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RESUMEN

Como   un   primer  paso  en   la   identificaci6n   de   genes   que   participan   en   los

procesos   morfogen6ticos   de   la   gastrulaci6n   de   Drosaphi./a   me/anogasfer  en   esta

memoria  de  titulo  se  realiz6  una  hibridaci6n  sustractiva  por supresi6n  entre  CDNA  de

embriones  en  estado  de  gastrula  y  CDNA  de  embriones  en  estado  de  blastodermo

sincicial  con  el  objetivo  de  remover  los  transcritos  maternos.   El  resultado  de  esta

sustracci6n  fue  clonado  generando  una  genoteca  estado-especifica  enriquecida  en

secuencias  que  se  expresan  diferencialmente  durante  la  gastrulaci6n.   Los  analisis

realizados  mediante  ensayos  de  hibridaci6n  en  membranas  y  Northern  blots  virtuales

indican  que  el  64%  de  los  genes  aislados  aumenta  su  expresi6n  al  menos  dos  veces

en gastrula respecto a blastodermo sincicial.

La   secuenciaci6n   de   588   clones   aislados   permiti6   identificar   283   genes

dnicos,138  de  los  cuales  no  han  sido  caracterizados.  Con  el  objetivo  de  reconocer

grupos  funcionales,  la  composici6n  de  genes  de  la  genoteca  fue  analizada  tanto  a

traves  de  la  informaci6n  que  entrega  la  literatura  como  mediante  la  utilizaci6n  de  la

base  de  datos  de  Gene  Ontology.   Un  analisis  comparativo  de  la  composici6n  de

secuencias  de  la  genoteca  con  aquella  del  genoma  de  Drosaphi./a,   revel6  que  la

genoteca esta constituida por un subconjunto de genes que operan en morfog6nesis y

especificaci6n de patrones,  ademas de migraci6n y diferenciaci6n celular en desmedro

de procesos necesarios para mantener el estado estable de las celulas.

Durante  el  desarrollo  de  esta  memoria  se  implement6  la  metodologia  de  los

macroarrays de  CDNA,  esto es la  hibridaci6n de sondas  complejas  en  membranas de

ny/on que  con.tenian  secuencias  de  CDNA Ios  clones  aislados.  Ademas,  se  disefi6  un

protocolo  de  analisis  que  permite  reconocer  cambios  significativos  en  la    expresi6n
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temporal    de    los    genes    analizados.    Utilizando    esta    metodologia    se    realizaron

experimentos  de  hibridaci6n  en  membranas  con  el  obj.etivo  de  obtener los  perfiles  de

expresi6n  de  los  genes  identificados  en  la  genoteca  durante  5  intervalos  de  tiempo

cubriendo  los  estados  2 al  12  del  desar`rollo  embrionario de Drosaph;./a.  Estos  analisis

permitieron  distinguir  grupos  de  genes  de  expresi6n  transitoria  y  otros  de  expresi6n

sostenida   durante   los  estados  analizados  y  revelaron  que  38   genes  alcanzan  su

maximo de expresi6n durante la celularizaci6n del embri6n,  mientras que 17 presentan

maximos   de   expresi6n   durante   la   gastrulaci6n   y   98   en   estados   posteriores   del

desarrollo embrionario. Se analizaron con mayor detalle los  17 genes que aumentan de

manera transitoria  su  expresi6n  durante  la  gastrulaci6n,  ellos  codifican  para  proteinas

previamente caracterjzadas o presuntas proteinas con funciones en  !a regulaci6n de la

dinamica del citoesqueleto, sefializaci6n intracelular y trafico de membrarias.

Este   trabajo   aporta   una   gran   cantidad   de   informaci6n   relacionada   con   la

expresi6n  temporal  de  los  genes  aislados,  muchos  de  ellos  no  caracterizados,  que

combinada  con  la  informaci6n  contenida  en  otras  bases  de  datos,  tales  como  Gene

Ontology  o  lnterpro,  nos  permite  proyectar  estos  resultados  hacia  la  formulaci6n  de

posibles  redes  de  interacci6n  genica  que  controlan  los  procesos  de  gastrulaci6n.  La

informaci6n  entregada  es  relevante  en  temas  como  gen6mica  y  bio!ogia  molecular y

aporta   un    conjunto   de   genes   que   son   candidatos   interesarites   para   estudios

funcionales  posterjores  orientados  a  evaluar su  participaci6n  en  procesos  particulares

del desarrollo embrionario.
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ABSTRACT

As   a   first   step   towards   the   identification   of   genes   that   participate   in   the

morphogenetic   process   of  DrosaphJ./a   me/anogasfer  gastrulation,   in   this   work   we

applied  a  supression  subtractive hibridization  procedure  using gastrula CDNA as tester

and sincitial blastoderm CDNA as driver to remove maternal transcripts. The subtracted

CDNA fraction  was  cloned  to  generate  a  stage-specific  library that whose  enriched  in

sequences  differentially  expressed  during  gastrulation.  Analysis   of  macroarray  and

virtual Northern blots hybridization assays indicated that the level of expression of  64°/o

of the isolated genes was at least twc) fold higher in gastrula than in sincitial b!astoderm.

After sequencing 588 clones from our library, we identified 283 individual genes,

138 of them has not been characterized before.  In order to recognize functional groups,

the   composition   of  genes   in  the   library  was   analyzed   using   information  from   the

literature  and  from  the  Gene  Ontology  data  base.  A  comparative  analysis  between

sequence  composition  of the library and the entire genome  of Drosaph/./a  reveals that

the   library   was   mainly   composed   by  genes   that  function   in   morphogenesis   and

patterning events as well as cell differentiation and migration. Genes that are necessary

to maintain the steady state of cells were under-represented in our library.

In this work we implemented the CDNA macroarray technology,  in doing so,  we

hybridized nylon membranes that contained the CDNA sequence of isolated clones with

complex CDNA probes.  In addition, we apply a protocol for data analysis that allowed us

to recognize significant changes in the temporal  expression  of these genes.  Using this

methodology,  we  obtained  the  expression  profiles  of the  isolated  genes  along  5  time

points  between  stage  2 to  12  of Drosaph/./a embryonic development.  These  analyses

allowed  us  to  distinguish  groups  of  genes  with  transient  and  sustained  expression
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during  the  stages  analyzed,   revealing  38  genes  that  showed  their  highest  level  of

expression   during    cellularization,    while   17   genes   showed   their   highest   level   of

expression  during  gastrulation  and  98  in  later stages  of embryogenesis.  The  group  of

17 genes that displayed transient peaks Of expression during gastrulation was analyzed

with  more detail. They code for known  and putative proteins that function as  regulators

of   cytoskeleton    dynamics,    components   of   intracellular   signalling    pathways   and

membrane trafficking.

This  work  contributes with  the  identification  of temporal  expression  patterns  of

several genes,  including a number of uncharacterized genes difr-erentially expressed  in

gastrulation.  This  data  along  with  the  information  available  from  databases  such  as

Gene  Ontology  and  lnerpro,  would  permit  us  to  formulate  putative  gene  interaction

networks that control gastrulation processes. The work presented here is relevant to the

fields  of genomics  and  molecular  biology  and  provides  a  set  of  candidate  genes  for

further functional studies that evaluate their role in  particular process during  embryonic

development.
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lNTRODUCC16N

1.    Contribuciones    del    modelo    Drosoph/./a   me/anogaster   al    conocimiento

bi016gico.

En    1910   T.    H.   Morgan   escogi6   a   Drosapfr/./a   para   estudiar   la   herencia,

comenzando  con  una  mosca  mutante  que  tenia  los  ojos  blancos.  El  y  tres  de  sus

estudiantes,  A.  H.  Sturtevant,  C.  a.  Bridges  y  H.  J.  Muller  en  los  siguientes  5  afros

propusieron  la  entonces  revolucionaria  teoria  cromos6mica  de  la  herencia.  Utilizando

una  metodologia  tan  basica,  como  cruzar  mutantes  y  contar  descendientes,  Morgan

alcanz6  Iogros  notables  que  lo  IIevaron  a  ganar  el  premio  N6bel  en  1933.  En  1913,

Sturtevant   construy6   el   primer  mapa  gen6tico   mostrando   que   los   genes   estaban

dispuestos   en   orden   lineal.   Muller  por  su   parte,   introdujo   el   uso   de   cromosomas

balanceadores,   que   portan   inversiones   que   impiden   la   recombinaci6n   y   permiten

mantener mutaciones letales en la forma de heterocigotos.

EI  mapeo  fisico  de  los  genes  tiene  sus  raices  en  el  descubrimiento  de  los

cromosomas  politenicos  de  las  glandulas  salivales  de  la  mosca  B;.bt.o  frorfu/anLis.  En

1934,   T.   S.   Painter   hizo   los   primeros   dibujos   de   los   cromosomas   polit6nicos   en

Drosaph/./a,  los que incluian la localizaci6n cromos6mica de varios genes.  Entre 1935 y

1938,  Bridges public6 mapas de estos cromosomas con tal exactitud que atin hoy son

usados.  Ahora  sabemos  que  los  genes fueron  ubicados  con  un   margen  de  error en

intervalos de menos de 100 kb.

En  1927  Muller  demostr6  que  la  radiaci6n  ionizante  causa  muiaciones,  y  en

conjunto  con  rayos  X  provoca  re-ordenamientos    cromos6micos,  con  estos  trabajos,

recibi6   el   pre.mio   N6bel   en   1946.   D.   L.    Lindsley   y   L.   Sandler   en   1970   usaron

sistematicamente  estos  m6todos  para  generar grupos  ordenados  de  duplicaciones  y



deleciones  de  500  kb  en  los  principales  autosomas.  Este  trabajo  fue  la  genesis  del

concepto  de  la  btlsqueda  a  escala  gen6mica  de  perturbaciones  genotipicas  en  los

metazoos.

D.  S.  Hogness  en  1972  propuso  clonar insertos  de gran tamafio  para  construir

mapas fisicos que permitieran un estudio mss detallado de la estructura cromos6mica.

Para  1975, fueron fabricadas genotecas de clones que contenian el genoma completo

y  utilizadas  para  la  bdsqueda  de  secuencias  especificas.  Hacia  1978,  segmentos  de

DNA  cromos6micos  que  correspondian  a  mas  de  200  kb  de  DNA  geon6mico fueron

clonados  en  el  bacteri6fago  /ambda  mediante  la  t6cnica  de  cromosome  wa/k/.ng.  En

1979,  utilizando  una  inversi6n  cromos6mica fue  posible  localizar al  complejo  Bithorax

de genes homeobox y realizar la primera clonaci6n posicional de un gen,  u/frab/.thorax.

En  1980,  C.   Nusslein-Volhard  y  E.  Wieschaus  implementaron  una  estrategia

sistematica  de  mutaci6n y bdsqueda  de fenotipos letales  que  afectaban  la cuticula  de

la   larva   con   el   objetivo   de   identificar  todos   los   genes   involucrados   en   procesos

fundamentales  del  desarrollo.  La  caracterizaci6n  molecular de  los  genes  encontrados

revel6  que  estos  codifican  para  los  componentes  de  las  principales  cascadas  de

transducci6n de sefiales responsables de que las c6Iulas adquieran valores de posici6n

en  el  embri6n  y  sean  destinadas  a  formar  parte  de  tejidos  particulares  (N0sslein-

Volhard,   1996;   Wieschaus,   1996),      Ellos   compartieron   el   premio   Nobel   en   1995

(revisado en Rubin y Lewis, 2000).

La  importancia  que  adquiri6  Drosapfri./a  como  organismo  modelo  tras  90  afios

de  investigaci6n   la   convirti6  en   un   buen   candidato   para  estar  entre  los   primeros

genomas secuenciados,  permitiendo obtener la porci6n eucromatica de este en marzo

del  2000  (Adams  y  col.,  2000).  Sin  embargo,  la  obtenci6n  de  la  secuencia  es  solo  el

punto de partida para un analisis mss amplio del genoma, en donde se hace necesario
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anotar correctamente sus genes,  interpretar la secuencia gen6mica desde el  punto de

vista   de   las   secuencias   expresadas,   y   predecir   las   estructuras   de   sus   RNAs   y

productos proteicos.  Las funciones de estos productos y la manera en las cuales estan

controladas  tanto  su  expresi6n  como  su  actividad  deben  ser    dilucidadas,  una  tarea

ardua    que    requiere    de    una    amplia    variedad    de    metodos    experimentales    y

computacionales (Celniker y Rubin, 2003).

Los  primeros estudios a nivel gen6mico se llevaron a cabo  hace tres decadas,

cuando se  estim6 que en  Drosaph/./a se producian  en  cada etapa del desarrollo entre

5000  a  7000  especies  distintas  de  RNA  poliadenilado  y  que  la  composici6n  de  este

RNA  cambiaba  durante  el  desarrollo  (Levy y  Manning,1981).  Estudios  posteriores  se

enfocaron en la detecci6n y caracterizaci6n de genes cuya acci6n es relevante durante

el  desarrollo.   En   la  actualidad,  es  posible  reunir  estos  dos  enfoques  en  uno  solo,

mediante  la  tecnologia  de  hibridaci6n  en  matrices.  Asi,  es  posible  realizar estudios  a

gran  escala  de  un  importante  ndmero  de  genes,  sin  perder la  identidad  de  estos,  en

situaciones  en  que  los  procesos  que  regulan  la    expresi6n  de  genes  son  altamente

dinamicos, como es el caso del desarrollo embrionario de Drosaphi./a.

2. Desarrollo embrionario de Drosaph/./a: morfologia y gen6tica.

Durante   el   desarrollo,   las   c6lulas   del   embri6n   deben   cumplir   dos   tareas

principales:  deben  ser  programadas  para  formar  una  parte  especifica  del  cuerpo  y

ademas  deben  sufrir cambios  de forma,  posici6n  y patrones  de expresi6n genica que

conduciran   a  este  destino.   El  embri6n  resultante  tendra  diferentes  tipos  celulares

arreglados en un complejo patr6n espacial.

En  DrQsaph/./a,  un  sincicio o  saco  lleno  de  ndcleos  pasa  a ser un  embri6n  con

simetria bien definida a lo largo de los ejes dorso-ventral y antero-posterior.  Estos ejes
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estan  determinados  por  mensajeros  maternos  presentes  en  el  ovocito  que  codifican

proteinas   distribuidas   en   gradientes,    las   que   orquestaran   adecuadamente   este

sofisticado  ordenamiento,  regulando  la  transcripci6n  y  la  traducci6n  de  las  proteinas

cig6ticas.  Las  estructuras  anteriores estan  determinadas  por el  producto  de  los genes

b/.co/.d y hunchbacA mientras que las estructuras posteriores lo estan por los de nanos y

cauda/  (Klinger,   1990).   El   establecimiento   de   un   gradiente   de   la   proteina   Dorsal,

mediante su traslocaci6n diferencial al ndcleo mediada por el receptor Toll, define el ej.e

dorso-ventral del embri6n (Roth y col.,1989).

