiente a dichos cruzamientos.

Las comparaciones se hicieron de la siguiente forma:
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- w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 7994 vs. w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 7948 (atl)

- w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 7994 vs. w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 28827 (spas)

- w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 7994 vs. w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 7875 (reep-5,6)

- w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 7994 vs. w, C380-G4; dsRNAiatl x Df 9539 (vcp)

- Cepas con interferente para tkv

Se utilizaron dos dsRNAI distintos para tkv, localizados en el cromosoma 2y 3
de la mosca de forma separada (a modo de knockdown para este gen). Cada uno de
estos dsRNAI se cruz6 con la cepa de moscas del dsRNAi para atl. En paralelo, se
cruzaron las dos cepas con dsRNAi para tkv con el driver de expresion w; C380-G4
para evitar los posibles efectos que pudiera generar el interferente para atl en los
resultados. Como cepa control para estas cruzas se utilizé la cepa de moscas w60-000
gue es un tipo de cepa silvestre que pertenece al mismo background genético que los
dos dsRNAI para tkv y que fue cruzada de manera individual con las cepas w, C380-
G4 y w, C380-G4; dsRNAiatl para ser utilizadas como controles. Se realiz6 el ensayo
de escalada tanto para el dia 5 como para el 15. Los genotipos de las cepas de moscas

gue poseen los dsRNAI para tkv que fueron utilizadas son las siguientes:

- dsRNAi tkv cromosoma 2: y, v; CG14026IR

- dsRNAIi tkv cromosoma 3: y, v; +/+; CG14026IR/TM3, Ser
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Evaluacién de la funcién motora

Se utilizaron hembras adultas obtenidas de la F1 y se realiz6 un ensayo de
escalada a distintos intervalos de tiempo luego de haber eclosionado. Los ensayos se
hicieron con moscas de dos edades distintas desde que salen de la pupa: dia 5 y dia
15. Al dia 5 las moscas son jovenes y estan menos afectadas por las mutaciones que
poseen en los genes. Al dia 15 se espera que las moscas estén mas afectadas ya que

presentan una edad avanzada.

Se midi6 el tiempo que demoran las moscas en escalar un vial colocado en
forma vertical de 15 cm de longitud. Una marca a los 2 y 5 cm desde la base del vial
sirvio para realizar la cuantificacion de las moscas capaces de sobrepasar dicha marca
a distintos tiempos: 3 segundos para los 2 cm y 5 segundos para los 5 cm. El ensayo
de escalada debe ser un ensayo grupal y no individual, ya que si bien, puede haber
ciertas conductas de imitaciébn o seguimiento por parte de algunas moscas, al subir
cada una de ellas se puede comprobar cobmo suben y de esa manera cuantificar lo

observado.

Se dispuso de un kit de deficiencias que se encarg6 a un centro de investigacion
a cargo de una universidad estadounidense (Universidad de Indiana) con sede en el
estado de Indiana, ciudad de Bloomington, llamado “Bloomington Drosophila Stock
Center” (BDSC), que trabajan haciendo y manteniendo stocks de distintas cepas
genéticas de Drosophila para su uso en investigacion, abasteciendo en gran medida a

investigadores y cientificos de todo el mundo.
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Cruzamientos

1) Se pusieron 15 hembras con el genotipo del driver de expresion y 5 machos con
el genotipo perteneciente a cada deficiencia en cada vial y se almacenaron a
25°C. Las moscas fueron transferidas cada tres dias a un vial con comida fresca
para asegurar que la progenie no tenga mas de tres dias de diferencia de edad.
Los viales con las moscas transferidas se almacenaron en el incubador a 25°C,
mientras que los viales con la progenie en desarrollo se almacenaron a 29°C.
Este cambio en la temperatura es necesario ya que el sistema UAS-GAL4
funciona mejor a esta temperatura.

2) Se utiliz6 una carta Gantt para realizar los cruces y transferencias de una

manera mas ordenada.

Recoleccion de moscas

Después de diez dias se recolectaron las hembras resultantes de la F1 de
dichas cruzas para realizar el ensayo de escalada. Con el objeto de eliminar efectos
asociados a dimorfismo sexual se realiz6 el andlisis s6lo de hembras ya que estas, a
diferencia de los machos, son mas grandes y no tienen tendencia a pelear ni a

desgarrarse cuando luchan por el territorio o por el interés del sexo opuesto.
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Ensayo de escalada

El tipo de ensayo que se utilizé para realizar la posterior cuantificacion, el

ensayo de escalada, es un procedimiento estandar que se utiliza comunmente para

observar el comportamiento de moscas que presentan algun fenotipo motor asociado

a la disminucion de un gen en particular en las motoneuronas.

El protocolo para el ensayo es el siguiente [adaptado de (Barone & Bohmann

2013)]:

1)

2)

3)

4)

5)

Se seleccionaron las moscas del genotipo deseado, se separaron por género,
se agruparon azarosamente en grupos en cohortes de 20 a 30 animales y
fueron transferidas a viales con comida fresca cada 2 a 3 dias.

Treinta minutos antes del ensayo, se anestesiaron las moscas con CO2 y fueron
ubicadas en tubos plasticos (previamente rotulados con el genotipo de la
mosca) hechos con dos viales vacios unidos por su apertura con cinta adhesiva.
Se utilizaron aproximadamente 20 moscas por tubo.

Se marco con lapiz permanente la altura para realizar el ensayo desde la base
del tubo que se puso de forma vertical.

Los tubos se colocaron lo mas cercano posible y se pegaron a una base de
plumavit que sirvié de contraste para observar como las moscas suben.

Se coloc6 una camara digital al frente de los tubos a una distancia de 20 a 30
cm de la base de plumavit. La camara se puso sobre una plataforma sélida y
plana. Se selecciono la opcién “pelicula” para grabar. Al hacerlo, se procuré
iniciar un crondmetro para realizar un seguimiento del tiempo que transcurre
entre los ensayos.
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6) Se acumularon las moscas al fondo de cada tubo golpeandolos suavemente (ya
estando pegados a la base de plumavit) por unos cinco segundos. Este paso
debe ser realizado de manera consistente (por la misma duracion, la misma
fuerza, la misma persona) a través de todo el experimento.

7) Se grabd el movimiento de las moscas con la camara digital por 10 segundos.

8) Se repitieron los pasos 5) y 7) diez veces con un intervalo de un minuto.

La Figura 4 ilustra el proceso descrito anteriormente:

Figura 4. Representacion del ensayo de escalada. A 2 cm sobre la base se encuentra la primera marca y a los 5
cm la segunda. Sobre estas se realizo el conteo de moscas a los 3 y 5 segundos, respectivamente.