Durante  la  primera  etapa  de  la  morfog6nesis,   el  cigoto  presenta  un  clivaje

superficial   cuya   principal   caracteristica   es   la   divisi6n   de   los   ntlcleos   previa   a   la

formaci6n  de  membranas  celulares.  Hasta  la  octava  divisi6n  mit6tica,  ios  256  nticleos

se encuentran ubicados en el centro del huevo.  Durante la decima divisi6n mit6tica,  Ios

ntlcleos alcanzan la periferia del embri6n,  donde se dividen cuatro veces mss.  En este

punto,  el  embri6n  es  llamado  blastodermo  sincicial  (estados  2-3,  figura  1  A).  Aunque

los  6000  ndcleos,  morfol6gicamente  id6nticos,  comparten  un  citoplasma  comdn,  este

no  es  homog6neo  ya  que  cada  ndcleo  es  acompafiado  por sus  propias  proteinas  de

citoesqueleto y su  porci6n de citoplasma.  Luego del  ciclo  13,  Ia membrana  plasmatica

se pliega,  gracias a  una reorganizaci6n dramatica del citoesqueleto,  envolviendo cada

nticleo y dando origen al  blastodermo  celular (estado 5,  figura  1  8). Al comienzo de  la

celularizaci6n  se  forma  una  red  de  actina-miosina  hexagonal  que  provee  un  marco

estructural  y  proporciona  fuerza  contractil  para  la  invaginaci6n  sincronizada  de  las

membranas.  Esta  red  deriva  en  estructuras  anulares  compuestas  por filamentos  de

actina  y  miosina  [1.  Al  final  de  la  celularizaci6n,  Ia  contracci6n  de  estos  anillos  resu[ta

en  la formaci6n  de  una  membrana basal,  definiendo el tejido  epitelial  del  blastodermo

celular.
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Figura  1.  Estados  del  desarrollo  de  a/osophi./a  me/anogasfer.  Inmunofluorescencia  de
montajes completos de embriones en lo distintos estados del desarrollo utilizando un anticuerpo
anti-tubulina para vjsualizar las c6lulas.  La figura muestra embriones en estado 2-3 {A), estado
5 (a),  Estados 6-7 (C), estados 8-9 (D) y estados 10-12 (E).  Fotograffas cortesia Dra. Ver6nica
Cambiazo.
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En  esta  etapa se  requiere  por primera vez de  la transcripci6n  de  los genes  del

zigoto,  entre  ellos  los  genes  nu//o  y  serend/.p/.fy  cr,  son  esenciales  para  la  iniciaci6n,

estabilizaci6n  y  reorganizaci6n  de  los  microfilamentos  que  conduciran  la  invaginaci6n

de    la    membrana    plasmatica    durante   la    celularizaci6n   del    embri6n    (Postner   y

Wieschaus,1994;  lbnsouda y  col.,1993;  Scheweisguth y col,1990).

La   gastrulaci6n   (estado  6,   figura   1   C)   comienza   luego   de   la   14ava  divisi6n

nuclear y es  el  proceso por el  cual  las  celulas del  blastodermo se  diferencian   en tres

capas   germinales   claramente   distinguibles:   mesodermo,   endodermo   y   ectodermo

(Leptin,1995).  Esta  diferenciaci6n  es  consecuencia,  principalmente,  de  dos  tipos  de

movimientos   morfogen6ticos,    la   invaginaci6n   del   mesodermo   y   endodermo   y   la

elongaci6n  del  ectodermo  a  lo  largo  del  extremo  posterior  del  embri6n.  Ademas,  las

c6Iulas  del   mesodermo  sufren   una  transici6n  desde   un  tipo  celular  epitelial  a  uno

mesenquimatico.

Los   primeros   movimientos   morfogen6ticos   que   ocurren   en   la   gastrulaci6n

incluyen  la  internalizaci6n  del  mesodermo y parie del  endodermo  que consta de  1000

celulas a lo largo de la linea media ventral, generando asi el surco ventral.  Las celulas

polares forman  la  placa  dorsal,  que  se  mueve  hacia  el  polo  anterior a  traves  del  eje

dorsal y se forma el surco cefalico en el tercio anterior del embri6n,  por la invaginaci6n

transitoria de un grupo de celulas.  Estos movimientos estan acompafiados por cambios

en la forma de las celulas,  las que sucesivamente aumentan de tamafio a lo largo del

eje     apical-basolateral,     experimentan     constricciones     apicales     y     acortamientos

adquiriendo  una  forma  trapezoide.  Por  su  parte,  Ia  banda  germinal  que  originara  el

ectodermo,   se  despliega  desde  la  zona  ventral  haca-a  el  extremo  posterior  en   un

movimiento  llamado  extensi6n  de  la  banda  germinal.  Su  extremo  posterior  se  pliega

originando  la  invaginaci6n  del  proctodeo, justo detras de la  cabeza.  Para acomodar la
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banda germinal en extensi6n, el epitelio dorsal forma profundos pliegues dando lugar a

una delgada capa celular, Ia amnioserosa.

Mutaciones de efecto materno,  como dorsa/ o to// eliminan  las celulas ventrales

y  extienden   los   dominios   laterales   y.  dorsales   (Ntlsslein-Volhard   y   col.,   1980).   En

embriones de madres mutantes,  las  c6lulas ventrales  no  cambian  de forma y el surco

ventral no se forma.  Dorsal activa a los factores de transcripci6n Twist (helix-loop-helix)

y    Snail    (dedos    de    Zinc)    que    se    expresan    tempranamente    en    el    embri6n,

especificamente  en  ias  c6Iulas  ventrales  (Thisse  y  col.,   1988;  Boulay  y  col.,   1987).

Mutaciones  en  ambos  genes  eliminan  la  formaci6n  del  surco  ventral  y  Prolongan  los

dominios   laterales   sobre   esta   zona.   Aunque   estos   factores   de   transcripci6n   son

relevantes   en   la   diferenciaci6n   del   mesodermo,   los   mecanismos   de   activaci6n   y

represi6n  de  blancos transcripcionales son  mss complejos  de  lo  que se  pens6  en  un

principio (Casal y Leptin,1996).

El   final   de   la   gastrulaci6n   (estados   8-9,   figura   1   D)   esta   marcado   por  la

invaginaci6n del primordio del endodermo por medio de las invaginaciones del intestino

medio anterior y la invaginaci6n del intestino medio posterior (Poulson,1950).  La serial

de posici6n  para  esta invaginaci6n  es  provista por la  madre y activa  un  par de genes

gap,  huckebe/.n  y  fa/-//ess  (Weigel  y  col.,  1990;  Casanova,  1990).  Presumiblemente,

huckebe;.r7  especifica  el  destino   de   la  mayoria  de   las  c6lulas   posteriores  que  se

invaginan  y  fai.//ess  el  de  las  mss  anteriores.  Evidencias  morfol6gicas  y  gen6ticas

indican  que  tanto  la  invaginaci6n  del  surco  ventral  como  la  invaginaci6n  del  intestino

medio  son  generadas  por  los  mismos  mecanismos  celulares  (Parks  y  Wieschaus,

1991 ;  Sweeton y col.,1991)I ya que presentan comportamientos celulares equivalentes

y  ambos  procesos  requieren  de  la  expresi6n  de  concert/.r}a y fo/bed gasfru/af/.on para

lograr la constricci6n coordinada de sus celulas (Sweeton y col.,1991 ;  Campos Ortega



y  Hartenstein,1985).  Luego  de  la  gastrulaci6n  (estados  10-12,  figura  1  E)  se forma  el

estomodeo,  se  delinean  los  segmentos  y  la  banda  germinal  se  retrae.  Este  es  un

periodo principalmente de crecimiento (Campos Ortega y Hartenstein,1985).

La  mayoria  de  los  genes  mencionados  hasta  ahora,  claves  en  los  procesos

morfogen6ticos   que   hemos   revisado,   han   sido   descubiertos   mediante   la   genetica

clasica,   basada   en   el   ana[isis   de  fenotipos   mutantes.   Sin   embargo,   Ia  estrategia

genetica  presenta  algunas  ljmitaciones,  ya  que  mutantes  con  fenotipos  parcialmente

penetrantes  son  ignorados,  y genes  cuya funci6n  puede ser compensada  por otros  o

por  vias   alternativas  son   dificilmente  detectados.   Estas   dos   categorias  de  genes

parecen representar a la mayoria de los genes de Drosaph/./a, dado que dos tercios de

ellos  no son  requeridos  para su viabilidad  (Miklos y  Rubin,1996).  Tomando en  cuenta

lo  anterior,   en   los   dltimos   afios  se  han   aplicado   protocolos   alternativos  al   analisis

genetico  que  permiten  identificar grupos  de  genes  sobre  la  base  de  cambios  en  sus

perfiles de expresi6n y asociarlos  con  procesos particulares del desarrollo embrionario

de Drosaph;./a (Furlong y col., 2001 ; Arbeitman y col„ 2002, Stathopoulos y col., 2002).

3. Estudios a nive[ gen6mico en organismos mode[o.

Actualmente,  el secuenciamiento y anotaci6n de los genomas de los principales

organismos modelo ha evidenciado un nuevo desafio: multitud de genes sin funci6n.  La

llamada gen6mica funcional, apoyada principalmente en la tecnologia de hibridaci6n en

matrices,  ha proporcionado un analisis descriptivo de los genes  mediante la obtenci6n

de sus perfiles de expresi6n bajo distintas condiciones fisiol6gicas.

A    continuaci6n    mencionafe    algunos    de    los    trabajos    que    han    aplicado

herramientas de analisis gen6mico al estudio del desarrollo embrionario de algunos de
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los  principales  organismos  modelos,  con  especial  6nfasis  en  aquellos  que  utilizaron

hibridaci6n en matrices.

Las   celulas   del   mes6nquima  primario  del  erjzo  de   mar  (Sfrong/y/ocenfrofus

purpurafus)     han    sido     un    importante    modelo    experimental     para    analizar    el

comportamiento   celular   y   la   morfogenesis   durante   la   gastrulaci6n,   caracterizados

principalmente  por  una  conversi6n  epiteljo-mes6nquima  y  por  procesos  de  migraci6n

celular.    Los   eventos   celulares   han   sido   descritos   en   detalle   y   algunos   genes

involucrados en los mecanismos moleculares responsables de estos comportamientos

han sido caracterizados y clonados,  pero muchos otros son adn desconocidos.  Con el

objetivo de entender estos mecanismos, Zhu y col.  (2001) llevaron a cabo un  analisis a

gran  escala  de  los  mRNA  expresados  por  estas  c6Iulas  durante  la  gastrulaci6n.  Su

estrategia  experimental  se  bas6  en  la  obtenci6n  de  RNA de  celulas  cultivadas  /.n  v/.fro

que  muestran  el fenotipo  de  celulas  del  mesenquima  primario.  Este  RNA fue  utilizado

para  la  sintesis  de  CDNA,  el  que fue  clonado  y secuenciado.  Con  ello  obtuvieron  una

genoteca   de   8000   clones   que   codifican   para   cerca   de   1200   proteinas.   Ademas,

examinaron los  patrones espacio-temporales de expresi6n de 20 clones por medio de

hibridaciones /.n s/.fu,  estos ensayos que revelaron que 8 de estos clones se expresan

especificamente  durante  la  gastrulaci6n.  Este  es  el  primer  estudio  a  gran-escala  en

erizo que  busca  la  identificaci6n de nuevos genes  involucrados en el  desarrollo.  Entre

los   771    genes   identificados   se   encuentran   genes   que   codifican   para   proteinas

involucradas en ciclo, crecimiento y muerte celular, transducci6n de sefiales, migraci6n,

adhesi6n  celular  y  citoesqueleto,  matriz  extracelular,  metabolismo  y  regulaci6n  de  la

transcripci6n.   Ademas   analizaron   las   proteinas   presentes   mediante   electroforesis

bidimensional. en  gel,  notando  que  existe  un  cambio  notable  en  la  composici6n  del

proteoma  al  iniciarse  la  gastrulaci6n y que  la  mayoria  de  las  proteinas  que  inician  su
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sintesis en  este  estado  persisten  en  el tiempo.  Este estudio  identifica  un  gran  ndmero

de   potenciales   reguladores  de   la   morfogenesis   en   erizo,   los   que   son   candidatos

atractivos   para   estudios   posteriores.   Finalmente   los   autores   concluyen,   luego   de

analizar  los  genes  encontrados,  que  las  vias  de  regulaci6n  de  la  especificaci6n  del

destino  de  las  celulas  del  mesenquima  primario  deben  estar  ligadas  a  la  activaci6n

especifica  de  moleculas  efectoras  rio  abajo  que  ejecutan  el  notable  programa  de  la

morfogenesis de estas c6lulas.

Estudios  a  nivel  gen6mico  en  Caenowhabd/.i/.s  e/egans fueron  realizados  por

Baugh  y  col.  (2003).  Incorporando  la  tecnologia  de  hibridaci6n  en  matrices  de  vidrio,

pudieron  determinar  que  el  68%   de   un  total  de  8890  transcritos  detectados,  que

corresponden   a  cerca  de  la  mitad  de  los  marcos  de  lectura  abierta  del   genoma,

cambian su abundancia entre el estado de una y  190 celulas  (183  minutos posteriores

al  primer clivaje,  P<0,05).  Estas  mediciones fueron  validadas  al  analizar los  patrones

de  expresi6n  de  30  genes que  habian  sido  previamente  caracterizados.  La  utilizaci6n

de breves intervalos de tiempo entre cada extracci6n de RNA permitieron resolver con

detalle   la   dinamica   del   transcriptoma,   esto   es,   ]a   abundancia   de   los   transcritos

presentes  en  un  estado  especifico.  El  adecuado  tratamiento  estadistico  de  los  datos

(analisis  multivariado  entre  intervalos  de  tiempo)  hizo  posible  la  determinaci6n  de  un

cambio drastico en el estado de cuatro celulas reflejando la degradaci6n de la mayoria

de  los transcritos  maternos y la  sintesis  de  los  transcritos  cig6ticos.  El  cambio  en  los

niveles  de  transcripci6n  se  mantiene  hasta  el  inicio  de  la  gastrulaci6n,  en  donde  se

alcanza  un  estado  estable,  lo  que  reflejaria  el  control  transcripcional  por  parte  del

embri6n.   Un   analisis  grafico  de  los   perfiles  de  expresi6n  de  los   genes   que  mss

cambian  en  e.I  transcurso  de  tiempo  examinado  permiti6  concluir  que  los  genes  son

regulados  en  escalas  de tiempo  cortas  con  picos de  expresi6n transitorios,  incluso  se
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pueden  circunscribir  a  solo  un  ciclo  celular,  indicando  que  las  decisiones  tomadas  per

la   celula   en   esta   etapa   son   rapidas.   Finalmente,   un   analisis   de   clasificaci6n   por

agrupamiento jerarquico  permiti6  concluir que  los  genes  estan  corregulados  y  que  la

composici6n  de  estos  grupos  esta  relacionada  con  la  funci6n  de  los  genes  debido  al

enriquecimiento de ciertas categorias funcionales en los grupos recuperados.

Enfoques    similares    han    sido    aplicados    al    desarrollo    de    Drosaph/./a

me/ar7ogasfer.  Casal  y  Leptin  (1996),  asumiendo  que  los  genes  que  determinan  la

diferenciaci6n   de   un   tejido   particular  se  expresan   especificamente   en   ese  tejido,

realizaron  hibridaciones  sustractivas entre CDNA de  embriones  silvestres y embriones

mutantes   para  generar  una  genoteca  enriquecida   en  secuencias   presentes  en  el

mesodermo,  pudiendo identificar 13 nuevos genes que estan regulados por twr.sf y sr7a;./

segdn resultados de hibridaciones /.n s/.fu.

Mutantes  qLie  afectan  la  expresi6n  de  fw/.sf fueron  utilizados  por  Furlong  y  col.

(2001)  para  desarrollar experimentos  de  hibridaci6n  en  matrices  de  vidrio  sembradas

con  5.081   genes  dnicos  de  Drosaph/./a  con  el  objetivo  de  estudiar  sus  perfiles  de

expresi6n   durante   el   desarrollo   del   mesodermo.    130   genes   fueron   identificados

mediante  una  disminuci6n  de  sus  abundancias  relativas  al  comparar  sus  perfiles  de

expresi6n   entre   embriones   mutantes   para   fw/.sf  y   embriones   silvestres,-de  varias

edades.   De  acuerdo  a  sus  perfiles  de  expresi6n  fueron  incluidos  en  dos  grupos:

blancos    transcripcionales    de    fw/.sf   (genes    de    expresi6n    temprana)    o    blancos

transcripcionales  de  alguno  de  los  genes  activados   por  fw/.s£  (genes  de  expresi6n

tardia). Estudios mss detallados de uno de estos genes, g/eefu/, determinaron que este

gen  es  esencial  en  el  desarrollo de  mdsculo,  ya que  c6lulas silvestres  precursoras  de

tejido  nervioso  expresaron  marcadores  musculares  al  inducir  una  expresi6n  ect6pica

de gleeful.



Un  analisis  similar  fue  desarrollado  por  Stathopoulous  y  col.  (2002)  utilizando

mutantes   que   afectan   la   distribuci6n   de   Dorsal   en   el   ntlcleo.    Experimentos   de

hibridaci6n  en  matrices  de  vidrio  conteniendo  la  totalidad  de  los  genes  de  Drosophila

permitieron  identificar  40  nuevos  blancos  transcripcionales  de  Dorsal  que  codifican

proteinas     involucradas     en     la     comunicaci6n     c6Iula-c6Iula,     re-organizaci6n     del

citoesqueleto  y factores de transcripci6n.  La transcripci6n  de  estos genes  se  activa  a

diferentes    concentraciones    nucleares    de    Dorsal,    permitiendo    distinguir    genes

involucrados   en   desarrollo   de   mesodermo   (alta   concentraci6n),    neuroectodermo

(concentraci6n  media)  y ectodermo  dorsal  (bajas  concentraciones).  Los  resultados  de

los  experimentos  de  hibridaci6n  en  matrices  fueron  validados  para  algunos  de  estos

genes   mediante   la   distribuci6n   espacial   observada   por   hibridaciones   /.n   s/.fu   en

embriones   en   celularizaci6n.   Este   trabajo   incluye   analisis   bioinformaticos   de   las

secuencias  reguladoras  de  los  genes  identificados,  encontrandose  motivos  para  la

uni6n de Dorsal con distinta afinidad, en cada una de estas tres clases de genes.

Arbeitman y col.,  (2002) examinaron los perfiles de expresi6n de un tercio de los

genes   de   Drosaphi./a   durante   el   ciclo  de   vida   completo   de   este   organismo.   Los

resultados son similares a los encontrados en  C.  e/egar}s pudiendo clasificar los genes

en  categorias  segdn  sus  perfiles  de  expresi6n.  Uno  de  los  grupos  destacados  esta

compuesto   por  534  genes  de  expresi6n  temprana,   encontrandose  un  maximo  de

expresi6n en el estado de blastodermo celular.  El disefio experimental permite detectar

cascadas  de  regulaci6n  previamente  caracterizadas  como  la  activaci6n  de  dmef2  por

fw/.sf y la consecuente activaci6n de genes de diferenciaci6n muscular.  Los analisis de

agrupamiento jerarquico asociando genes que comparten  perfiles  de expresi6n  revela

que,  para la mayoria de los grupos encontrados, cada grupo contiene genes que estan

relacionados  funcionalmente.  Por  lo  tanto,  basados  en  la  similitud  de  los  perfiles  de



expresi6n,  Ios autores asignan al  53 % de los genes funciones tentativas en diferentes

procesos celulares,  por ejemplo: diferenciaci6n de mtlsculo, linea germinal del macho o

linea germinal de la hembra.

Estos trabai.os  revelan que es posible aplicar estas tecnologias a problematicas

de  la  biologia  del  desarrollo  y que  estudios  a  gran  escala,  a  nivel  gen6mico,  son  una

alternativa valida para encontrar nuevos genes involucrados en los procesos celulares

que se estan llevando a cabo en el embri6n.

En   esta   memoria,   he   querido   aplicar   este   nuevo   enfoque   utilizando   las

tecnologias  de  hibridaci6n  en  matrices  y  aprovechar el  desarrollo  concomitante  de  la

Bioinformatica,     para    estudiar    genes    de    expresi6n    temprana    en    el    embri6n,

principalmente   aquellos   de   expresi6n   cig6tica,   que   participen   en   los   procesos   de

morfogenesis   durante   las  etapas  tempranas  del  desarrollo   de  Drosaph/./a.   Bajo  el

supuesto de que los genes que cumplen funciones estructurales o reguladoras durante

la gastrulaci6n se encuentran transcripcionalmente activos, en las celulas que formaran

las tres capas germinales, he aplicado un procedimiento de hibridaci6n sustractiva para

aislar genes  diferencialmente  expresados   durante  los  estados  iniciales  del desarrollo

embrionario.   De   esta   forma   y   utilizando   cDNAs   de   embriones   de   estados   6-7

(gastrulas)   como   fester  y   cDNAs   de   embriones   de   estados   2-3   (blastodermos

sinciciales)  como  dr/.ver,  genere una genoteca de cDNAs sustraidos que se encuentra

enriquecida  en transcritos  diferencialmente expresados  al  inicio de  la  gastru!aci6n.  La

caracterizaci6n de estos genes a traves del analisis espacio-temporal de sus patrones

de   expresi6n   y  finalmente   la   implementaci6n   de   ensayos   funcionales   apropiados

permitira reconocer su funci6n durante la gastrulaci6n.
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4. Hip6tesis.

Genes  cuyos  niveles  de  expresi6n  aumentan  durante  la  gastrulaci6n  contribuyen  a

establecer el fenotipo del embri6n en este estado del desarrollo.

5. Objetivo general.

Determjnar los  cambios transcripcionales  asociados  a  estados  precisos  del  desarrollo

embrionar.io en Drosophila melanogaster

6. Obj.etivos especificos.

1).  Implementar  un  procedimiento  que  permita  la  obtenci6n  de  una  genoteca  estado-

especifjca de DrosapAi./a y el analisis simultaneo de la expresi6n de multiples genes.

Con   el   prop6sito   de   obtener   esta   poblaci6n   de   genes   diferencialmente

expresados,  se realiz6 un ensayo de hibridaci6n sustractiva por supresj6n que gener6

una    poblaci6n    de    cDNAs    enriquecidos   en   secuencias    expresadas   durante    la

gastrulaci6n.  Los  cDNAs  fueron  clonados  con  el  prop6sito  de  generar  una  genoteca

estado-especifica.  Esta  genoteca  fue  caracterizada  mediante  ensayos  de  hibridaci6n

en matrices y analjsis de Northern blots virtuales.

2).   Identificar   genes   asociados   con   el   proceso   de   gastrulaci6n   a   trav6s   de   la

secuenciaci6n de una fracci6n de los clones obtenidos y examinar la similitud de estas

secuencias con los genes anotados.

Los  clones  generados fueron secuenciados  y las  secuencias  alineadas  contra

las  bases  de  datos  del  proyecto  Genoma  de Drosaph/./a  (BDGP,  Berkeley Drosophila

Genome  Projegt).  Los genes  encontrados fueron  caracterizados  sobre la  base de sus
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terminos  GO  (Gene  Ontology),  bdsqueda  de  genes  ort6logos  en  otras  especles  e

informaci6n disponible de patrones de expresi6n espacio temporal.

3).  Caracterizar  los  genes  identificados  sobre  la  base  de  sus  cambios  de  expresi6n

temporal durante el desarrollo de Drosaph/./a me/anogasfer.

Para   lograr  este   objetivo,   los   clones  fueron   sembrados   en   membranas   e

hibridados con poblaciones de cDNAs representativos de embriones de 5 intervalos de

tiempo que cubren los primeros 12 estados de desarrollo embrionario. Ademas, dos de

los genes aislados fueron examinados mediante hibridaciones /.n s/.fu con el objetivo de

establecer sus patrones de expresi6n espacio-temporal.
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MATERIALES Y METODOS

1.  MATERIALES.

1.1. Cepas de Drosophila melanogaster.

Durante  el  desarrollo  de esta tesis,  la  cepa  Canton  S fue  utilizada  como  cepa

silvestre.  Esta cepa fue obtenida en Bloomington Drosaph/./a Stocks Center (Indiana).

1.2. Cepas bacterianas.

Se utiliz6 la cepa JM109 de Escher/.c.4/.a co//. para la construcci6n de la genoteca

estado especifica y para el clonamiento de los genes usados como contro!es.

1.3. Vector.

Todos  los  insertos  de  DNA  fueron  ligados  al  vector  PGEM-T  Easy  (Promega)

para  su  clonamiento.  Este vector,  de alto  ndmero de  copias,  contiene  los  promotores

SP6  y  T7  flanqueando  una  regi6n  de  clonamiento  con  mdltiples  sitios  de  restricci6n.

Esta regi6n esta contenida dentro de la regi6n codificante del p6ptido a de la enzima a-

galactosidasa.  La  inactivaci6n  de  este  p6ptido  mediante  la  inserci6n  de  un fragmento

de DNA en esta regi6n, permite seleccionar las colonias que portan inserto al crecer las

colonias  transformadas  en  medio  conteniendo  X-Gal,  sustrato  de  la  P-galactosidasa.

Las  colonias  bacterianas  del  color  blanco  indican  la  inactivaci6n  de  la  enzima.   La

selecci6n  de  los  transformantes  se  IIeva  a  c.abo  gracias  a  que  el  vector  porta  la

secuencia   codificante   de   la   enzima   P-Iactamasa,    Ia   que   confiere   resistencia   a

ampicilina.
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1.4. Partidores y adaptadores.

El procedimiento de hibridaci6n sustractiva se realiz6 con los sjguientes

par{idores y adaptadores provjstos por el fabricante (BD Biosciences)

Adaptador 1 :

5'CTMTACGACTCATCTCGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGTL3`

Adaptador 2R:
3'-GGCCCGTCCA-5'

5'CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'

3'-GCGCCGGCTCCA-5'

Primer 1 :

5'-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3'

Nested PCR primer 1 :

5'-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'

Nested PCR primer 2R:

5'-AGCGTGGTCGCGGCGAGGT-3'

La  sintesis  de  CDNA de  doble  hebra  utilizando  el  m6todo  SMART"  utiliza  los

sjguientes partidores y oligonucle6tidos provistos por el fabricante (BD Biosciences):

BD SMART IITM A Oligonucleotide:

5'-AAGCAGTGGTATCMCGCAGAGTACGCGGG-3'

3' BD SAMRTTM  CDS  Primer 11 A:

5'-MGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT.(3o)VN-3 (N=A,C, G, o T; V=A, G, o C)

5'PCR Primer 11 A:

5'-MGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'

Los siguientes partidores fueron utilizados en las reacciones de PCR realizadas

en esta tesis:

SP6: 5'-ATTTAGGTGACACTATAGAAT-3'
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T7:

tubulina ser\se..

tubulina arrdisense..

93pdh ser\se..

93pdi antisense:

actina sense..

act/.r}a antisense:

rp49 sense..

rp49 antisense:

twist sense..

fwi.sf antisense

snail sense..

sr]a/./antisense:

fog sense:

fog antisense:

5,'-TAATACGACTCACTATAGGG-3'

5'|GCGTGTGAACACTTCCAAT-3

5'-TTGCGATTGGAAGCGTAAAC-3.

5`-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3`

5`-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3`

5'-CACCGGTATCGITCTGGACT-3'

5'-CTCGTAGGACITCTCCAACG-3'

5'-MGCTAGCCCRACCTG-3'

5'-TCTTGAGMCGCAGGC-3'

F;-CITC5r3A/r3GA/CA!CA/C3A/I:I:AIr:AA:a;

5'-CTCGTCGGGAAAATCGAAAGT-3'

5'-TTCGTGGAGGAGCGTCTGC-3'

5'-GCGGCGTCATCTGCTGGTA-3'

5'-CCCMITGTCTGCTGGCTGT-3'

5'-CGTCGCCGTAGTCATAGTCT-3'

Las mediciones de abundancia realizadas mediante PCR cuantitativo en tiempo

real utilizaron ]os siguientes partidores:

dorsal sense..

dorsa/ antisense:

ser cr sense:

ser cr antisense:

tinman sense..

ff.nman antisense:

5 '-CGCCATATCG TCCTCATCCC-3 '

5'-CTGCCATCCTGGTGGTCATT-3'

5`-GCTITGACGGcllTGTG-3`

5'-TGTGCGGATGRAGTGGA-3`

5`-ATCGTCGTCCCTATCGC-3`

5`-CACCTGGCTGTTATCCTTT-3`
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1.5. Bases de datos y herramientas bioinformaticas.

Se efectuaron alineamientos contra las secuencias depositadas en las bases de

datos    de    BDGP    (Berkeley   Drosophila   Genome    Project).    Las    bases   de   datos

consultadas  fueron   descargadas  del   sitio  http://\/\/ww.flybase.org/.bin/fbidbatch.html  y

fueron  las siguientes:  secuencias  codificantes  (CDS),  transcritos completos  (CDS  mss

UTR), Secuencias de eucromatina y heterocromatina y genes anotados.

La  bt]squeda  de  dominios  proteicos  .fue  realizada  consultando  las  bases  de

datos de lnterpro via web (http://www.ebi.ac.uk/interproo.

La  bt]squeda  de  ort6logos  fue  realizada  mediante  BLASTP  consultando  las

bases  de  datos  de  proteinas  de  H.   Sap/.ens,   M.   muscu/us  y  C.   e/egans  del   EBl

(European    Bioinformatics   Institute)   desde   http://www.ebi.ac.uk/proteome/index.html.

Todos  los  datos reunidos  por estos analisis:  ademas de los  datos de expresi6n

obtenidos en esta tesis se encuentran en el sitio web http://200.89.72.98/

~pmoreno/flyAtlnta/web/Iogin.php  en  una  base  de  datos  disefiada  como  parte  de  la

practica profesional de Pablo Moreno (estudiante de lngenieria Civil en Biotecnologia).
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2. METODOS.

2.1. Colecta de embriones.

Los  embriones  fueron  colectados  sobre  placas  conteniendo  agar  en  jugo  de

manzana  al 2%.  cubiertas con  una  capa de  acido ac6tico y levadura  para estimular la

oviposici6n.  Para la extracci6n de RNA,  los embriones fueron colectados en trit6n 0,10/o

en  ringer (KCI  182  mM,  Nacl 46  mM,  Cac12 3  mM,  Tris-Hcl  pH  7.210  mM)  preparado

con  agua  libre  de  nucleasas,  descorionizados  con  hipoclorito  de  sodio  50%  en  ringer-

trit6n  por  5  minutos  y  lavados  en  ringer-trit6n.  Los  embriones  seleccionados  fueron

congelados   en   nitr6geno   liquido   y   mantenidos   a   -80°C.    Para   la   caracterizaci6n

morfol6gica  de  los  distintos  estados  del  desarrollo  embrionario,  se  utiliz6  un  criterio

visual   de   acuerdo   con   la   informaci6n   detallada   en   Campos-Ortega   y   Hartenstein

(1985).

Para los ensayos de hibridaci6n /.n s/.fu,  embriones de todos los estados fueron

colectados en trit6n 0,05% en PBS  (PBTrit6n),  decorionizados con hipoclorito de sodio

50% en PBTrit6n por 5 minutos,  lavados 3 veces en PBTrit6n y fijados en una soluci6n

2:1   heptano:   paraformaldehido   al  4%   en   PBS   (PP)   e  incubados   15   minutos   con

agitaci6n.  Las dos fases formadas fueron eliminadas y reemplazadas con una soluci6n

1:2  heptano:metanol  y  agitados  en  vorfex  por  1  minuto.  Se  eliminaron  ambas  fases

concentrandose  las  membranas  vitelinas  en  la  fase  superior.  Los  embriones  fueron

lavados  3 veces  con  metanol  para  luego  incubar sucesivamente en:  EGTA al  10%  en

metanol  (ME),  ME:PP  7:3,1:1  y  3:7,  por  5  minutos  cada  vez.  Los  embn.ones  fueron

incubados  en  PP  por  20  minutos  y  lavados  con  PBS.  En  este  punto  los  embriones

fueron  guardados  deshidratandolos  en  sucesivos  lavados  con  etanol  30,  50  y 70°/o  y

mantenidos a -20°C hasta su utilizaci6n.
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2.2. Procedimientos de biologia molecular.

2.2.1. Electroforesis.

Todas  las electroforesis de DNA se IIevaron  a cabo en  geles  de agarosa al  1%

en  buffer TAE  (Tris,  acido  acetico,  EDTA)  visualizado  con  bromuro  de  etidio  (Asufel,

1997).  Para las electroforesis de RNA, se us6 buffer TAE preparado con agua libre de

nucleasas.