Para lograr una maximizacién del tiempo y abarcar todas las deficiencias que
hay para el cromosoma 2, primero se realizaron las cruzas de la cepa con el dsRNAI

de atl con las cepas de las deficiencias en el brazo 2L del cromosoma 2 y después de
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hechas estas, se hicieron las del brazo 2R. Hay casi 200 deficiencias en cada brazo y,
por tanto, se agruparon las deficiencias en set de diez cruzas por grupo mas su control,
teniendo entonces un total de once tubos con 15 moscas cada uno. Lo que se busca
finalmente es comparar estadisticamente lo observado en base a los fenotipos

obtenidos.

Todas las deficiencias cruzadas con la cepa w, C380-G4; dsRNAiatl y que
mostraron diferencias significativas con el control, fueron cruzadas con la cepa de
moscas que presentan solamente el driver de expresion para motoneurona, w; C380-
G4. Se hace esto para descartar que la interaccion entre la deficiencia y el driver es la

gue provoca gue existan dichas significancias en los resultados.

Analisis de videos

Para el andlisis de los videos grabados se realizé lo siguiente:

1) Se conté el nimero de moscas que estan sobre la marca realizada a los 2 cm
después de 3 segundos.

2) Se tomo6 un promedio de los resultados de los diez ensayos hechos.

3) Se expresé el promedio como un porcentaje del nimero total de moscas en el
tubo que fueron capaces de estar sobre la marca (= % actividad de escalada).

Se testearon 5 cohortes independientes para cada genotipo.
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Analisis estadistico

Para evaluar la significancia estadistica entre los diferentes genotipos
resultantes en el tiempo ya estandarizado, se cuantificaron las moscas que escalan
sobre los 2 cm en 3 segundos para cada grupo con diez deficiencias que fueron
cruzadas con el dsRNAiatl y que crecieron hasta la adultez. Se comparé a continuacion
cada uno de estos grupos con su respectivo control que crecié bajo las mismas
condiciones (cada set posee su propio control). Para realizar dicha comparacion, se
usé el programa estadistico GraphPad Prism 6 que permite, mediante un analisis
ANOVA la comparacion del control con cada uno de los genotipos resultantes en cada

set. El valor de p que se considerd significativo es de 0.05 (95% de confianza).

Se aplico el test de Dunett (test de comparacion multiple) que permite comparar
medias, escogiendo un control con las variantes que uno escoja y compararlo, de
manera independiente, con cada dato agregado. Este test también se utilizdé para

analizar los datos cuantificados del nUmero de botones sinapticos y botones satélites.

Obtencién de sinapsis de larvas

Para profundizar en el fenotipo celular que subyace a los defectos en la
escalada, se compararon las sinapsis de las neuronas de la unién neuromuscular de
larvas que posean en su genotipo las deficiencias de interés. Se utilizaron para tales
efectos larvas y no moscas adultas ya que la sinapsis neuromuscular de la larva ha

sido ampliamente caracterizada y porque algunas deficiencias son haploinsuficientes
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y letales durante la etapa de pupa, o bien resultan en letalidad cuando se combinan

con el dsRNAi de atlastina.

Para generar larvas que posean el genotipo deseado, se utilizé el siguiente

procedimiento:

a) Para identificar el genotipo de las larvas se realizaron cruzas con moscas que
posean en su genotipo un balanceador de facil identificacion que segregue con un gen
de expresion constitutiva que exprese una proteina fluorescente verde (GFP). De esta
forma se pudo discriminar si una larva posee o no las deficiencias con los genes ya
mencionados. Por tanto, la primera cruza consistio en obtener hembras virgenes de
moscas que presentaron en uno de los alelos del cromosoma 2 un gen que no
interactu6 con nada de lo que necesitamos observar y que esté por tanto en
heterocigosis. En el otro alelo del cromosoma 2 se encontré el balanceador con el gen
que codificara para GFP. Estas hembras se cruzaron con machos que presentaron las

deficiencias de interés (Df (X)). La cruza se representa de la siguiente manera:

Jdw;Df(X)/Cyo x 2 w; GMR-G4/CyoGFP
Las larvas de tercer estadio, previo a la etapa de pupa, son las que nos sirvieron
ya que son larvas grandes, de facil manipulacion y diseccion. Por lo tanto, las larvas
descendientes de esta cruza fueron seleccionadas, con ayuda de un microscopio de
fluorescencia para ver la expresion de la proteina fluorescente verde, y asi descartar
las larvas que no nos eran Utiles. Los descendientes, teGricamente, pueden poseer

uno de estos genotipos:

w; Df (X)/CyoGFP  w; Df (X)/GMR-G4 w; GMR-G4/Cyo  w; Cyo/CyoGFP
Se escoge Se descarta Es letal
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De estos posibles genotipos, el Unico util en nuestro trabajo es el primero (w; Df
(X)/ICyoGFP), ya posee lo que necesitamos, la deficiencia. El segundo, w; Df (X)/GMR-
G4, que también presenta la deficiencia, no nos sirvié ya que no podemos identificarla
en las larvas, por lo que se descartaron. Algo similar ocurre con las larvas con el tercer
genotipo (w; GMR-G4/Cyo), que no presentaban la deficiencia, por lo que también se
descartaron. El cuarto genotipo (w; Cyo/CyoGFP) no llegd a desarrollarse ya que
presentaba el balanceador en homocigosis, siendo letal. Habiendo ya seleccionado las
larvas, se colocaron en un vial con comida fresca y se les dejé ahi para que se
desarrollaran con normalidad. Pasados unos dias, las moscas con ese genotipo
comenzaron a nacer y a cruzarse entre si, generando un stock de moscas que pueden

mantenerse a lo largo del tiempo.

b) Lo siguiente es obtener por separado moscas virgenes del stock de moscas que
presenten en su genotipo el driver de expresién para motoneuronas solamente (w;
C380-G4) y también de las que poseen el driver de expresidon mas el dsRNAi para
atlastina (w, C380-G4; dsRNAiatl). Como el driver de expresidn esta presente en
homocigosis en las moscas que presentan el driver solamente, todas las virgenes que
se obtuvieron fueron utiles para cruzarlas con machos del stock de moscas que
obtuvimos anteriormente y que presentaron deficiencias. Por tanto, esta cruza fue de

la siguiente forma:

d w; Df (X)/ CyoGFP  x Q@ w; C380-G4

Los descendientes de esta cruza fueron:

w; Df (X)/C380-G4 w; C380-G4/CyoGFP
Se escoge Se descarta
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Las larvas de esta cruza se analizaron en el microscopio con fluorescencia para
descartar las que no nos son utiles. En este caso, las larvas que sean fluorescentes
no sirven ya que solamente presentan el driver de expresién sin la deficiencia, por lo
que se descartaron. Las otras, que no fluorescen, fueron seleccionadas para el

tratamiento posterior.