2.2.2. Extracci6n de RNA total.

EI  RNA  total  fue  extraido  desde  embriones  homogeneizados  en  RNAwiz"

(Ambion).  0,2 voldmenes de cloroformo fueron agregados a esta mezcla, someti6ndola

a agitaci6n y centrifugaci6n y rescatando el RNA en la fase acuosa superior,  el que fue

precjpitado  con   isopropanol  medjante  centrifugaci6n.   El  precipitado  fue  lavado  con

etanol 75% y precipitado por centrifugaci6n.  Finalmente el  RNA total fue resuspendido

en agua libre de nucleasas. Se obtuvo un rendimjento promedio de 100 ng de RNA por

embri6n.  La  integridad del  RNA fue verificada por electroforesis en gel de agarosa.  La

calidad  se  evalu6  mediante  la  sintesis  de  CDNA y  la  amplificaci6n  de  distintos  genes

por PCR a partir de este CDNA.

2.2.3. Sintesis de CDNA.

EI  RNA  fue  usado  como  sustrato  para  la  sintesis  de  CDNA  de  hebra  simple

mediante  transcripci6n   reversa   en   una   reacci6n  estandar,   utjlizando  200   U  de   la

enzjma superscript 11  (Superscript H  RNase H-Reverse Transcriptase,  Invitrogen) y 0,5

ug  de  partidor 9ligo  dT  (15  nucle6tjdos).  La  caljdad  del  CDNA resultante fue verificada
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mediante   su   utilizaci6n   como  sustrato  para   la  amplificaci6n   de  los  genes   fubu//.r}a,

actina y fog.

El  CDNA  de  doble  hebra  fue  sintetizado  usando  el  m6todo  SMART  (SMARTTM

PCR   CDNA   sintesis    kit,    Clontech®)   que   permite   amplificar   el   CDNA   resultante

manteniendo las abundancias relativas de los genes (Chenchik y cols,1998).  EI primer

paso  consiste  en  la  sintesis  de  CDNA  de  hebra  simple  a  partir de  2  ug  de  F`NA total

utilizando  1,2  HM  del  partidor oligo(dT)  modificado,  3'  BD  SAMRT"  CDS  Pn-mer  11  A,

1,2  uM  de  BD  SMART  llTM  A  OIigonucleotide,  que  permite  el  efecto  de  cambio  de

templado   (Template  switching)  y   100   U  de  la  enzima   BD   Powerscript"   Reverse

Transcriptase.  La  reacci6n  lleva  ademas  1  mM  de  cada  dNTP,  2  mM  de  DIT y buffer

de  la  enzima  (BD  Biosciences)  y  se  incuba  a  42°C  por  1   hera.   Cuando  la  enzima

alcanza  el  extremo  5'  del  mRNA,  la actividad transferasa terminal  agrega unos  pocos

nucle6tidos     adicionales,     principalmente    dcTP     al     extremo    3'     del    CDNA.     EI

oligonucle6tido   SMART   11,   que   contiene   una   cola   de   poli(G)   se   aparea   con   los

nucle6tidos  agregados  al  CDNA creando  un  templado  extendido.  La  erEima  entonces

cambia  de  templado  y  contint]a  transcribiendo  hasta  el  extremo  del  oligonucle6tido.

Todos  los  cDNAs  resultantes {ienen en sus extremos 5`  y 3`  una secuencia  que sera

reconocida  por el  partidor PCR  Primer 11  A en  las  subsecuentes  reacciones  de  PCR.

Este  procedimiento  permite  obtener  cDNAs  de  hebra  simple  de  largo  completo.  La

amplificaci6n de este CDNA se lleva cabo por una reacci6n de LD PCR (Long  Distance

PCR),  utilizando  un  termociclador  PTC-100  (MJ  Research).  Para  ello,1  LIL  del  CDNA

de  hebra  simple  reci6n  sintetizado fue  adicionado  a  una  reacci6n  que contiene  10  HL

de 10 X BD advantage 2 PCR buffer, 2,2 mM de cada dNTP, 0,24 uM del partidor PCR

Primer  11  A  y.  2  LIL  de  50X  BD  advantage  2  polymerase  mix  (BD  Biosciences).   La

reacci6n  comienza  con  una  desnaturalizaci6n  a  94°C  por  1   minuto,  seguida  de   17
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ciclos  con   pasos  de  95°C  por  15  segundos,   65°C  por  30  segundos  y  68°C  por  6

minutos.  Durante  este  procedimiento.  fue  necesario  optimizar  el  ntlmero  de  ciclos  de

reacci6n   durante   los   cuales   los   productos  se  encuentran   en  fase  exponencial   de

amplificaci6n.  Para  esto,  se  realiz6  un  ensayo  que  consisti6  en tomar alicuotas  de  15

uL  de  las  reacciones  de  PCR  Iuego  de  15,   18,   21   y  24  ciclos  de  amplificaci6n  y

fraccionarlas   en un gel de agarosa al 10/o. A medida que aumenta el ndmero de ciclos,

Ia  intensidad  de  las  bandas  correspondientes  a  los  cDNAs  mss  abundantes  en  la

muestra,  tambien   aumenta,   hasta  un  punto  maximo,   el  que  en  nuestro  caso  fue

alcanzado    luego    de    18    ciclos    de    amplificaci6n.     En    este    punto    los    cDNAs

correspondientes  a  las  especies  de  mayor  abundancia  han  finalizado  su  crecimiento

exponencial.  Esta amplificaci6n fue repetida varias veces en este y otros experimentos

con  id6nticos  resultados,  obteniendo  un  promedio  de 500  ng/uL de  CDNA SMART.  La

calidad  del  CDNA  fue  verificada  mediante  la  amplificaci6n  de  genes  constitutivos  y

estado-especificos.  Este CDNA SMART fue usado para  realizar la  sustracci6n,  para  la

fabricaci6n de sondas complejas representativas de cada estado embrionario y para la

medici6n de abundancias relativas a trav6s de PCR cuantitativo en tiempo real.

2.2.4. Purificaci6n de DNA plasmidial a gran escala.

EI  DNA  plasmidial  de  96  clones fue  aislado  simultaneamente  por lisis  alcalina,

Para ello,  Ias bacterias fueron inoculadas en placas de 96 pocillos conteniendo 800 LIL

de  medio  LB  2X,  ampicilina  y  crecidas  24  horas  con  agitaci6n  suave  (100  rpm).  Las

placas fueron centrifugadas  10 minutos a 2000 rpm,  el sobrenadante fue descartado y

las  bacterias  resuspendidas  en  80  |JL  de  soluci6n  de  resuspensi6n  (Glucosa  30  mM,

Tris  Hcl  15  in.M,  EDTA-Na2  30  mM,  RNAsa  160  ug/mL).  80  uL  de  soluci6n  de  lisis

(NaoH  0,2  N,  SDS  1%)  fueron  agregados  a  las  mezclas  e  incubadas  2  minutos  a
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temperatura   ambiente   luego   de   lo   cual   se   adicionaron   80   HL   de   soluci6n   de

neutralizaci6n  (acetato  de  potasio  3,6  M,   acido  ac6tico   140/o)  y  fueron  agitadas  en

vortex suave por 2 minutos.  El  homogeneizado fue filtrado al vacio  (manifold,  Millipore)

a  traves  de  una  placa  filtro  para  retener el  desecho  celular  (Multiscreen-DV  Millipore

0.65  Llm  Hydrophilic,  Low Protein  Binding  Durapone Membrane).  El filtrado fue recibido

en  una  placa  (Multiscreen-FB  Millipore  1.0  urn  Glass  Fiber Type  8  Filter)  conteniendo

150 uL de soluci6n de uni6n (KI 6.1  M).  EI DNA fue lavado con etanol 80°/o y eluido con

50  lil  de  buffer TE  (Tris  10  mM,  EDTA  1  mM)  sobre  placas  de  96  pocillos  mediante

centrifugaci6n.

2.2.5. PCR en colonias.

Las  bacterias  fueron  crecidas  en  placas  de  96  pocillos  conteniendo  200  uL  de

medio  LB  con  ampicilina  50  LIg/mL a  37°C  por 22  horas  a  100  rpm.  Alicuotas  de  5  lil

de este cultivo fueron agregados a 33  uL de agua des-ionizada y fueron calentados  a

95°C por 15 minutos,  luego de los cuales se les  adicion6 el resto de los componentes:

buffer mix  lx (Fermentas),  dNTPs 0,25 mM,  Mgc12 2 mM,  partidor SP6 y partidor T7  1

pM y 2,5 U  de Taq DNA polimerasa (Fermentas).  EI programa consta de 35 ciclos que

incluyen   desnaturalizaci6n   a  94°C   por  30  segundos,   alineamiento  a  46°C   por  .30

segundos y extensi6n   a 68°C por 2 minutos e incorpora una extensi6n final a 68°C por

15 minutos.

2.2.6. PCR a gran escala.

Estas reacciones fueron efectuadas en placas de 96 pocillos (Termowell Costar

6511,   Coming   Incorporated)   usando   como   sustrato   para   la   amplificaci6n   el   DNA

plasmidial   aislado   como   se   describi6   en   2.2.4   y   el   termociclador   PTC-100   (MJ
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Research).  La reacci6n  (50 uL) consisti6 en: 0,2 uM de cada uno de los partidores SP6

y T7,  5  U  de Taq  DNA polimerasa  (lnvitrogen),  0,2 mM de cada  dNTP,  1  mM  de Mgc12

y buffer de la enzima.  Las amplificaciones fueron analizadas mediante electroforesis en

gel de agarosa a|  1 o/o.

2.2.7. PCR cuantitativo en tiempo real.

El analisis de abundancia relativa de cada gen marcador en todas las muestras

de  CDNA  SMART  de  embriones  de  distintas  edades  se  realiz6  mediante  PCR  en

tiempo real  utilizando el  kit Light Cycler Faststart DNA Master SYBR Green  I  (Roche).

Cada  reacci6n  de  amplificaci6n  fue  llevada  a  cabo  en  capilares  utilizando  50  ng  de

CDNA,  0,5 HM de cada partidor,1,5 mM de Mgc12, y 2 uL de LC-Faststart DNA Master

SYBR  Green  I,   10x  (Roche)  en  20  HL  de  reacci6n.  Las  reacciones  de  PCR  fueron

realizadas  en  el  Light  Cycler  Instrument  (Roche)  y  el  programa  de  amplificaci6n  fue

disefiado  utilizando el  Light Cycler software v.  3.5 (Roche).  Este programa incluye una

etapa de activaci6n a 95°C por 10 minutos y una etapa de amplificaci6n que consta 35

ciclos  de  un  paso  de  95°C  por 3  segundos,  alineamiento  a  la temperatura  adecuada

para cada par de partidores por 15 segundos y un paso a 72°C por 30 segundos.  Los

productos   de   cada   amplificaci6n  fueron   analizados   mediante  electroforesis   con   el

prop6sito  de  descartar amplificaciones  inespecificas.  La  medida  de  la  abundancia  de

cada transcrito en la muestra fue realizada a traves de una interpolaci6n desde curvas

de   calibraci6n   construidas   a   partir   de   diluciones   seriadas   de   DNA   plasmidial   o

fragmentos  de  PCR  de  concentraci6n  conocida.  Una  vez determinada  la  abundancia

de  cada  gen,   esta  fue  normalizada  respecto  a  la  abundancia  de  act/.na  en  cada

muestra, con e.I prop6sito de poder comparar entre distintas mLlestras.
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2.3. Sustracci6n.

2.3.1. Hibridaci6n sustractiva por supresi6n.

Esta  tecnica  fue  realizada  de  acuerdo  con  el  protocolo  recomendado  por  el

fabricante  (Clontech  PCR-SelectTM  CDNA  Subtraction  Kit,  Clontech)  descrito  ademas

por  Diatchenko  y  cols  (1996).  Brevemente,  esta  t6cnica  consta  de  la  separaci6n  del

CDNA fester en dos poblaciones, que se ligan independientemente a los adaptadores  1

y  2R.  Luego  cada  poblaci6n  es  desnaturalizada  e  hibridada  independientemente  con

un exceso de CDNA dr/.ver, que no tiene adaptadores ligados.  EI resultado de estas dos

hibridaciones   se   mezcla   y  se   hibrida   con   un   exceso   CDNA   dr/.ver,   esta   vez  sin

desnaturalizar.  Este CDNA resultante es amplificado en  una reacci6n de  PCR,  Ilamada

PCR  primario  usando  el  partidor  1   y  luego  en  una  segunda  reacci6n,  Ilamada  PCR

secundario  usando  los  partidores  Ivesfed  PCR  Primer  1   y  Ivesfed  PCR  primer  2R.

Estos  partidores  se  aparean  con  las  secuencias  de  los  adaptadores  ligadas  a  cada

fragmento  de  CDNA.  Esto  da  como  resultado  una  poblaci6n  de  CDNA  enriquecido  en

secuencias  cuya  abundancia  relativa  es  mayor en  el  tester que  en  el  dry.ver.  EI  CDNA

usado  como fester corresponde a  CDNA SMART de embriones  en  estado de  gastrula

(estados   6   y   7)   y   el   CDNA  c/r/-ver,   el   estado   de   referencia,   a   CDNA  SivIART  de

embriones  en  estado  de  blastodermo  sincicial  (estados  2  y  3).  Simultaneamente  se

realiz6  una   sustracci6n  reversa  utilizando CDNA SMART de embriones  de estado 2-3

como  fester y  CDNA  SMART de  embriones  6-7  como  c/r7.ver.  Se  efectu6  una tercera

sustracci6n  que  es   un  control  positivo  del  procedimiento   usando  como  fester  una

mezcla  de  CDNA  de  mdsculo  esquel6tico  y  CDNA  del  fago  ®X174  y  como  c/r/.ver el

CDNA de mdsculo esquel6tico.
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2.3.2. Verificaci6n de la eficiencia de la sustracci6n.

Para este fin se realiz6 una cin6tica de amplificaci6n de fubu//.na, g3pdh y tw/.sf a

partir de CDNA sustraido y no sustraido.  La reacci6n  lleva los  partidores  necesarios  (10

uM),  dNTPs  (10mM),10X PCR buffer,  Taq  DNA polimerasa  (Fermentas)  y agua  hasta

completar  un  volumen  de  50  uL.   EI   programa  consta  de  desnaturalizaci6n  por  30

segundos  a  94°C,  alineamiento de  los  partidores por 30 segundos  a  una temperatura

optima para cada par y una extensi6n de dos minutos a 68°C. La reacci6n consta de 35

ciclos,  extrayendo  5  HL de  la mezcla  cada cinco  ciclos  a  partir del  ciclo  15,  Ias  cuales

fueron sometidas a un analisis electrofofetico.  Una segunda verificaci6n se llev6 a cabo

midiendo la abundancia del transcrito de aof/.na, tanto en muestras sustraidas como no

sustraidas mediante PCR cuantitativo en tiempo real.

2.3.3. Northern blots virtuales.

El  CDNA  SMART  obtenido  a  partir  de  embriones  en  estados  2-3  y  6-7  fue

sometido  a  electroforesis  y  transferido  a  membranas  de  nylon  de  acuerdo  con  el

m6todo de Southern descrito por Ausubel (1997).  EI DNA fue transferido a membranas

de  nylon  (Gene  Screen  Plus,  BioRad)  por  capilaridad  por  16  horas.  Finalmente,  Ias

membranas fueron  lavadas en una soluci6n de 2X SSC,  secadas,  y el DNA fue unido

covalentemente a la membrana mediante irradiaci6n de luz UV.
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2.4. Construcci6n de la genoteca.

2.4.1.  Ligaci6n.

300  uL de producto de PCR secundario fueron purificados mediante el  Kit DNA

Wizard  Clean  Up (Promega).  El  producto de  la  purificaci6n fue usado para la  reacci6n

de ligaci6n  al vector PGEM-T Easy (Promega).  La reacci6n  contiene  Buffer Ligasa 2X,

vector,  DNA  Ligasa  y  agua  hasta  completar  un  volumen  de  10  LIL.  La  reacci6n  fue

incubada toda la noche a 4°C.