A continuacion, se sacaron hembras virgenes del stock que presentan el driver
mas el dsRNAI para atlastina. Aqui encontramos moscas que en su genotipo presentan
el dsRNAIi de manera heterocigota y también el balanceador “curly” (Cyo) o, podemos
encontrar moscas que sean homocigotas para el dsRNAI sin el balanceador. Como la
idea de usar estas moscas era obtener larvas descendientes que tengan el dsRNAiatl
en un alelo y la deficiencia en otro, s6lo nos van a servir las moscas virgenes que sean
homocigotas, sin el balanceador. Teniendo ya estas moscas, se cruzaron con machos
del stock originado anteriormente, que presenten la deficiencia y el balanceador con

GFP. La cruza quedo de la siguiente forma:
d w; Df (X)/CyoGFP  x @ w, C380-G4; dsRNAiatl/C380-G4; dsRNAiatl

Los descendientes de esta cruza fueron:

w, C380-G4; dsRNAiatl/Df (X) w, C380-G4; dsRNAiatl/CyoGFP
Se escoge Se descarta

Estas larvas se seleccionaron en un microscopio de fluorescencia ya que
solamente nos sirven las larvas que posean la deficiencia y el w, C380-G4; dsRNAiatl
(w, C380-G4; dsRNAiatl/Df(X)), por lo que descartamos todas las larvas que expresen

GFP ya que no poseen en su genotipo la deficiencia. De esta manera, obtuvimos las
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larvas sabiendo con certeza el genotipo que presentan y listas para diseccionarlas para

observar la sinapsis de la UNM.

Observacion de la sinapsis de la UNM

Para obtener imagenes de las sinapsis y que estas puedan ser comparables
unas con otras en los diferentes preparados con tejido larval, se sacaron fotos
solamente de las UNM de los segmentos del par 2 y 3 que, como se menciond, pueden
ser comparadas (Figura E, Anexo V). El par 1 como esta cerca del cerebro, no es
posible sacar buenas imagenes en esa zona por la gran cantidad de axones existentes

y que pueden “contaminar” una buena imagen.

Diseccion de larvas

Se utilizaron larvas con ocho genotipos distintos para realizar las disecciones y

posterior inmunohistoquimica. Estos ocho genotipos son los siguientes:

1. w, C380-G4/+

2. w, C380-G4/Df 7994

3. w, C380-G4/Df 7497 (que contiene a tkv)
4. w, C380-G4/Df 7783 (que contiene a dpp)
5. w, C380-G4; dsRNAiatl/+

6. w, C380-G4; dsRNAiatl/Df 7994

7. w, C380-G4; dsRNAiatl/Df 7497

8. w, C380-G4; dsRNAiatl/Df 7783
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Al tener ya las larvas necesarias, se procedié con la diseccion de estas para
exponer las uniones neuromusculares. Las larvas de tercer estadio son larvas
facilmente identificables ya que son las que comienzan a escalar por las paredes de

los viales, en busca de un lugar idéneo para pupatr.

Aproximadamente diez larvas de cada genotipo se colocaron en una placa
sobre hielo por diez minutos. Para evitar que las larvas se muevan demasiado al
momento de la diseccidén. Luego, se pasaron a otra placa que contiene un material
semejante a la silicona, llamado “silicard” que permitié realizar la diseccion de una
manera mas facil, sin romper los tejidos necesarios para observarlos después. Una
vez que se encontrd la larva se agregaron 100 uL de PBS 1x (buffer salino fosfato)
para mantener los tejidos hidratados e intactos al momento de cortar. Se puso a la
larva en posicién dorsal, dejando dicha zona expuesta; se tomo una aguja de diseccion
(o “pin”) de metal con una pinza y cuidadosamente, mirando en la lupa se insertd una
aguja en el extremo superior de la larva, donde se encuentran las mandibulas y otra

aguja, en el extremo inferior de la larva, en la zona intestinal (Figura A, Anexo 1)

Una vez insertadas las agujas de diseccion se hizo un corte horizontal poco mas
arriba de donde se encuentra la zona intestinal. Se abrid la tijera, se introdujo la punta
en la abertura recién hecha y se corté con cuidado hacia arriba, donde se encuentra
la zona mandibular (Figura B, Anexo Il). Luego, con las pinzas se abrieron las paredes
musculares y se sacaron todos los érganos internos de la larva con cuidado para no
cortar o romper las uniones neuromusculares, tratando de dejar lo mas limpio posible

toda esa zona. Habiendo ya hecho esto, con cuidado se abrieron las paredes y se
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colocaron dos agujas de diseccion mas en cada lado para dejar absolutamente

expuestas las uniones neuromusculares del interior de la larva (Figura B, Anexo II).

Una vez que se dej6 a la larva en esa posicion, se extrajo todo el PBS. Después,
se agrego 100 pL de PAF al 4% (paraformaldehido) durante diez minutos para fijar la
muestra. Pasado ese tiempo se extrajo el PAF y se hizo un lavado con PBT 1% (buffer
salino fosfato mas Tritdn, resultando una solucion tipo detergente) durante diez
minutos por cuatro veces. A continuacion, se guardaron las larvas ya fijadas y lavadas
en una placa con Glicerol al 6% y se almacenaron a 4°C para trabajar con ellas

después.

Inmunohistoquimica

Se procedio a hacer una inmunohistoquimica para visualizar las sinapsis en las

uniones neuromusculares.

Se utilizaron distintos anticuerpos primarios y secundarios a distintas

concentraciones que marquen neuronas, axones y la sinapsis.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios en las diluciones sefaladas:

1. GIluRIIB (rabbit) -------- > 1:400

2. NC82 (mouse) --------- >1:200

El anticuerpo GIuRIIB marca el muasculo postsinaptico, mientras que NC82

marca la neurona presinaptica.
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Una vez aplicados estos anticuerpos en las larvas, se incubd toda la noche o
por 12 horas, agitando lentamente a 4°C. Pasado ya el tiempo y antes de aplicar
anticuerpos secundarios, se utilizo BSA (albumina de suero bovino) como agente
bloqueador para evitar las uniones inespecificas que puedan resultar de la aplicacion
del anticuerpo secundario. Se aplicé 200 uL de BSA con una micropipeta por una hora
y después de pasado ese tiempo se elimina. Las muestras quedan asi listas para la

aplicacion de los anticuerpos secundarios.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos secundarios las diluciones sefnaladas:

1. FITC (verde, anti-rabbit) -------- > 1:200
2. TRITC (rojo, anti-mouse) -------- > 1:200
3. Cy5 HRP (rojo lejano)  --------- > 1:200

Habiendo hecho ya la diluciéon se incubaron las muestras de larvas por dos
horas a temperatura ambiente en oscuridad. Pasado el tiempo se lavaron las muestras
con PBT al 1% cuatro veces por diez minutos cada una y se almacenan a 4°C en
oscuridad. Las muestras quedan listas para ser montadas (HRP [horse radish
peroxidase] emite fluorescencia color azul y permite amplificar sefiales débiles e

incrementar la deteccién de una molécula objetivo).