2.4.2. Transformaci6n.

Alicuotas de 2 L]L de la reacci6n de ligaci6n fueron desnaturalizadas a 70°C por

10  minutos  para  inactivar  la  enzima,  y  mantenidas  en  hielo.  Estas  alicuotas  fueron

agregadas a 50 HL de c6lulas competentes E.  co//. JM109,  mezcladas suavemente y la

mezcla fue mantenida en hielo por 30 minutos al cabo de los cuales se aplic6 un golpe

de calor en un bafio a 42°C por 45 segundos.  Luego de incubar las celulas en hielo por

2  minutos,  se adicion6 950  LiL de medio SOC  (Mgc1210 mM,  Mgs0410  mM,   Glucosa

0.4%  en  medio  SOB  esteril  que  a su vez contiene Triptona  2%,  extracto de  levadura

0.5%,   Nacl   10  mM  y  Kcl  2.5  mM)  y  estas  fueron  incubadas  1   hora  a.  37°C  cor,

agitaci6n  suave.  Las  bacterias fueron  sembradas  sobre  placas  conteniendo  LB,  agar

1,5%  y ampicilina sobre las  que se vierten  100  uL de  lpTG  0.1  M  y 20  LiL de X-gal  50

ug/mL e incubadas por 16-18 horas a 37°C.
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2.4.3. Selecci6n de transformantes y construcci6n de la genoteca.

Los  transformantes  que  llevan  insertos  de  CDNA fueron  seleccionados  por  su

resistencia a ampicilina y por su incapacidad  para degradar el X-gal,  lo que originan el

crecimiento  de  colonias  blancas.   Estas  fueron  sembradas  en  placas  de  96  pocillos

(Orange   Scientific)   conteniendo   200   uL  de   medio   LB,   agar   1,5%   y   50   L]g/mL   de

ampicilina.  Los  clones  fueron  replicados  en  placas  de  96  pocillos  (Orange  Scientific)

conteniendo LB, glicerol 30% y 50 ug/mL ampicilina para almacenarlos a -80°C.

2.4.5. Analisis de la presencia de insertos en los clones.

Las verificaciones de la presencia de un inserto en cada clon se llevaron a cabo

mediante la digesti6n del DNA plasmidial de 10 clones con la enzima EcoRI y mediante

la amplificaci6n por PCR en colonias de 96 clones. Todas las colonias probadas tenian

inserto.

2.5. Identificaci6n y caracterizaci6n de genes.

2.5.1. Obtenci6n de secuencias.

Replicas   de  7   placas  congeladas  de  la  genoteca,   correspondientes  a  652

clones,   fueron   secuenciadas   en   la   empresa  Agencourt   Bioscience   Corporation

(Beverly  MA).  Durante  este  proceso,  el  DNA  plasmidial  de  cada  clon  fue  purificado

utilizando  el  m6todo  CosMCprepTM,  desarrollado  por dicha  empresa.  Este  metodo  se

basa  en  el  sistema  SPRl  (Solid  Phase  Reversible  lmmobilisation)  para  la  purificaci6n

del   DNA   pla§midial   (http://www.agencourt.com/products/sprLreagents/  cosmcprep/).

Para  las  reacciones  de  secuenciaci6n  del  DNA  se  utiliz6  el  partidor  SP6  y  los  A/.fs
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BigDye    Terminator    v.3.1     (Applied     Biosystems)     y     CleansEQ     (Agencourt).     La

secuenciaci6n  se  realiz6 en  un  equipo ABI  PRISM  3700/3730xl,  las secuencias fueron

leidas en  varios formatos  utilizando el  so#ware Phred.  Se obtuvieron  lecturas de  1000

pb en promedio.

2.5.2. Analisis de secuencias.

Las  secuencias  obtenidas  se  analizaron  mediante  Batch   BLASTN  contra  la

base   de   datos   versi6n   3.2   descargada   desde   el   sitio   del   proyecto   genoma   de

Drosaph/./a   (BDGP).   Se  utiliz6   Ia  base  de  datos  correspondiente  a  secuencias  de

transcritos,  que  incorporan  las  secuencias  de  los  CDS  (coding  sequences)  y  los  UTR

de cada gen  (untranslated  region).  De  las 638 secuencias  obtenidas,  solo 490  poseen

un valor E<10-11.  Este valor indica la probabilidad  de encontrar un  alineamiento igual  al

azar en 10-11  bases de datos de igual tamafio. Clones con valores mayores de E fueron

alineados  contra  las  bases  de  datos  de  eucromatina  y  heterocromatina  y  de  genes

anotados.

Los  resultados  de  los  alineamientos  incluyen  su  asociaci6n  con  las  bases  de

datos  de  Gene  Ontology  (\r\rww.geneontology.org,  Gene  Ontology  Consortium,  2001)

los cuales fueron usados para analisis posteriores que permitieron la caracterizaci6n de

genes  sobre  la  base  de Funci6n  Molecular,  Proceso  Biol6gico y Componente  Celular.

79   genes   que   no   se   encuentran   anotados   en   Gene   Ontology  fueron   analizados

mediante  lnterpro  con  el fin  de  encontrar dominios  proteicos  conocidos.  Este  analisis

permiti6  asignar  uno  o  mss t6rminos  de  Gene  Ontology  (GO)  a  16  genes  adicionales

gracias   a   que   algunos   dominios   proteicos   encontrados   poseen   un   t6rmino   GO

asignado.
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2.6. Hibridaci6n en matrices.

2.6.1. Matrices de hibridaci6n.

Durante  esta  tesis  se  disefiaron  dos  tipos  de  matrices  de  hibridaci6n:  1)  Las

matrices   Tipo   I,   utilizadas   para   los   ensayos   de   caracterizaci6n   de   la   genoteca,

corresponden a membranas de nylon (Gene Screen Plus, BioRad) de 8 por 12 cms que

fueron   sembradas    alternativamente   con    DNA   plasmidial   o   productos    de    PCRt

provenientes  de  los  clones  aislados.  EI  DNA fue sembrado  en tetraplicado  usando  un

sembrador  manual  de  96  pins  metalicos  (VP380  Colony  Copier,  V&P  Scientific,  lnc.).

La cantidad de DNA sembrado en cada punto fue cuantificada por espectrofotometria y

varia  en  los  distintos  eventos  de  sembrado  entre  6  y  60  ng  por punto  de  siembra.  2)

Las matrices Tipo 11,  utilizadas para los ensayos de expresi6n diferencial,  corresponden

a  membranas  de  nylon  (Gene  Screen  Plus,  BioRad)  de  8  por  12  cms  que  fueron

sembradas con DNA plasmidial aislado a gran escala o productos del PCR en colonias.

EI  DNA fue sembrado  mediante el sembrador automatico  Chipwriter Compact Arrayer

(BioRad).  Cada punto de siembra tiene en promedio 4 ng de DNA,  con un diametro de

600   Llm   manteniendo   una   distancia   de   1500   Llm   en{re   ellos.   En   ambos  tipos   de

matrices  se  sembraron  DNA  plasmidial  o  productos  de  PCR  correspondie.ntes  a  los

siguientes controles:  1) Controles positivos:  los genes fw/.sf,  sr7a/./ y fog,  que son genes

de   expresi6n   cig6tica   (Leptin,   1999).   2)   genes   de   expresi6n   constituitiva:   acf/.na]

fubu//.na   y   rp49,   que   permiten   la   comparaci6n   entre   membranas,   y   3)   controles

negativos:  DNA plasmidial sin inserto y solvente.

Todas las membranas fueron tratadas con soluci6n de desnaturalizaci6n (NaoH

0.5  M,  Nacl  1.5  M)  7  minutos  sin  agitaci6n  y  2  veces  con  soluci6n  de  neutralizaci6n

(Nacl  1.5  M,  Tris  0.5  M,  EDTA 1  mM)  3 minutos con agitaci6n.  Las  membranas fueron
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secadas   y  tratadas   con   luz  UV   por  45   segundos.   Todas   las   membranas  fueron

reutilizadas al menos una vez luego de lavarlas 3 veces con una soluci6n de SOS 0.10/o

a  1000C.

2.6.2. Obtenci6n de sondas.

Los ensayos  de  hibridaci6n fueron realizados Icon  sondas  simples y complejas.

Para cada sonda simple el clon seleccionado fue crecido en medio LB y ampicilina por

16  horas a 37°C  con  agitaci6n.  EI  DNA p[asmidial fue extraido  mediante  lisis  a]calina y

el  inserto fue aislado  mediante digesti6n  con  EcoRI,  o  amplificado  por PCR  utilizando

los  partidores  SP6  y  T7.   El  CDNA  asi  obtenido  fue  purificado  a  partir  de  geles  de

agarosa utilizando el metodo Concert Rapid Gel Extraction System  (Life Technologies).

Los  experimentos  sobre  membranas Tipo  I fueron  llevados  a  cabo  hjbn-dando  sondas

complejas  correspondientes  a  CDNA  sustraido,  el  que  fue  digerido  con  la  enzima  de

restricci6n  Rsa  I  con  el  objetivo  de  remover  los  adaptadores.  Para  esta  reacci6n  se

utilizaron  25  ug  de  CDNA y 33  U  de  enzima,  los que fueron  incubados  a  37°C  por  12

horas.  Los  experimentos  sobre  membranas Tipo  11  fueron  llevados  a  cabo  hibridando

sondas complejas correspondientes a CDNA SMART de los estados a comparar.

2.6.3. Marcaci6n de sondas.

Las  sondas  simples  fueron  marcadas  utilizando  el  kit  Random  Primers  DNA

Labeling  system  (lnvitrogen).  200  ng  de  producto  de  PCR  fueron  marcados  en  una

reacci6n  que  contiene  15  uL de  Random  Primers  Buffer  Mixture,  0,01  mM  de  dATP,

dGTP  y  dlTP,  30  mci  de  [32P]dcTP  y  3  U  de  Polimerasa  Klenow.  La  reacci6n  fue

32



incubada a  25°C  por 90 minutos.  Las sondas asi sintetizadas fueron  purificadas con el

Kit Wizard  DNA Clean  Up (Promega),  desnaturalizadas y utilizadas de inmediato.

Las    sondas    complejas    de    CDNA    SMART    (400    ng)    fueron    marcadas

radioactivamente  siguiendo  el  protocolo  de  random  pr/.in/.ng  descrito  anteriormente.

Alternativamente se utilizaron otros dos protocolos de marcaci6n de sondas complejas:

1)  lncorporaci6n  del  nucle6tido radiactivo  al  momento  de sintetizar el  CDNA a  partir de

RNA total.  Para  esto se realizaron  dos reacciones con  3 y  1,0  ug  de  RNA total  usando

como  partidor  1  y 2  Lig  de  poli(dT)  respectivamente.  Cada  reacci6n  lleva  ademas  0,5

mM de  dATP,  dGTP y dTTP y 30  mci de [32P]dcTP.  La  mezcla fue desnaturalizada  a

70°C  por  10  minutos y la temperatura bajada gradualmente 5°C cada  un  minuto  hasta

alcanzar  42°C.  Transcurridos  10  minutos  de  incubaci6n  fueron  agregados  1   mM  de

DTT,  buffer de  la  enzima y 200  U  de la  enzima  superscript  11  (Superscript  11  RNase  H-

Reverse  Transcriptase,  lnvitrogen).  Cada  reacci6n  fue  incubada  a  42°C  por  2  horas.

Posteriormente,  las reacciones fueron inactivadas incubandolas a 70°C por 15 minutos

y el  RNA fue degradado  agregando  1  uL de SDS  1°/o,1  Ill de  EDTA 0,5 M y 3  uL de

NaoH  3M.  Cada  reacci6n fue incubada  a 68°C  por 30  minutos  y  luego  a temperatura

ambiente por 15 minutos.  Finalmente se agregaron 20 LIL de Tris.Hcl  pH 8,0 y 6  LIL de

HCI  1  N.  Las  sondas fueron  purificadas  con  el  Kit Wizard  DNA  Clean  Up  (Promega),

desnaturalizadas  y  utilizadas  de  inmediato  (Bernard  y  col.,  1996);  2)  Marcaci6n  del

CDNA  de  doble  hebra  no  amplificado  mediante  el  m6todo  de  random  pr/.in/.ng.  Para

esto, 4 Llg de CDNA de hebra simple fueron usados para una reacci6n de sintesis de la

segunda  hebra  utilizando  0,8  mM  de  cada  dNTP  y  la  mezcla  Second  Strand  Enzime

Coktail   (24   U   de   DNA  polimerasa   I,   1,5   U  de  RNAsa  H  y  4,8   U   de   DNA  ligasa,

Clontech).  La.reacci6n fue  incubada a  16°C por dos horas.  Posteriormente,  el  DNA de

doble hebra fue purifjcado por precipitaci6n con acetato de sodio e isopropanol. 400 Lig

33



de este CDNA de doble hebra no amplificado fueron marcados radioactivamente con el

protocolo de random pr/.in/.ng descrito anteriormente.

2.6.4. Hibridaci6n con sondas radioactivas.

Las membranas fueron pre-hibridadas a 42°C por 2 horas con agitaci6n suave,

en   botellas   conteniendo   5   mL   de   soluci6n   de   hibridaci6n   (SSC   5X,   soluci6n   de

Denhardt 5X, SDS  1 % y Formamida 500/o) y 50 ug/mL de DNA de esperma de Salm6n.

Posteriormente la sonda fue  desnaturalizada   y agregada a la soluci6n de hibridaci6n.

EI  periodo  de  hibridaci6n  consta  de  16  horas  a  42°C  con  la  misma  agitaci6n.  Tanto

para  los  Northern  blots  virtuales  como  las  membranas  Tipo  I,  las  membranas  fueron

lavadas una vez con  soluci6n  I  (SSC 2X)  por 10  minutos a 25°C y soluci6n  11  (SSC 2X,

SDS  0,1%)  por  10  minutos  a 25°C,  dos veces  con  la soluci6n  Ill  (SSC  IX,  SDS  0,10/o)

por 15 minutos a 65°C y una vez con la soluci6n  lv (SSC 0,1X) por 15 minutos a 25°C.

Las membranas fueron puestas en bolsas plasticas transparentes selladas enfrentando

placas fotograficas Kodak a -80°C por tiempos variables (24-268 horas).

En  el  caso  de  las  membranas  Tipo  11,  las  membranas  fueron  sometidas  a  4

Iavados  con  una  soluci6n  SSC  2X,  SDS  1%  por  15  minutos  a  65°C.  Luego  fueron

selladas en bolsas de plastico {ransparente para enfrentarlas a pantallas de exposici6n

(Imaging screen-K,  BioRad).

2.7. Analisis de datos.

2.7.1. Obtenci6n de imagenes.

La sefigl asociada a cada punto de siembra presente en membranas Tipo I,   fue

capturada  en  una  placa fotografica  (Kodak).  La  informaci6n  digitalizada  de  esta  serial

34



es representada en  una imagen en formato TIFF obtenida a traves del  scannerAGFA

Snap Scan  1212p.  Los valores crudos de intensidad de hibridaci6n para cada punto de

siembra  fueron  obtenidos  utilizando  el  Software  Kodak  lD,  el  cual  proporciona  una

grilla   con   celdas  de  tamafio  fijo.   Los  valores   de   lntensidad   neta  fueron   obtenidos

restando a cada valor crudo el valor de ruido asociado a la membrana que corresponde

al   promedio   de   los   valores   de   ruido   obtenidos   en   celdas   vacias   distribuidas   en

diferentes puntos de esta.

La serial asociada a cada punto de siembra presente en membranas Tipo 11 fue

capturada  en  una  pantalla  de  BaFBr:Eu+2  luego  de  tiempos  variables  de  exposici6n,

entre  2 y 96  horas.  La  informaci6n  digitalizada  de  esta  serial  es  representada  en  una

imagen en formato TIFF obtenida utilizando el  Phosphoimager Personal  FX (BioRad) a

una  resoluci6n  de  50  urn  por  pixel.  Los  valores  crudos  de  intensidad  de  hibridaci6n

para  cada  punto  de  siembra  fueron  obtenidos  con  el  software  VersArray  Analizer

versi6n  4.5.1.46  (BioRad),  el  cual  utiliza  una  grilla  de  tamafio  de  celda  variable  para

cuantificar  la  densidad  de  pixeles  (intensidad  cruda).  Los  valores  de  intensidad  neta

fueron  obtenidos  restando  a  cada valor crudo  el  valor de  ruido  local  asociado  a  cada

celda.

2.7.2. Filtraci6n, normalizaci6n y analisis de los datos.

En  las membranas Tipo  I,  el valor de intensidad  neta asociado  a cada gen fue

calculado   promediando   las   sefiales  de  su  tetraplicado.   Si   un   valor  increment6   la

desviaci6n  estandar,  este  valor  fue  eliminado  y  el  promedio  fue  recalculado  con  los

valores  restantes.  Los valores fueron  normalizados  respecto  a  la  sefial  de  hibridaci6n

de  la  act/.na,  .obteniendose  finalmente  valores  que  corresponden  a  la  raz6n  entre  el

promedio de intensidades del tetraplicado y el promedio de intensidades de la act/.na en
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su    membrana.    Este    proceso    de    normalizaci6n    permite    la    comparaci6n    entre

membranas.

El  valor  de  intensidad  neta  asociado  a  cada  gen  en  las  membranas  Tipo  11

corresponde   al   promedio   del   duplicado.   Fue   calculado   el   coeficiente   de  variaci6n

(Dudoit  y  col.,  2000)  definido  como  la  raz6n  entre  la  desviaci6n  estandar  y  el  valor

promedio  de  los  duplicados  considerando  solo  aquellos  valores  mayores  que  cero.

Aquellos  valores   cuyo   coeficiente   de  variaci6n  fue   igual   o   mayor  que   0.5  fueron

descartados de los analisis posteriores.

Se evalu6 la calidad de cada punto de siembra segtin el procedimiento  descrito

por  Wang   y   col.,   (2001),   calculando   un   indice   llamado   qcom   que   corresponde   al

promedio  de  cuatro  indices  que  evaldan  la  calidad  de  la  serial  obtenida  de  acuerdo

Con:

1)  El tamaFio del  Punto,  qsize.

qsize = exp (-I A -AQJ_)
Ao

Donde A es el area del punto y Ao es el area promedio de todos los puntos. Este

indice penaliza  puntos  muy intensos  de tamafio  grande  o  muy pequefio que   pueden

deberse a hibridaci6n inespecifica.

2)  La relaci6n serial ruido,  qsig.noise.

qsig-noise =  1  -I bkg| / ( Sig + bkgi )I = Sig / ( Sig+ bkgi )

Donde sig  es  la serial  medida y bkgi  el  ruido  local.  Este  indice  cuantifica cuan

bien se puede resolver una serial verdadera del ruido del sistema.

3)  La variabi]idad del ruido local,  qbkgi.

qbkgl -- I 1 I CIV bkg
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Donde CV bkg es el coeficiente de Variaci6n del  ruido local y fi  es  una constante

de  normalizaci6n  que  satisface  max(qbkgi)  =   1.   Este  indice  refleja  la  variabilidad  del

ruido local y es un indicador de contaminantes en el area medida.

4)  La variabilidad del ruido local respecto al ruido de la membrana, qbkg2.

qbkg2 = J2 {  1  -[ bkgi / ( bkgi -bkgo ) I }

Donde   bkgo   es   el   promedio   global   del   ruido   y   f2   es   una   constante   de

normalizaci6n     que    satisface    max(qbkg2)     =     1.     Este     indice    distingue    regiones

problematicas dentro de la membrana ya que estas tendran un promedio de ruido mas

alto que el promedio de la membrana.

Todos aquellos duplicados  en los que alguno de los puntos de siembra tuvo  un

qcom menor a 0.6 fueron descartados de los subsiguientes analisis.  Con  el prop6sito de

comparar las sefiales de hibridaci6n recuperadas entre distintas membranas, los datos

fueron  normalizados  utilizando  la  serial  promedio  del  gen  rp49  en  cada  membrana,

cuya expresi6n es constitutiva durante el periodo de tiempo estudiado.  Los cambios de

expresi6n   fueron   calculados   como   la   raz6n   entre   la   abundancia   relativa   en   una

membrana   respecto  a  la  abundancia  medida  en  la   membrana  de   referencia  que

corresponde a la membrana hibridada con sonda representativa de los estados 2-3. En

algunos  experimentos,   se  calcul6  el  estadistico  t  (test  de  i  utilizando  el  software

SYSTAT  v.   10.0)   con   el   objetivo   de   detectar  los   genes   que   presentan   cambios

significativos de expresi6n entre los estados comparados.

Paralelamente se realiz6 un analisis de  agrupamiento de genes que presentan

perfiles  de  expresi6n  similares.  Para  ello fue  calculada  la  raz6n  de  cambio  para  cada

gen  entre  cada  estado  y  un  estado  de  referencia,   en  este  caso,   embriones  en

gastrulaci6n  (estados 6-7)  con el objetivo de incluir en el  analisis aquellos genes cuyo

valor  de  intensidad  neta  normalizada  en  el  estado  de  blastodermo  sincicial  fue  cero
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pero   presentaron   sefiales   positivas   en   los   estados   posteriores.   Los   datos  fueron

analizados  mediante  un  software  de  Cluster jerarqujco  (Ejsen  y  col,,1998),  utilizando

como  parametro  las  distancias  promedjo  y  como  criterio  de  verifjcaci6n  la  correlaci6n

de Pearson.  El software Treeview (Eisen y col.,1998)  permiti6 visualizar los resultados

mediante  un  dendrograma  asociado  a un  mapa  de colores  que  describe  la  expresi6n

rela{iva de los genes en una escala de verde a roj.o y que permite identificar grupos de

genes por inspecci6n visual.

2.8, Hibridaciones /-A si.fz/.

Hibridaciones /.n s/.fw de los clones seleccionados se llevaron a cabo basadas en

el  protocolo  descrito  por  Lehmann  y  Tautz  (1994).  Brevemente,   1   Hg  de  CDNA  fue

obtenjdo  medjante  digesti6n  con  EcoRl  desde  DNA  plasmidjal  y  marcado  mediante

random pr/.in/.ng utilizando  0,25 mM de dATP,  dcTP,  dGTP,  0,13  mM de dTTP y 0,07

mM  de  Digixigenin-11-duTP  alkali-Iabile  ademas  de  4  U  de  Polimerasa  Klenow (Dig-

High  Prime,   Roche).   La  reacci6n  fue  incubada  a  37°C  por  12  horas.   La  sonda  asi

sjntetizada   fue   purificada   por  precipitacj6n   con   acetato  de   sodio   e   isopropanol   y

guardada a -20°C hasta su utilizaci6n.

Embriones      de     todos      los      estados      previamente      colectados      fueron

permeabilizados incubandolos con proteinasa K. Los embriones fueron re-fjjados en PP

y   lavados   nuevamente   con   PBT.    Luego   fueron   pre-hjbrjdados   a   45°C   en   HS

(formamida  50%,  SSC  5X,  heparina  50  ug/mL,  tween  20  0,1%)  contenjendo  DNA  de

esperma de salm6n.  Pasado  este tiempo la sonda desnaturalizada  fue agregada a  la

soluci6n  de  hjbridaci6n.  Los  embriones  fueron  hibridados  toda  la  noche  a  45°C  con

agitaci6n  suave   (40  rpm).   Luego  los  embriones  fueron   lavados  sucesivamente  en

soluciones de cbncentraciones decrecientes de HS en PBT.
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Los  embriones  fueron  incubados  con  anticuerpo  anti-digoxigenina  acoplado  a

fosfatasa  alcalina  (diluci6n  1:2000)  por 5  horas  a  temperatura  ambiente,  lavados  con

PBT  y  luego  con  una  soluci6n  de  100  mM  Nacl,  50  mM  Mgc12,100  mM  Tris  pH  9,5,

Tween 20 0,1  °/o.  Finalmente fueron incubados en la soluci6n anterior conteniendo 0.16

mg/mL de BCIP y 0.36 mg/mL de NBT por 10-60 minutos en oscuridad.  La reacci6n fue

detenida  lavando  con  una  soluci6n  de  EDTA  20  mM  en  PBT,  los  embriones  fueron

montados en portaobjetos usando el medio de montaje basado en Xileno Cytoseal XYL

y examinados en un microscopio Carl Zeiss modelo Axiovert 25.
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RESULTADOS

1.    Obtenci6n    de    un    CDNA    enriquecido    en    transcritos    diferencialmente

expresados en gastrula.

1.1. Sustracci6n de secuencias comunes.

La   obtenci6n   de   secuencias   diferencialmente   expresadas   en   el   estado   de

gastrula,  con  respecto  al  estado  de  blastodermo  sincicial,   se  efectu6  mediante  un

ensayo  de  hibridaci6n  sustractiva  por supresi6n.  El  CDNA de  doble  hebra,  sintetizado

mediante  la  utilizaci6n  del  metodo  SMART,  a  partir  de  RNA  total  de  embriones  en

estados  6  y  7  del  desarrollo  (Campos-Ortega  y  Hartenstein,1985)  fue  hibridado  con

CDNA  SMART  de  embriones  en  estado  de  blastodermo  sincicial,  estados  2  y  3.  Con

esto  se  logr6,  sustraer aquellas  secuencias  comunes  a  ambas  poblaciones  de  CDNA,

que  en  este  caso  deberian  corresponder  principalmente  a  transcritos  maternos,  es

decir,   aquellos   que   estaban   presentes   en   el   ovocito   antes   de   la   fecundaci6n.

Considerando  que  la  transcripci6n  de  los  genes  cig6ticos  se  inicia  en  el  estado  5,  el

resultado  esperado  de  esta  sustracci6n  es  la  obtenci6n  de  una  poblaci6n  de  cDNAs

enriquecida en secuencias expresadas por el cigoto, preferentemente entre los estados

5-7  del  desarrollo.  Ademas,  se  efectdo  la  sustracci6n  inversa.,   es  decir,  CDNA  de

blastodermo  sincicial sustraido  con  CDNA de gastrula.  Esta sustracci6n se realiz6  con

el  objetivo  de  sintetizar  sonda  para  la  verificaci6n  de  la  expresi6n  diferencial  de  los

clones aislados en la genoteca   (secci6n Ill.c).

En  paralelo  se  realiz6  un  control  del  m6todo,  sustrayendo  CDNA  de  mdsculo

esquel6tico  de  rat6n  desde  una  mezcla  de  CDNA de  mtlsculo  esqueletico  de  rat6n  y
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CDNA    del    fago    ¢X174    y    enriqueciendo    el    CDNA    resultante    en    secuencias

pertenecientes al fago.

La figura  2  (A)  muestra el  patr6n  electrofor6tico  de  los  cDNAs  sustraidos tanto

de  embriones  en  estados  6-7  como  del  control  (carriles  1  y  3).  AI  comparar  ambos

cDNAs  con  sus  controles  negativos,  es  decir,  cDNAs  que  no  fueron  sometidos  a  la

sustracci6n  (carriles 2 y 4),  podemos ver que en el caso de los cDNAs de gastrula,  no

existe gran diferencia en el patr6n electrofor6tico, ambos muestran fragmentos con una

distribuci6n  de  tamafios  entre  300  y  800  pb  (carriles  1  y  2).  No  fue  posible  distinguir

bandas  individuales  en  el  CDNA sustraido,  lo  que  indica  una  alta  complejidad  de  esta

muestra,  consistente  en  la  presencia  de  numerosos  fragmentos  de  CDNA  de  largo

variable.  Sin  embargo,  al  comparar el  patr6n  electrofor6tico del  control sustraido  (carril

3)  con el  patr6n  del fago lambda (carril 5),  vemos que coinciden  claramente los cuatro

fragmentos   de   mayor  tamafio   correspondientes   a   1353,   1078,   872   y   603   pb,   a

diferencia del control no sustraido (carril 4) en el cual las dos bandas que se observan

con  mayor claridad  no  coinciden  con  el  patr6n  electroforetico  del  CDNA del fago.  Este

resultado   nos   indica   que   la   reacci6n   control   de   la   sustracci6n   se   llev6   a   cabo

satisfactoriamente y  por lo tanto  es  esperable  que  el  CDNA de  gastrula se  encuentre

tambi6n   sustraido  de  manera correcta.  Resultados  similares fueron  obtenidos  para  la

sustracci6n inversa.
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Figura 2. Productos de la hibridaci6n sustractiva por supresi6n. Electroforesis en un gel de
agarosa  al  10/o  de  los  productos  de  la  hibridaci6n  sustractiva  por supresi6n:  CDNA de  gastrula
fue sustraldo con CDNA de blastodermo sincicial  (carril  1);  CDNA de gastrula sin sustraer (carril
2);  CDNA  de]  fago  ®X174  +  CDNA  de  mtlscu[o  esqueletico  sustraida  con  CDNA  de  mdsculo
esqueletico  (carril  3)  y  CDNA  de  mt]sculo  esqueletico  sin  sustraer  (carril  4).  En  el  carril  5  se
observa el patron electroforetico del DNA del fago f5X174.

1.2. Eficiencia de la sustracci6n.

Con   el   objetivo  de  verificar  la  eficiencia  de   la  sustracci6n   realizamos  una

cinetica   de   amplificaci6n   en   ]a   cual   comparamos   la   abundancia   de   transcritos

correspondientes a genes de expresi6n constitutiva y estado-especifica en los cDNAs,

sustraido y sin sustraer provenientes de gastrula (experimental) y mdsculo esquel6tico

(control). En el caso del CDNA experimental se realiz6 una cin6tica de amplificaci6n del

transcrito  del  gen  de  expresi6n  constitutiva  fubu//.na,  usando  como  sustrato  iguales
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cantidades  (50  ng)  del  CDNA  de  gastrula  sustraido  (figura  3  A,  izquierda)  y  del  CDNA

de  gastrula  sin  sustraer  (figura  3  A,  derecha)  y  la  amplificaci6n  del  transcrito  del  gen

fw/.sf,  especifico  de  gastrula,  desde  CDNA  sustraido  (figura  3  8,  izquierda)  y  CDNA sin

sustraer (figura  3  8,  derecha).  Paralelamente,  se analiz6  la amplificaci6n del transcrito

del  gen  g3pdi,  presente  en  el  CDNA  mdsculo  esquel6tico  y  no  en  el  fago  ¢X174,

usando como sustrato una alicuota del CDNA control sustraido  (figura 3 C,  izquierda) y

sin sustraer (figura 3 C, derecha).

Al  comparar  la  cinetica  de  amplificaci6n  de  fubu/i.na,  se  aprecia  que  hasta  el

ciclo   35   Ia   cantidad   de   transcrito   amplificado   desde   el   CDNA   sustraido   no   es

significativa, en cambio cuando el CDNA sin sustraer fue usado como sustrato,  pudimos

detectar el  producto  de  amplificaci6n  desde  el  ciclo  20  y  en  el  ciclo  35  este fue  6.13

veces  mss  abundante  que  el  medido  en  el  ciclo  35  de  la  muestra  sustraida.  Este

resultado   indica   que   como   se   espera   para   un   gen   de   expresi6n   constitutiva   su

transcrito se encuentre en  menor abundancia en el CDNA sustraido  comparado  con  el

CDNA sin  sustraer.  Lo  mismo  se  puede  decir,  para  otro  gen  de expresi6n  constitutiva

como  lo  es  el  gen  g3pdi,  ya  que  este fue  detectado  en  el  ciclo  20  al  usar el  CDNA

sustraido  como  sustrato y  en  el  ciclo  15  al  usar CDNA sin  sustraer.  Por otra  parte,  el

transcrito  del  gen  tw/.sf es  detectado  en  el  ciclo  20 en  el  CDNA sustraido y.solo  en  el

ciclo 25 en el CDNA sin sustraer, indicando un enriquecimiento en el CDNA sustrafdo de

secuencias que se expresan preferentemente durante la gastrulaci6n.