El procedimiento de montaje de muestras consistié en lo siguiente:

1. Se agregé una gota pequefia de Vectashield (medio de montaje para

fluorescencia) sobre el portaobjeto.
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2. Sobre la gota se colocé con una pinza, una de las muestras a observar de
manera que la zona ventral qguede hacia arriba.

3. Se agreg6 aproximadamente tres 0 cuatro muestras sobre un portaobjeto y
sobre cada una de ellas se agregd una gota de Vectashield.

4. Se taparon las muestras con un cubreobjeto de manera cuidadosa.

5. Se almacenaron las muestras en una carpeta a 4°C en oscuridad.

6. Se llevaron todas las muestras en una carpeta tapada a un microscopio confocal
para observar las sinapsis de las UNM y se obtuvieron las fotos con la mayor

resolucién posible para su posterior analisis.

Cuantificacion de los datos obtenidos de la sinapsis de la UNM

Se observaron larvas de seis genotipos diferentes:

1. w, C380-G4/Df 7994

2. w, C380-G4/Df 7497 (contiene a tkv)

3. w, C380-G4/Df 7783 (contiene a dpp)

4. w, C380-G4; dsRNAiatl/Df 7994

5. w, C380-G4; dsRNAiatl/Df 7497 (contiene a tkv)

6. w, C380-G4; dsRNAiatl/Df 7783 (contiene a dpp)

Se agruparon los resultados de las cuantificaciones en dos grupos, de acuerdo a
los genotipos. Un grupo lo forman los genotipos que solamente poseen el driver de
expresion C380-G4 vy el otro, los que poseen el driver mas el dsRNAi. Ademas, se

graficaron dos condiciones cuantificadas: longitud de la neurona (um)/botones
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sinapticos y longitud de la neurona/botones satélites. Los graficos que se obtuvieron a

partir de la cuantificacion son los siguientes:

Grupo 1

Grupo 2

C380-G4/Df 7994

C380-G4; dsRNAiatl/Df 7994

C380-G4/Df 7497

C380-G4; dsRNAiatl/Df 7497

C380-G4/Df 7783

C380-G4; dsRNAiatl/Df 7783
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RESULTADOS

El fenotipo de escalada asociado ala disminucion de atlastina es modificado por

genes conocidos que interactian con atl

Al cruzar la cepa con el interferente para atl con cepas que poseen deficiencias
en genes las cuales han sido observada en casos de PEH, observamos que dos de
ellos presentan la mayor diferencia para ambos dias, siendo las deficiencias de los

genes atl y spas las que mostraron mayor interaccion con dicho interferente (Figura 5).

Para los 2 cm se observé que solamente hay diferencia significativa con las
moscas que les falta una copia de spas, mientras que para las demas no hay
significancia. Para los 5 cm se observa una clara disminucién en la escalada en todos
los genotipos. Por lo general, las moscas son menos capaces de llegar a los 5 cm en
los tres segundos medidos. Ademas, las moscas de las cruzas con spas siguen
mostrandose como las que poseen mayor dificultad para escalar, existiendo
diferencias ain mas notorias al compararlas con el control. Las moscas de los otros

genotipos también presentan diferencias, pero menos acentuadas que spas.

Para el dia 15 se observa que las significancias se dan con las moscas que
presentan las deficiencias para atlastina (atl) y espastina (spas) para ambas alturas.
De manera interesante, la deficiencia 7875 suprime el fenotipo motor asociado a la
disminucién de atl al medir a los 2 cm, mientras que al medir alos 5 cm 7875 y 9539
no muestran diferencias significativas con el control, sugiriendo que en estas

condiciones otros mecanismos compensarian el fenémeno.
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Figura 5. Cuantificacion de moscas que escalan sobre los 2 y 5 cm (izquierda y derecha respectivamente) para los
dias 5 y 15. La barra sobre cada gréafico representa el error estandar (*=p<0.05, **=p<0.005, ***=p<0.001,
*kk=p<0.0001).

Por lo tanto, se puede concluir que la estandarizacion ha funcionado de manera
eficiente, mostrando claras interacciones entre las cepas de moscas que poseen el
interferente para atlastina y los genes atl y spas. Ademas, como se observo en los

ensayos de escalada realizados, al medir la cantidad de moscas a los 2 cm en 3

segundos da resultados mas robustos y confiables que a los 5 cm, ya que el tiempo

32



gue demoran las moscas en escalar no se ve afectado por el comportamiento innato
de estos organismos, como, por ejemplo, detenerse en el transcurso de la escalada,
parar o incluso bajar. Es por eso que mas moscas alcanzan los 2 cm en el tiempo
requerido. Esa sera la distancia medida en los ensayos de escalada para hacer el

rastreo, dejando de lado los 5 cm.
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El rastreo del cromosoma 2 revela regiones que modifican el fenotipo de

escalada asociado a la disminucién de la expresion de atl

El cromosoma 2 y 3 son metacéntricos, grandes y se dividen en dos brazos
cada uno, el brazo L y R (Figura C, Anexo lll). Cada una de las deficiencias de cada
brazo se cruzé con la cepa w, C380-G4; dsRNAiatl y se realizaron los correspondientes

ensayos de escalada.

Una vez realizado la fenotipificacion del brazo 2L (Figura F, Anexo VI), se prosiguio
con el brazo 2R (Figura G, Anexo VII). El brazo 2L consta de 102 deficiencias, mientras
que el 2R abarca 92 (Figura D, Anexo V). Para hacer del rastreo un proceso fluido y
sin contratiempos, se hizo uso de un diagrama de flujo donde se muestran los

principales puntos que se tomaron en cuenta al realizar este trabajo (Figura 6):
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RASTREO GENETICO

" Df Control ‘
C380-G4; dsRNAiatl
Df (crom. 2) DF X |
¥
‘ FENOTIPIFICACION ‘
‘ ECLOSION ‘ NO ECLOSION ‘
| ESCALADA ‘ ‘ MUERTE \
NO DIFERENCIA | DIFERENCIA CON -
SE CRUZAN SOLO
CON EL CONTROL EL CONTROL CON DRIVER 32064

A4

SE CRUZAN SOLO
CON DRIVER C380-G4 SE MUEREN ‘ SOBREVIVEN

h

h 4 v

NO HAY DIFERENCIAS HAY DIFERENCIAS

ES EL DRIVER ES EL dsRNAiat!
CON EL CONTROL CON EL CONTROL | EL QUE RESCATA

v r
ES EL dsRNAiatl | | ES EL DRIVER

CANDIDATO

CANDIDATO

Figura 6. Esquema que muestra la forma en la que se seleccionaron las cepas de moscas que presentaron
interaccion genética con atl (candidatos) y también las que se descartaron después de la fenotipificacion.
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Rastreo Brazo 2L:

Se analizaron 102 deficiencias correspondientes a aproximadamente un 19%
del genoma de Drosophila (Figura D, Anexo IV). Sélo 4 de las 102 deficiencias
analizadas nos dieron un resultado que presenta un interés para nuestro trabajo
(Figura 7). Méas adelante se presentan los criterios utilizados deficiencia por

deficiencia.