Estos  datos  fueron  verificados  mediante  la  medici6n  de  las  abundancias  del

transcrito  de  otro  gen  constitutivo,  act/.r}a,   por  PCR  cuantitativo  en  tiempo  real,   en

muestras  de  CDNA  de  gastrula  sustraido  y  CDNA  de  blastodermo  sincicial  sustraido

(sustracci6n  inversa),  y en sus respectivos  cDNAs controles.  El transcrito de  acf/.r7a es
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al  menos  5  veces  mss  abundante  en  las  muestras  coITespondientes  a  los  cDNAs

controles respecto de los cDNAs sustraidos (figura 3 D).

Figure 3. Verificaci6n de  la eficiencia de la sustracci6n. A) Amplificaci6n del transcrito de
fubu/I.na  desde  CDNA  de  gastrula  sustraido  (izquierda)  a  CDNA  de  gastrula   sin   sustraer
(derecha).  a) Amplificaci6n del transcrito de twist desde CDNA de gastrula sustraido (izquierda)
o CDNA de gastrula sin sustraer (derecha). C)  Amplificaci6n del transcrito del gen g3pan desde
la mezcla de CDNA control sustraida (izquierda) y no sustrafda (derecha). Alicuotas de 5 uL de
reacciones de PCR fueron analizadas mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% entre
los ciclos 15 al 35 de amplificaci6n.  PM =  1Kb DNA ladder.  D) Cuantificaci6n de la abundancta
relativa  del  transcrito  de  actina  mediante  PCR  cuantitativo  en  tiempo  real.  EI  transcrjto  fue
amplificado  utilizande  como  sustrato  los  cDNAs  sustraidos  (barras  rojas)  o  los  cDNAs  sin
sustraer (barras  azules).  Las  reacciones  de  PCR fueron  llevadas  a  cabo  en  el  Light  Cycler
Instrument (Roche) Para cada estado,  la concentraci6n fue determinada a partir de una curva
de calibraci6n realizada con un vector que contiene actina. Este valor fue dividido por el maximo
valor alcanzado en alguna de las amplificaciones generando un valor = 1  para el CDNA en que
se encuentra mas expresado.
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2. Construcci6n y caracterizaci6n de una genoteca especifica de gastrulaci6n.

2.1. Construcci6n de la genoteca de sustracci6n.

El   conjunto   de   cDNAs   obtenidos   a   partir  de   la   hibridaci6n   sustractiva   por

supresj6n  fue  purificado,  Iigado  al  vector PGEM-T  Easy  (Promega)  y  utilizado  para  la

transformaci6n  de  bacterias  competentes  E.  co//..  Los  transformantes  positivos fueron

seleccionados manualmente y sembrados en placas de 96 pocillos conteniendo medio

LB,  agar  y  ampicilina.  Finalmente,  obtuvimos  1428  clones  distribuidos  en  15  placas.

Los clones fueron  replicados en media liquido y congelados  con glicerol  a -80°C,  para

su posterior utilizaci6n.

La  purificaci6n  de  los  productos  de  la  sustracci6n  aument6  en  un  orden  de

magnitud la eficiencia de transformaci6n ya que en un experimento anterior al clonar el

CDNA  sin  purificar,  se  obtuvo  solamente  150  clones  transformantes.  La  clonaci6n  de

los   productos   purificados   se   realiz6   en   tres   ocasiones   obteni6ndose    ndmeros

comparables de transformantes en cada una de ellas, este resultado permite decir que,

bajo nuestras condiciones experimentales,  la eficiencia de este evento de clonaci6n es

reproducible.

2.2. Verificaci6n de inser[os clonados.

Con  el  prop6sito  de  verifjcar  si  las  colonias  aisladas  poseian  un  inserto  de

CDNA, se seleccion6 una muestra al azar de 136 colonias,  correspondiendo a} 9.5% de

la  genoteca.  Los  insertos  fueron  amplificados  mediante  PCR  desde  5  uL  de  cultivo

bacteriano  utilizando  partidores  unjversales  (T7  y  SP6)  obteniendose  productos  de

amplificaci6n  .en   todos   los   casos.   La   figura   4   muestra   un   patr6n   electroforetico

representativo   de   estas   reacciones   de   PCR.   Pese   a   que   existe   amplifjcaci6n
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inespecifica,  debido  a  la  baja  temperatura  de  alineamiento  de  los  partidores  usados

(42 °C), se observa para cada caso la presencia de una banda principal,  cuyo tamafio

varia  entre  500  a  1000  pares  de  bases.  Estos  tamafios  se  deben  a  que  los  CDNA

fueron digeridos con Rsa I, procedimiento necesario para la sustracci6n. Los resultados

de  este  experimento  nos  permitieron  inferir  que  todos  los  clones  presentes  en  la

genoteca poseen inserto de CDNA.
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Figura  4.  Eficiencia  de  ]a  transformaci6n.  Electroforesis  en  geles  de  agarosa  al  1%  de
insertos de CDNA amplificados por PCR usando ]os partidores SP6 y T7.  La figura muestra 24
de 136 clones escogidos al azar, Ios que corresponden al 9.5°/o del total de clones presentes en
la   genoteca.   En   todos   los   casos   probados   se   observa   amplificaci6n   mayoritaria   de   un
fragmento.
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2.3.CaractFrizaci6ndelagenotecadesustracci6n.

Es   necesario   estimar  que   proporci6n   de   genes   presentes   en   la   genoteca

corresponde  efectivamente  a  genes  diferencialmente  expresados  en  gastrula  y  cual

corresponde  a falsos  positivos  de la  sustracci6n.  Para  ello fueron  realizados  ensayos

de  hibridaci6n  en  matrices  de  nylon  que  contenian  DNA  plasmidial  o  fragmentos  de

PCR de los clones aislados y ensayos de hibridaci6n en Northern blots virtuales.

2.3.1. Estimaci6n del porcentaje de genes diferencialmente expresados.

Se  disefiaron  matrices  de  hibridaci6n  Tipo  I  sembrando  productos  de  PCR  y

DNA plasmidial de 136 clones escogidos al azar con el objetivo de estimar la presencia

de genes diferencialmente expresados en el estado de gastrula.  Para ello,  Ias matrices

fueron hibridadas con sondas complejas marcadas con [32P]dcTP  sintetizadas a partir

del   CDNA   de   gastrula   sustraido   con   CDNA  de   blastodermo   sincicial   y   del   CDNA

obtenido en  la sustracci6n  inversa.  La ventaja de usar sondas sintetizadas  a  partir de

CDNA sustraido  consiste en  aumentar el  grado  de sensibilidad  del  ensayo,  dado  que

aquellos transcritos poco abundantes, al utilizar sondas no sustraidas, generan sefiales

d6biles que son  dificiles  de distinguir del ruido asociado a este ensayo de hibridaci6n.

La  figura  5  muestra  una  imagen  representativa  de  los  resultados  obtenidcjs  en  este

ensayo  en  donde  los  circulos  rojos sefialan .aquellos  clones  que  presentan  una  serial

de hibridaci6n  mas  intensa  al ser hibridados  con  el  CDNA de gastrula  sustraido.  En  la

misma  figura   los   circulos   azules   indican   controles   positivos,   que   corresponden   a

transcritos de expresi6n diferencial en gastrula; de arriba hacia abajo encontramos los

genes CG10035, CG4922, CG13427 y CG13333 (Gonzalez-Agt]ero y col., 2004).

EI  analisis  de   las  sefiales  de  hibridaci6n  obtenidas  se  realiz6  calculando  el

logaritmo natural de la intensidad de hibridaci6n de cada clon (promedio de 4 puntos de
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hibridaci6n en la membrana).  Estos valores fueron normalizados utilizando las sefiales

de hibridaci6n del gen constitutivo aofr.na,  Io que nos permiti6 comparar estas sefiales

en ambas membranas.  La raz6n entre los valores normalizados para cada hibridaci6n,

CDNA de  gastrula  sustraido/CDNA  blastodermo  sincicial  sustraido,  son  entonces  una

medida de la abundancia relativa del transcrito

AB
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Figura  5.  Caractorizaci6n  de  la  g®noteca.  Matrices  de  hjbridaci6n  tipo  I  sembradas  en
cuadruplicado con productos de PCR obtenjdos partir de 50 clones seleccionados al azar fueron
hibridadas con sondas complejas correspondientes a CDNA de blastodermo sincicial sustraido
con CDNA de gastrula (A) y CDNA de gastrula sustraido con CDNA de blastodermo sincicial (8).
Los  circulos  rojos  denotan  genes  cuya  intensidad  de  hibridaci6n  es  mayor  en  las  matrices
hibrjdadas  con  CDNA de  gastrula  sustraTdo,  Los  circulos azules  sefialan  genes conocidos de
expresi6n cig6tica utilizados como controles positivos.

correspondiente en  cada sonda.  En  la figura 6 se han  graficado los logaritmos de las

sefiales  de  intensidad  obtenidas  para  la  hibridaci6n  de  estos  136  clones  con  ambas

sondas. Para aquellos clones cuya abundancia no cambia en los estados comparados,

la  raz6n  entre las sefiales de intensidad de hibridaci6n  es  1  (en  la linea de  identidad).

Aquellos  clones  cuya  abundancia  relativa  es  mayor en  gastrula  que  en  blastodermo

presentan   razones  de   intensidad  de   hibridaci6n   mayores  a   1   (sobre  la   linea  de
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identidad).  De  los  136  clones,  el  64%  presentan  razones  mayores  o  igual  a  dos,  es

decir,  la  abundancia  relativa  del  correspondiente  transcrito  es  el  doble  o  mss,  en  el

estado  de  gastrula.  El  restante  36% fueron  considerados  como  falsos  positivos de  la

sustracci6n.   Este   resultado   permite  estimar  que   dos  tercios   de   la  genoteca   esta

enriquecida en secuencias que se expresan diferencialmente en el estado de gastrula.

FigLira 6. Expresi6n diferencial de genes en el estado de gastrula. Los valores de intensidad
para cada punto de siembra sobre las matrices tipo I fueron obtenidos utilizando el software lD
(Kodak).  El valor de  ruido  calcu[ado  para  cada  membrana fue  restado  a  los correspondientes
valores  de  intensidad  cruda  y  estos  fueron  normalizados  utilizando  los  datos  de  intensidad
obtenidos  en  cada  membrana  para  la  expresi6n  de  un  gen  constitutivo  (acf/.na).   El  grafico
muestra el  logaritmo  natural  de las intensidades de hibridaci6n  del  CDNA de gastrula sustraido
con  blastodermo  contra  el  Iogaritmo  natural  de  las  intensidades  de  hibridaci6n  del  CDNA  de
blastodermo  sustraido  con  gastrula.  El valor de  intensidad  de  aquellos  clones  que  hibridan  en
proporci6n  similar con transcritos  presentes en ambos cDNAs se ubica en  la linea de identidad
trazada.  Sin  embargo,  aquellos clones expresados preferentemente  en gastrula se desv[an  de
este comportamiento  ubicandose   sobre esta  linea.  Esto se cumple  para el 6.4°/o  de los clones
sembrados.
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2.3.2. Analisis de Northern blots virtuales.

Los  resultados de las hibridaciones en  matrices fueron sometidos  a una prueba

de verificaci6n mediante ensayos de Northern blots virtuales.  Para esto,  se sintetizaron

sondas marcadas con [32P]dcTP del2 clones cuyas razones de intensidad G/Bs fueron

mayores a 4.  La figura 7 muestra los resultados de este ensayo,  la serial neta en cada

hibridaci6n   fue   obtenida   restando  el   ruido   a   la  serial   cruda.   Estos  valores  fueron

normalizados  respecto  a  la  hibridaci6n  de  actina  con  el  objetivo  de  comparar  las

abundancias   de   cada   clon   en   blastodermo   sincicial   y   en   gastrula.   La   raz6n   de

intensidad G/Bs en estos  Northern blots fue calculada indicando que los clones  1,  2,  3

y  4  aumentan  su  expresi6n  en  1.66,  3.9,  24.3  y  26  veces  en  gastrula  respecto  a

blastodermo  sincicial.  EI  resto  de  los  clones  (5-12)  presentan  una  serial  de  hibridaci6n

indetectable en blastodermo sincicial,  por lo que podemos suponer que la expresi6n de

estos transcritos se activa durante la gastrulaci6n.  Este ensayo confirma los resultados

de  la  hibridaci6n  en  matrices.  Podemos  decir que  con  la  aplicaci6n  de  la  hibridaci6n

sustractiva  por supresi6n  aislamos  mensajeros  cuya  expresi6n  aumenta  en  el  estado

de gastrula.
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Figura  7.  Northern  blots  virtuales.   La  expresi6n  diferencial  de   12  clones  fue  verificada
mediante   Northern   blots   virtuales,   en   los   cuales   la   membrana   de   nylon   contiene   CDNA
sintetizado  a  partir de  RNA total  de  embriones  en  estado  de  b[astodermo  sincicial  (Bs)  o  en
estado  de gastrula  (G).  En  todos  los  casos,  la  intensidad  de  hibridaci6n  de  las  sondas con  el
CDNA  de  gastrula  fue  mayor  concordando  con  los  experimentos  de  hibridaci6n  en  matrices
tipo  I.

3. Identificaci6n y caracterizaci6n de los genes aislados.

3.1.  Obtenci6n y analisis de las secuencias.

De acuerdo con nuestras capacidades, 648 clones seleccionados al azar fueron

enviados   a   la   empresa  Agencourt   Bioscience   Corporation   (Beverly   MA)   para   su

secuenciaci6n.

Se obtuvieron las secuencias de 632 clones con un largo promedio de 1000 pb.

Las secuencias obtenidas en formato  Fasta incluyen fragmentos del vector en el  cual/
se  hizo  la  clonaci6n.  Para  efectos  de  btlsquedas  de  homologias  por  alineamiento  y

otras tareas  ligadas  al  analisis  de  secuencia,  es  necesario  remover de  la  secuencia

leida  las  regiones  pertenecientes  al  vector.  Con  este fin  y  como  parte  de  la  practica
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profesional   de   Pablo   Moreno   (estudiante   de   lngenieria   Civil   en   Biotecnologia)   se

implement6  una  serie  de  rutinas  en  el  lenguaje  de  programaci6n  Perl  que  permjten

obtener las  secuencias de  cada  jnserto sin  vector.  Ademas,  se  eliminaron  secuencjas

de  mala  calidad  (valor phred 20)  y aquellas que,  por problemas durante el  proceso de

ligaci6n, contenian fragmentos de varios cDNAs diferentes, quedando 588 secuencias.

3.2. Identificaci6n de los clones aislados.

En  primer termino  se  realiz6  un  BLASTN  (Altschul  y  col.,1990)  masivo  de  las

secuencias  curadas  de  la  genoteca  contra  las  bases  de  datos  conformadas  por  las

regiones  codificantes  (CDS)  y  regiones  no  traducidas  (UTRs)  de  los  transcritos  del

genoma  completo  de  Drosaph/./a,  disponibles  en  el  Release  3.2  de  BDGP  (Tabla  1).

Con  el  prop6sito de  resumir los 588 resultados generados por BLAST,  se escribi6  una

rutina en  Perl que permite extraer los mejores alineamientos e informaci6n sobre ellos.