De manera interesante, la deficiencia 7497 contiene a tkv (thickveins), un gen
que ha sido mayormente estudiado por su participacion en una via de sefalizacién
que permite el correcto desarrollo de la UNM en Drosophila. Teniendo esto en
consideracion, enfocamos nuestros esfuerzos en conocer més sobre la interaccion
gue puede tener este gen con atl para encontrar alguna posible relacion que esté
pasando entre estos dos genes. Ademas, como fue indicado en los antecedentes,
el receptor de BMP codificado por tkv, permite que se inicie una cascada de

reacciones intracelulares que promueven el crecimiento de la UNM.
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Figura 7. Cuantificacion de los ensayos de escalada para los dias 5 y 15 (A y B respectivamente) para las
condiciones con C380-G4; dsRNAiatl y con C380-G4 (C y D respectivamente) en las deficiencias candidatas
del brazo 2L. La barra sobre cada grafico representa el error estandar (*=p<0.05, **=p<0.005, ***=p<0.001,
*%k=p<0.0001).
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Representacion de las deficiencias gue nos dieron diferencias significativas
en el brazo 2L

BRAZO 2L
C380-G4; dsRNAiatl C380-G4

Defici?ncia Eclosion Escalada Eclosion Escalada

: 5 15 5 15
1469 X ND ND X ND ND
7144 v + + v + ND
7497 v + + X ND ND
7783 X ND ND v = +

Tabla N°1. El simbolo “X” significa que no nacen; “v”, que nacen; “+” que en su escalda presenta diferencias

con el control; “=” que su escalda no es significativamente diferente al control; “ND” es no determinada
(p<=0.05).

Regiones candidatas Brazo 2L:

Deficiencia 1469:

Esta deficiencia es haploinsuficiente para el caracter ya que no nace ni con

el w, C380-G4; dsRNAiatl ni con el driver sélo, por lo que se descarta.

Deficiencia 7144:

Esta deficiencia presenta diferencias significativas tanto con el w, C380-G4;

dsRNAiatl como con el driver solo C380-G4, por lo que se descarta.

Deficiencia 7497:

En esta deficiencia es el w, C380-G4; dsRNAiatl el que rescata el fenotipo de

nacimiento, por tanto, es una deficiencia candidata (Figura 8).
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Deficiencia 7783:
En este caso, es el w, C380-G4; dsRNAiatl el que causa que estas moscas

no nazcan, por tanto, es una deficiencia candidata (Figura 8).
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Figura 8. Criterios de seleccion de las deficiencias que son candidatas. En “A” se muestra el criterio para

seleccionar como candidata a la deficiencia 7497; en “B” se muestra el criterio para seleccionar como candidata

a la deficiencia 7783.
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Rastreo Brazo 2R:

Se analizaron 92 deficiencias correspondientes a aproximadamente un 21%

del genoma de Drosophila (Figura D, Anexo IV). Dentro de todos los resultados que

obtuvimos, 2 de las 92 deficiencias analizadas nos dieron un resultado que presenta

un interés para nuestro trabajo.
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Figura 9. Cuantificacion de los ensayos de escalada para los dias 5y 15 (A y B respectivamente) para las
condiciones con C380-G4; dsRNAiatl y con C380-G4 (C y D respectivamente) en las deficiencias candidatas
del brazo 2R. La barra sobre cada gréafico representa el error estandar (*=p<0.05, **=p<0.005, ***=p<0.001,

*e=p<0.0001).
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En la Tabla N°2 se muestran las deficiencias que tienen diferencias

significativas cuando se cruzaron con la cepa de moscas que posee el w, C380-G4;

dsRNAiatl.

Representacion de las deficiencias gue nos dieron diferencias significativas

en el brazo 2R

BRAZO 2R
C380-G4; dsRNAiatl C380-G4
Deficiencia | Eclosion Escalada Eclosion Escalada
: 5 15 5 15
7544 v + = v = =
7871 v = + v + +
7896 v + + v = =
8910 X ND ND v = =
8915 v + + v + +
8918 v + + v + +
8941 v + + v + +
9062 v + + v + +
9063 v + + v + +
23688 v + + v + +
24335 v = + v = "
Tabla N°2. El simbolo “x” significa que no nacen; “v”, que nacen; “+” que en su escalda presenta diferencias
E::gzg.locsx)).r?trol; “=" que su escalda no es significativamente diferente al control; “ND” es no determinada
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Regiones candidatas Brazo 2R:

Deficiencia 7544:

Esta deficiencia sélo posee una disminucion de las moscas que escalan al
dia 5 con el dsRNAiatl, mientras que al dia 15 se comporta igual que el control. Con

el driver solo no presenta diferencias, por lo que se descarta.

Deficiencia 7871:

Esta deficiencia al dia 5 no presenta diferencias cuando se cruza con el
dsRNAiatl, mientras que al dia 15 si. Cuando se cruza con el C380-G4 hay

diferencias para ambos dias, por lo que se descarta.

Deficiencia 7896:

Esta deficiencia presenta diferencias significativas cuando se cruza con el
dsRNAiatl para ambos dias y cuando se cruza con el C380-G4, no presenta

diferencias con el control, por lo que es una deficiencia candidata (Figura 10).

Deficiencia 8910:

En este caso, es el w, C380-G4; dsRNAiatl en combinacién con la deficiencia

el que causa que estas moscas no nazcan, por tanto, es una deficiencia candidata

(Figura 7).
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Figura 10. Criterios de seleccion de las deficiencias que son candidatas. En “A” se muestra el criterio para
seleccionar como candidata a la deficiencia 7897; en “B” se muestra el criterio para seleccionar como candidata
a la deficiencia 8910.

Deficiencias 8915, 8918, 8941, 9062, 9063 y 23688:

Estas deficiencias presentan diferencias cuando se cruzan con el w, C380-
G4; dsRNAiatl, y esas mismas diferencias la presentan cuando se cruzan con el
driver solo, por lo que persiste la interaccion en ausencia del dsRNAI. Por lo tanto,

estas deficiencias se descartan.

Deficiencia 24335:

Esta deficiencia s6lo posee una disminucién de las moscas que escalan, pero
gue no presenta diferencias significativas cuando se cruza con el dsRNAiatl en el
dia 5, pero si para el dia 15. Algo similar ocurre cuando se cruza con el C380-G4,

por lo que se descarta.
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Las UNM de larvas con expresion disminuida de atl en motoneuronas
presentan un aumento de botones satélites, lo cual es revertido al quitar una

copia de laregion correspondiente a las deficiencias 7497 y 7783

En primer lugar analizamos la cantidad de botones sinapticos en moscas que
expresan el dsRNAi de atl en combinacion con la deficiencia control y con las
deficiencias para tkv (7497) y dpp (7783). La tincion con HRP (ver métodos) revela
gue el nimero de botones sindpticos no se ve alterada significativamente por la

presencia de ninguna deficiencia (Figura 11 izquierda y Figura 12).
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Figura 11. Cuantificacion realizada al contar la cantidad de botones sinapticos y botones satélites (izquierda y
derecha, respectivamente) dividido por la longitud de la neurona en cada genotipo analizado. Cada condicion
se compard con el control C380-G4/Df 7994. La barra sobre cada grafico representa el error estandar
(****=p<0.0001).

En segundo lugar, analizamos la cantidad de botones satélites en las mismas
moscas que expresan el dsRNAI de atl en combinacion con la deficiencia control y

con las deficiencias que contienen a tkv (7497) y a dpp (7783).
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La tincion con HRP revela que el nimero de botones satélites si se ve

alterada por la presencia de las deficiencias, observandose diferencias significativas

(Figura 11 derecha y Figura 12).

Podemos observar que el efecto del dsRNAiatl se manifiesta de manera

diferente en las condiciones analizadas.

a)

b)

En la condicion C380-G4; dsRNAiatl/Df 7994, se observa que es el dsRNAiatl
el que hace que aumente significativamente la cantidad de botones satelites

por um con respecto al control.

En las otras dos condiciones, las que contienen a tkv y dpp (C380-G4;
dsRNAiatl/Df 7497 y C380-G4; dsRNAiatl/Df 7783 respectivamente) se
observa un rescate del fenotipo normal mostrando una cantidad de botones
satélites similar a las que se pueden observar en el control ya que estas dos
no presentan diferencias significativas con él. Esto nos indica que es el

dsRNAiatl el que causa esto.
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Cruzas con dsRNAi especificos para tkv demostré una disminucion en el

fenotipo motor en el ensayo de escalada

Para confirmar que tkv esta interactuando con atl, se realizaron las cruzas
sefaladas en los grupos Ay B (Figura 13), donde se compara un control con el resto
de los genotipos (C380-G4 x 60.000 o C380-G4; dsRNAiatl x 60.000 con cada una

de las dos condiciones donde estan presentes los dsRNAItkv). Esto se hizo tanto

para el dia 5 como para el 15, que se detallan a continuacion:

Grupo A

Grupo B

C380-G4 x 60.000

C380-G4; dsRNAiatl x 60.000

C380-G4 x 14026IR (1)

C380-G4: dsRNAiatl x 14026IR (1)

C380-G4 x 14026IR (111

C380-G4; dsRNAiatl x 14026IR (lII)
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Figura 13. Comparacion entre las cepas de moscas que contienen una disminucion a la expresion de atl (C380-
G4; dsRNAiatl) y los interferentes para tkv ubicados en el cromosoma 2 y 3. También se realizé la misma cruza
con los interferentes para tkv, pero con el driver de expresion Unicamente (C380-G4). Se encuentran
representados el dia 5 (izquierda), el dia 15 (derecha) y los grupos de comparacion, Ay B. La barra sobre cada
grafico representa el error estandar (**p=<0.005).
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Al dia 5, no existen diferencias significativas al compararlas con el control en
ninguna de las condiciones, donde se puede rescatar que hay un comportamiento
algo mejor en las moscas que estan cruzadas solamente con el driver w; C380-G4
donde suben en promedio unas once moscas (~80%), mientras que para las que

estan con el w, C380-G4; dsRNAiatl suben en promedio ocho.

Para el dia 15, se observa que, a pesar que las moscas cruzadas con C380-
G4 presentan un comportamiento general mejor que las cruzadas con el w, C380-
G4; dsRNAiatl, s6lo hay unas moscas que fueron significativas al compararlas con
su control (C380-G4 x 60.000 vs C380-G4 x 14026IR [ll1]). De las moscas cruzadas
con el w, C380-G4; dsRNAiatl se puede rescatar que aparentemente el control de
estas se comporta de manera méas deficiente que el control del C380-G4 y que no

hay diferencias significativas con el resto de las moscas comparadas.

Para recabar la mayor cantidad de datos posibles con esta informacion, se
compararon ahora las moscas C380-G4 con las que presentan w, C380-G4;
dsRNAiatl, de manera que queden ordenadas en tres grupos (paradia 5y 15, Figura
14). Las moscas cruzadas con C380-G4 seran en este caso el control en cada
condicion, de manera que existiran tres controles distintos para cada dia. Los grupos

guedan ordenados de la siguiente forma:

C380-G4 vs C380-G4; dsRNAiatl

C380-G4 x 60.000 vs. C380-G4; dsRNAiatl x 60.000 (Grupo A)

C380-G4 x 14026IR (1) vs. C380-G4; dsRNAiatl x 14026IR (Il) (Grupo B)
C380-G4 x 14026IR (IIl) vs. C380-G4; dsRNAiatl x 14026IR (lIl) (Grupo C)
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Figura 14. Comparacion realizada entre las cepas de moscas que contienen una disminucion a la expresion de
atl (C380; dsRNAiatl) y los interferentes para tkv ubicados en el cromosoma 2 y 3. Se utilizd6 como control las
moscas cruzadas con el driver de expresion Unicamente (C380-G4). Se encuentran representados el dia 5
(izquierda), el dia 15 (derecha) y los grupos de comparacion, A, B y C. La barra sobre cada gréfico representa
el error estandar (*=p<0.05, **=p<0.005).

Para el dia 5, se puede observar que en el control las moscas escalan mas
gue las moscas que presentan el w, C380-G4; dsRNAiatl, obteniéndose diferencias

significativas en la comparacion.

Para el dia 15 podemos observar algo similar, que los controles escalan mas
llegando a tener incluso dos niveles de significancia (C380-G4 x 60.000 vs. C380-
G4; dsRNAiatl x 60.000). En la ultima cruza, C380-G4 x 14026IR (Ill) vs. C380-G4;
dsRNAiatl x 14026IR (Ill) se observa que si bien, hay diferencias, estas no son
significativas. Asi el fenotipo motor asociado a disminucion de los niveles de tkv
enmascaran el asociado a la disminucién de atl. Este resultado sugiere que tkv
podria ser epistatico sobre atl. Lo que esta de acuerdo con la idea de que atl regula

negativamente la sefializacién mediada por tkv.
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DISCUSION

En este trabajo rastreamos el cromosoma 2 de D. melanogaster para
identificar regiones de su genoma que modificaran el fenotipo de escalada asociado
a la disminucion de la expresion de atlastina, especificamente en neuronas motoras.
La funcién de atl en neuronas no ha sido estudiada en profundidad, asi que nuestros
hallazgos constituyen el inicio de una potencial linea de investigacion que ayude a
estudiar esta problematica. En la estandarizacion de nuestro rastreo elegimos los
genes candidatos que han demostrado ser importantes en el estudio de la PEH
(Noreau et al. 2014) en lo que respecta a que mutaciones en ellos causan un
deterioro importante de las neuronas motoras, causando el sindrome. Esto nos

sirvié como punto de entrada para el comienzo de nuestra investigacion.

Dentro de los resultados que obtuvimos al hacer la estandarizacion
observamos que para el dia 5, tanto para los 2 como para los 5 cm, todas las moscas
gue fueron cruzadas con las deficiencias de los genes candidatos (atl, spas, reep 5-
6 y vcp) demostraron escalar menos que el control. Para el dia 15, para los 2 y para
los 5 cm, las cepas con deficiencia a atl y spas presentan diferencias significativas
con respecto al control alterando mas el fenotipo de escalada, haciendo que las
moscas escalen menos. El gen vcp por su parte hace que las moscas también
escalen menos, pero la diferencia con el control no es significativa. Sin embargo,
las moscas que presentan deficiencia en el gen reep-5,6 demostré tener un
comportamiento distinto ya que hay un rescate del fenotipo de escalada, haciendo
gue las moscas escalen mas que el control. El gen reep es un morfégeno que se

localiza en el RE (Gonzéalez & Couve 2014) y que se ha comprobado que interactla
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con atl (Noreau et al. 2014). Por tanto, lo que podria estar pasando aqui puede
deberse a que atl regula negativamente a reep. Por tanto, cuando hay una
disminucién de la expresion de atl, la actividad de reep aumentaria, pero cuando a
la menor expresion de atl le sumamos una menor expresion de reep, esto genera
que exista una manifestacion fenotipica normal de las motoneuronas, produciendo
el rescate. Mas trabajo es necesario para entender a nivel celular y molecular la
naturaleza de esta interaccion. En resumen, el trabajo realizado en la
estandarizacion, utilizando estos genes que interactian con atl validé nuestro

método de rastreo.

Al rastrear los brazos L y R del cromosoma 2 pudimos encontrar que la
cantidad de deficiencias que muestran cierta interaccion con atl son 15 en total (4
en el brazo 2L y 11 en el 2R). De las analizadas en el 2R, una sola no mostré
interaccidn con el driver, sugiriendo que las restantes son haploinsuficientes para el
caracter analizado y, por tanto, se descartaron. De las cuatro encontradas en el 2L,
dos de ellas son haploinsuficientes, mientras que las otras dos al parecer
interacttan con atl, siendo estas las deficiencias 7497 y 7783, que contiene a tkv y

a dpp, respectivamente.

Debido al tiempo, no fue posible realizar el mapeo de los genes de cada
deficiencia para esta tesis, sin embargo, nos enfocamos en la deficiencia 7497, la
cual contiene a thickveins (tkv), que participa en la via de sefializacion de BMP
(Figura 15) (Kang et al. 2014). Esta via actla en diversas especies animales, desde
humanos hasta insectos. Este es la que promueve el correcto crecimiento de las

uniones neuromusculares en la mosca (Mccabe et al. 2004).
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Figura 15. Representacion de la via de sefializacion BMP que participa en promover el crecimiento de la union
neuromuscular en Drosophila (Ball et al. 2010). La sefializacién de la via BMP comienza en el musculo post-
sinaptico por el ligando de BMP, Glass bottom boat (Gbb) que induce la actividad del receptor en las neuronas
motoras pre-sinapticas que culmina con un incremento en la fosforilacién del factor de transcripcion, Mothers
against decapentaplegic (Mad), y su consecuente acumulacion en el ndcleo para sintetizar Trio, la proteina
resultante de la sefalizacion de la via BMP-Smad que induce el crecimiento de la UNM. La via BMP actla

durante el desarrollo generando competencia para el crecimiento sinaptico rapido mediante la regulacion de los
niveles de la proteina Trio.

La estructura y la funcién de la sinapsis son caracteristicas fundamentales de
la plasticidad durante el desarrollo del sistema nervioso en adulto, y son requeridas
para el establecimiento de circuitos neuronales y la correcta actividad cerebral (Ball
et al. 2010). En Drosophila, potenciar la sefializacion de la via BMP causa un
fenotipo anormal caracterizado por un sobrecrecimiento axonal distal en la union

neuromuscular de la neurona presinaptica (Tsang et al. 2009).

Nuestros resultados muestran que la letalidad de tkv en combinacién con w;
C380-G4 es rescatada al combinarla con la disminucién de la expresion de atl. Este

hallazgo es compatible con la evidencia mostrada en pez cebra donde Atl inhibiria
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la localizacion de Tkv en la membrana, regulando negativamente la via de BMP
(Fassier et al. 2010). Asi la disminucion de atl mediante la expresion de un dsRNAI
en neuronas aumentaria la actividad de la via de BMP en las neuronas. Esto hace
por consiguiente que se transcriba en mayor cantidad el gen trio, el cual es un gen
diana que se encuentra rio abajo de la via de BMP, lo que conlleva a un
sobrecrecimiento de la sinapsis, reflejado por la aparicion de botones satélites en la

UNM de la larva.

La disminucion de tkv en conjunto con atl podria conducir a un rescate del
fenotipo de escalada de los adultos, sin embargo, nuestros resultados utilizando un
dsRNAI para tkv en combinacion con el dsRNAi de atl no mostraron rescate del
fenotipo motor. Dado que aun es necesario caracterizar la eficiencia del dsRNAI

para tkv, no es posible concluir acerca de este resultado.

El método de rastreo demostré ser efectivo en lo que respecta a encontrar
deficiencias que podrian contener genes que interactdan con atl, ya que fue posible
escoger dos deficiencias candidatas (la 7497 y la 7897). Ademas, se observaron
resultados interesantes cuando se cruzo la cepa de prueba con los dsRNAI para tkv,
lo que estaria confirmando que es un método valido para encontrar fenotipos y
posteriormente analizarlos. Como algo desfavorable es que las deficiencias 7783 y
la 8910 fueron escogidas como candidatas no por presentar diferencias
significativas con el control al ser cruzadas con la cepa de prueba, sino por no

eclosionar.

Cuando quedan solamente pupas negras, puede deberse a que
probablemente estas moscas presentan una incapacidad para salir de la pupa,
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debido a una marcada debilidad muscular, ya que no tienen la fuerza necesaria para

salir del pupario, quedando atrapadas en él y muriendo ahi mismo.

El trabajo aqui propuesto podria ayudar en el futuro al tratamiento contra la
PEH ya que, de acuerdo a los resultados obtenidos, existen genes (como tkv) que
podrian estar interactuando con atl. Entonces, ahora queda por comprobar con otras
técnicas dicha interaccion para asi confirmar que se pueden atacar otros genes
como este en humanos para ayudar a tratar a las personas que poseen este

sindrome.
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CONCLUSIONES

v' Se identificaron regiones del genoma que modifican dominantemente el
fenotipo de escalada asociado a la disminucion de atl en neuronas motoras
de D. melanogaster.

v' Se sugiere que el gen thickveins podria ser un candidato en estar
interactuando con atlastina de acuerdo a lo observado en moscas, lo que
gueda demostrado al observar los resultados obtenidos con uno de los dos
distintos interferentes utilizados para este gen (el interferente Ill) que
demostré que podria estar ocurriendo una eventual interaccion entre estos
dos genes.

v La interaccién de las deficiencias que contiene a tkv y dpp con atl queda
demostrada cuando se observan las UNM de larvas donde hay un rescate
del fenotipo normal en las larvas que presentan las deficiencias 7497 y 7783,
ya que presentan una cantidad casi nula de botones satélites similar al control

(C380-G4/Df7994 vs C380; dsRNAiatl/7497, Figura 6).
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PROYECCIONES

Dentro de las cosas que me propongo a realizar una vez terminada mi tesis

es seguir contribuyendo a completar el rastreo del resto del genoma de la mosca y

por eso, las cosas a realizar y con las cuales puedo colaborar son:

Realizas las cruzas con las deficiencias pequefias para restringir las regiones
gendmicas a las mas pequefias posibles.

Realizar los ensayos para dia 5y 15 con los dsRNAis especificos para estas
regiones.

Completar el rastreo del resto del genoma de la mosca (cromosomas 1, 3y
4).

Caracterizar mas profundamente la sinapsis de la UNM de larvas de moscas

en condiciones de disminucién de la expresion de tkv y atl.
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ANEXO

A Pin colocado en la
zona mandibular

Extremo superior

> Extremo inferior

Pin colocado en la
zona intestinal

Figura A. Ubicacion de las agujas de diseccion (“pin”) en la larva. A: esquema que muestra la forma en que
deben ser colocadas las agujas de diseccion para realizar la diseccion en la larva de tercer estadio y exponer
asi las paredes musculares para ver posteriormente la uniéon neuromuscular. B: Imagen que muestra como se
colocan las agujas de diseccion para realizar la diseccion.
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2) Corte en forma longitudinal
J./ __— hasta la zona mandibular

1) Corte en forma transversal

Figura B. Esquema que muestra la forma en como hacer el corten en la larva para diseccionarla. A: esquema
gue muestra la forma en que debe realizarse el primer corte con la tijera para después cortar suavemente en
direccion hacia la zona mandibular. B: Imagen real que muestra como quedan las agujas de diseccion colocadas
a ambos lados después de haber hecho el corte desde la zona intestinal hacia la zona mandibular.
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Figura C. Esquema que representa los cromosomas de la mosca. Imagen que representa los cromosomas de
Drosophila melanogaster. Drosophila posee cuatro pares de cromosomas, representados con lineas para los
brazos y circulos para los centromeros. “L” hace referencia al brazo izquierdo, mientras que “R” lo hace al brazo
derecho. Los cromosomas X y 4 tienen diminutos brazos derechos. El cromosoma 4 es Unicamente 1/5 en largo
comparado al X, 2L, 2R, 3Ly 3R.

Arm # of euchromatic genes # undeleted euchromatic genes
1 2288 43
2L 2765 30
2R 3089 46
3L 2845 M
3R 3535 40
4 88 5
All 14610 235
Arm % euchromatic coverage Number of stocks
1 98.1 93
2L 98.9 102
2R 98.5 92
3L 97.5 77
3R 98.9 103
- 94.3 7
All 98.4 473

Figura D. Esquema que muestra las deficiencias existentes en cada brazo de los cuatro cromosomas de la
mosca. Imagen de las deficiencias que existen en cada brazo de los cuatro cromosomas de la mosca. Extraida
de: http://flystocks.bio.indiana.edu/Browse/df/dfkit-info.htm
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Figura E. Pares de segmentos usados para observar las sinapsis de la UNM. Segmentos musculares de las
larvas de los cuales se sacaron imagenes de las sinapsis de la unién neuromuscular. Estos tres pares de
segmentos son comparables entre si. En verde: par uno; azul: par dos; rojo: par tres.
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Figura F. Representacion grafica de la fenotipificacion completa del brazo 2L. La imagen muestra la
fenotipificacion completa al cuantificar los datos obtenidos de todas las cruzas realizadas. En azul se
representan los controles para cada grupo de cruzas realizadas; en rojo se muestran las cruzas con diferencias
significativas y que son blancos para un analisis posterior en donde fueron cruzadas con la cepa w, C380-G4;
en verde se representan las cruzas con diferencias significativas y que son blancos a los que falta cruzarlos con
la cepa w; C380-G4; en amarillo se representan los controles que dieron en la fenotipificacion muy por debajo
de lo normal y que cada set de cruzas deben repetirse necesariamente. La Df 1469 y la Df 7783 no se
representan en los graficos porque no nacen al cruzarse con la cepa w, C380-G4; dsRNAiatl. La barra sobre los
graficos corresponde al error estandar.
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Figura G. Representacion gréafica de la fenotipificacion completa del brazo 2R. La imagene muestra la
fenotipificacion completa al cuantificar los datos obtenidos de todas las cruzas realizadas. En azul se
representan los controles para cada grupo de cruzas realizadas; en rojo se muestran las cruzas con diferencias
significativas y que son blancos para un andlisis posterior en donde fueron cruzadas con la cepa w, C380-G4;
en verde se representan las cruzas con diferencias significativas y que son blancos a los que falta cruzarlos con
la cepa w; C380-G4. La Df 8910 no se representa en los graficos porque no nace al cruzarse con la cepa w,
C380-G4; dsRNAiatl. La barra sobre los gréaficos corresponde al error estandar.
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