Estos resultados fueron analizados en forma manual e identificamos 490 cDNAs (83%)

que presentaban buenos alineamientos con transcritos de Drosaphi./a, nuestro punto de

corte  (E  <  10-11) fue determinado  de manera empirica  para  incluir secuencias con  alto

porcentaj.e de cobertura y un alto porcentaj.e de identidad. De estos, 88 genes, es decir,

el 32.80/o estaban representados por mas de un clon en la genoteca,  Io que result6 en

la  identificaci6n  de  268  genes  dnicos.  Las  secuencias  de  los  restantes  98  cDNAs

fueron   comparadas,   mediante   BLASTN,   con   la   base   de   datos   que   contiene   las

secuencias   de   eucromatina   de   Drosaph/./a   y   encontramos   que   15   de   nuestras

secuencias   (2.55%)   correspondian   a   genes   que   codifican   para   mensajeros   no-

traducidos  mientras  que  63  cDNAs  (10.7%)  alineaban  con  regiones  interg6nicas  o

intrones  en  BPGP  y  16  con  elementos  repetitivos  o  de  transposici6n  (2.72%).  Estos

resultados   indican   que  existen  secuencias  dentro  del  genoma  que  probablemente
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codifican  proteinas funcionales que  los  algoritmos de anotaci6n  computacional  no  han

podido detectar y de los cuales no se tiene ninguna informaci6n.

Los   268 genes dnicos   que codifican  proteinas pueden ser clasificados en tres

categorias:    1)   genes   no   caracterizados:   aquellos   ano{ados   por   BDGP   mediante

algoritmos    de    anotaci6n    como    Genie    o    Genescan;    2)    genes    parcialmente

caracterizados:  aquellos que presentan   homologia de secuencias con genes descritos

en otros organismos o han sido aislados   en experimentos de expresi6n g6nica a gran

escala,  y  3)  genes  caracterizados:  aquellos  que  nan  sido  identificados  en  estudios

fenotipicos, y en algunos casos, mediante ensayos funcionales.

En  el  caso  de  los  genes  no  caracterizados,   se   realiz6  una  btlsqueda  de

ort6logos en otros organismos.  Para ello se obtuvieron  las secuencias de las proteinas

codificadas  por  estos  genes  y  se  realiz6  un  alineamiento  contra  bases  de  datos  de

proteinas de H.  sap/.ens,  M. muscu/us y C. e/egans.  La Tabla 2 resume el resultado de

estos alineamientos, en donde encontramos proteinas ort6Iogas para 27 genes con un

porcentaje de identidad superior al 50°/o. Aunque algunos presentan ort6Iogos en varios

organismos,  la tabla resume el mejor alineamiento para cada secuencia, en este caso,

los  ort6Iogos  con  mayor  porcentaje  de  identidad  se  encuentran  en  I+.  sap/.ens  y  C.

elegans.
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Tabla  1.  Clasificaci6n  de  los  clones  secuenciados.  Resultados  del  alineamiento  contra  las
bases de datos de BDGP (www.flybase.net).

Caracteristicas NO Porcentaje

Clones secuenciados correctamente 588 1000
Genes anotados en BDGP 521

'88,6

Genes que codifican proteinas 490 83,3
Genes que codifican RNAs no traducidos 15 2,6
Retrotransposones 16 2,7

Secuencias sin anotaci6n 67 10,7

Genes que codifican proteinas
Secuencias dnicas 268 100,0

Caracterizados 107 39,9
Parcialmente caracterizados 23 8,6
No caracterizados 138 51,5

Tabla 2. Ort6Iogos de los genes  no caracterizados.  Las proteinas codificadas por los genes
no caracterizados fueron alineadas contra las bases de datos de proteinas de lnterpro.  La tabla
indica  la  especie,  el  porcentaje  de  identidad,  y  una  descripci6n  del  mejor ort6Iogo  encontrado.
Estan incluidas aquellas protel.nas con mss de un 50% de identidad.

cG1 Organismo % de identidad descripci6n
CG8415 H. sapiens 90.91 40S ribosomal protein S23

CG13045 H. sapiens 88.89 Hypothetical protein KIAA1399 (Fragment)SmallnuclearribonucleoproteinE

CG18591 H. sapiens 75.82

CG5684 H. sapiens 74.81 CCR4-NOT transcription complex  subunit 7

CG9924 H. sapiens 74.60 Speckle-type POZ protein

CG5277 H. sapiens 73.08 TGF beta-inducible nuclear protein  1

CG7748 H. sapiens 70.13 Source of immunodominant MHC-associated peptides

CG17489 H. sapiens 67.22 MSTP030
CG33096 H. sapiens 65.48 Similar to CGl-67 protein (Fragment)

CG14641 H. sapiens 64.87 Hypothetical protein

CG1515 H. sapiens 61.73 SNARE protein Ykt6

CG12581 C. elegans 59.39 Hypothetical protein  R148.5

CG18375 H. sapiens 59.07 Apoptosis stimulating of p53 protein  1
CG4897 C. elegans 58.55 60S ribosomal protein  L7

CG13454 H. sapiens 57.89 L-myc-2 protein

CG14939 H. sapiens 57.75 Hypothetical protein (Fragment)

CG11597 H. sapiens 57.49 Serine/threonine protein phosphatase 4

CG10417 H. sapiens 56.89 Protein phosphatase 2C gamma isoform

CG3402 C. elegans 56.64 Hypothetical 13.5 kDa protein C45G9.7 in chromosome Ill

CG9629 •C. elegans
56.50 Putative aldehyde dehydrogenase family 7 memberAl  homolog

CG4111 H. sapiens 56.20 60S ribosomal protein L35
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CG6684 C. elegans 54.87 40S ribosomal protein S25

CG11901 H. sapiens 53.55 Elongation factor 1-gamma

CG6196 H. sapiens 53.50 Human full-length CDNA clone CSODK012YE11

CG1906 H. sapiens 52.80 Protein phosphatase 2C beta isoform

CG32850 H. sapiens 52.60 RING finger protein  11

CG4759 H. sapiens 52.59 60S ribosomal protein  L27

1:  Nomenclatura de identificaci6n de cada gen usada por BDGP que significa Computed Gene.

A   continuaci6n   y   con   el   objetivo   de   analizar   la   composici6n   de   nuestra

genoteca, y de compararla con trabajos previos enfocados en el desarrollo embrionario

de  Drosaph/./a,  se efectu6  una btisqueda en  la  literatura de los  genes  aislados en  los

siguientes estudios:  1) analisis de hibridaci6n sustractiva de secuencias expresadas en

mesodermo  (Casal  y  Leptin,1996);  2)  experimentos  en  matrices  de  hibridaci6n  que

comparan la expresi6n de 5081  genes en mutantes con  perdida y ganancia de funci6n

del   gen   fw/.sf  (Furlong   y  col.,   2001);   3)   matrices   de   hibridaci6n   que   comparan   la

expresi6n  de  13.500  genes  en  mutantes  con  perdida  y ganancia  de funci6n  del  gen

dorsa/  (Stathopoulos  y  col.,  2002);  4)  matrices  de  hibridaci6n  sembradas  con  4.800

genes  de  Drosaph/./a,  e  hibridadas  con  sondas  obtenidas  de  66  intervalos  de tiempo

durante  su  ciclo  de vida  (Arbeitman y col.,  2002).  La Tabla 3  muestra  una lista de  los

42  genes  aislados  en  la  genoteca,  tanto  caracterizados  como  no  caracterizados,  que

han   sido   descritos   en   los   estudios   mencionados,    estos   genes   mostraron   ser

expresados   en   el   cigoto   y  en   algunos   casos,   poseer  alguna  funci6n   durante   el

desarrollo  temprano  de  Drosapfr/./a.   La  primera  columna  muestra   la   nomenclatura

utilizada por BDGP donde cada gen es identificado por el prefijo, CG (Computed Gene)

seguido  de  un  ntlmero.  La  segunda  columna  muestra  el  simbolo  de  cada  gen,  que

corresponde  a  una  abreviaci6n  del  nombre  completo,  que  se  muestra  en  la  tercera

columna.  Finalmente la cuarta columna indica el estudio en que el gen fue encontrado.

Dado  que  estos  trabajos  estan  enfocados  principalmente  en  la  bdsqueda  de  genes
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jnvolucrados   en   el   desarrollo,   este   resultado  valida   el   procedimiento  experimental

utilizado.

Tabla 3. Comparaci6n de genes aislados en nuestra genoteca con aquellos identificados
en otros experimentos de expresi6n g6nica. Los genes listados se encuentran en la fracci6n
secuenciada  de  la  genoteca  de  sustracci6n  y  han  sido  reportados  con  anterioridad  en  los
sigujentes  estudios:  Casal  y  Leptin,   1996  (1);  Fourlong  y  col.,  2001   (2);  Stathopoulos  y  col.,
2002 (3);   Arbeitman y col., 2002 (4).

CG Simbo]o Nombre completo Rf.
CG4500 CG4500stumpstup

e erencla1,2,3,4

CG18485CG10619
1, 2, 3

tailup 2,42,4
CG15319CG32372CG33200CG40138CG8776 neiCG32372 neiire

1
ventrally-expressed-protein-DCG40138CG8776

1

2
2334

CG12919 ear eiger
CG7642 ry rosy
CG1007 emc extra macrochaetaeMyosinheavychain-likeAntennapedia
CG10218 Mhcl 4
CG1028 Antp 4
CG10417CG11212CG11`280CG11605CG1225CG12369CG14026CG15009 CG10417 4

Ptrtrn Ptc-related 4
tartan 4

ibug jitterbug 4
RhoGEF3 4
Lac Lachesin 4
tkv thickveins 4
'mpL2 Ecdysone-inducible gene L2 4

CG15095CG15658CG1677CG17921CG2198CG2835 I(2)08717 4
CG15658 4
CG1677 4
Hmgz HMG protein Z 4
Ama Amalgam 4
G-salpha60A G protein salpha 60A 4.

CG2916 septin 05 44
CG3851CG4123 oddMippl odd skipped

Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1 4
CG5002CG5059CG5170 CG5002 4

CG5059 4
Dpl Dodeca-satellite-binding protein  1 4

CG5888CG6234CG7748 CG5888 4
CG6234 4
Oststt3 Oligosaccharyl transferase 3                                       II 4

CG8654CG8846CG8960 CG8654 4
ThorCG8960 Thor 4

4
CG9188 sip2 septin interacting protein 2 4
CG9629 CG9629 4
CG9704 Nut Neurotactin 4
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3.3. Caracterizaci6n de los genes aislados.

Con  el  objetivo de caracterizar los 268 genes  llnicos se utiliz6  la  base de datos

de  Gene  Ontology,  la  que  proporciona  un  vocabulario  controlado,  preciso  y  ordenado

de   manera   jerarquica   que   permite   describir   los   .productos   genicos   de   algunos

eucariontes sobre la base de tres atributos:

1.    Funci6n  Molecular,  definida  como las tareas  realizadas  por un  producto g6nico

individual.

2.    Proceso  Biol6gico,  definido  como  los  prop6sitos  biol6gicos  amplios  efectuados

por conjuntos ordenados de funciones moleculares.

3.    Componente   celular,   definido   como   la   loca!izaci6n,   estructura   subcelular   o

complejo macromolecular donde actt]a un producto g6nico individual.

De  esta  manera  cada  una  de  las  tres  ontologias  permite  de forma  independiente

asignar  propiedades   a   los  genes   de  acuerdo   con   las  funciones   moleculares  que

poseen   (figura   8),   procesos   biol6gicos   en   los   cuales   participan   (figura   9)   y   los

componentes  celulares  en  los  cuales  se  encuentran  (figura  10).  En  cada  una  de  las

figuras  se  ha  graficado  el  nt]mero  de  genes  con  un  t6rmino  GO  asignado  contra  los

t6rminos GO mss representados en la genoteca.
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Figura 8. Frocuencia de genes con funciones moleculares asignadas. EI gfafico muestra
numero de genes a cuyos productos se les atribuyen las siguientes funciones moleculares:
Uni6n  a  acidos  nucleicos.  2,  Hidrolasa.  3,  Transferasa.  4,  Union  a  proteinas.  5,  Quinasa.
Factor de transcripci6n de  la  RNA polimerasa  11.  7,  Constituyente estructural del  ribosoma.
Receptor.  9,  Transportador.   10,  Oxidoreductasa.   11,  Transportador  de  iones.12,  Factor  de
transcripci6n.13,  Represor transcripcional.14,  Ligasa.15,  Uni6n a iones metalicos.16, Uni6n a
Nucle6tidos.17,  Helicasa.18,  lnhibidor de enzimas.19, Receptor de proteinas de sefializaci6n.
20,  Constituyente estructural del citoesqueleto. 21, Transportador de electrones. 22,  Factor de
traducei6n.  El 63,43% de los genes aislados posee al menos una funci6n molecular asignada.
Este analisis se realiz6 sobre el segundo estrato de esta ontologia.
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3.4. Composici6n funcional de la genoteca.

Con el prop6sito de comparar la composici6n de la genoteca de sustraccj6n,  en

t6rminos de las funciones moleculares y procesos biol6gicos presentes en ella respecto

a la composici6n del genoma completo de Drosaph/./a,  la representatividad de cada uno

de  los  terminos  GO  fue  contabilizada  mediante  un  software  desarrollado  para  este

prop6sjto   en   nuestro   laboratorio   (Moreno   y   col.,    manuscrjto   en   preparaci6n),   y

expresada   en   porcentaj.e   de   representatividad   respecto   al   total   de   terminos   GO

asignados,   tanto   para   la   genoteca   como   para  el   genoma   completo.   La  figura   11

muestra   aquellos   t6rminos   GO   correspondientes   a   Funci6n   Molecular   que   mss

cambian su  representatividad  en  la  genoteca  respecto  al  genoma. A Ia derecha de  la

figura  se  encuentra  graficado  el  logaritmo  en  base  10  de  la  raz6n  entre  el  porcentaje

encontrado  para  la  genoteca  y  el  porcentaje  encontrado  para  el  genoma.  De  esta

manera,  aquellas funciones  moleculares  que se encuentran  mss  represen{adas  en  la

genoteca,   tendran   un   valor  de   logaritmo   positivo.   Este   analisis   revela   que   en   la

genoteca de sustracci6n se encuentran mss representadas funciones moleculares que

participan  en  las  maquinarias  transcripcional  y  traduccional  y  menos  representadas

funciones moleculares que corresponden a cascadas de sefializaci6n.

Un  analisis  similar respecto  a  los  procesos  biol6gicos  en  los  cuaies. participan

los productos genicos codifjcados por los genes de la genoteca se muestra en la figura

12.  En este caso,  los procesos biol6gicos mss representados son  aquellos que tienen

lugar en  los  estados  iniciales  del  desarrollo.  Los  procesos  menos  representados  son

aquellos   relacionados   con   el   metabolismo,   crecimiento   y   mantenci6n   celular  y   la

respuesta a estfmulos.
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Figura  11.  Representatividad  de  funciones  moleculares  en  la  genoteca  respecto  al
genoma.  El  porcentaje de aparici6n de  un t6rmino GO  indica el  porcentaje de proteinas que
tienen el t6rmino asignado en la genoteca de sustracci6n (barras grises) y en la totalidad de los
genes de Drosaphi./a (barras azules).  Los t6rminos GO que mss cambian de representatividad
en esta comparaci6n corresponden a:  1,  represor transcripcional;  2,  Constituyente estructural
del ribosoma; 3, factor de traducoi6n con uni6n a acidos nucleicos;   4, factor de trascripci6n de
la RNA polimerasa  11;  5,  Quinasa; 6,  uni6n a proteinas;  Mientras que los t6rminos 7,  hidrolasa,
8,  Proteinas receptora de sefiales;  9,  receptor;  10,  regulador de GTpasa;  11,  oxidoreductasa;
12,   constituyente  estructural  del  citoesqueleto;   13,   receptor,   permanecen  invariantes  o  se
encuentran menos representados en la genoteca. El grafico incluye el logaritmo en base 10 de
la raz6n entre el porcentaje obtenido para un t6rmino GO (barras naranjas) en la genoteca y el
genoma. Para este analisis se utiliz6 el tercer estrato de clasificaci6n.
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Figure 12. Representatividad de proc®sos biol6gicos ®n la genoteca resp®cto al genoma.
EI  porcentaje  de  aparici6n  de  un  t6rmino  GO  indica el  porcentaje de  proteinas que tienen  el
termino asignado en la genoteca de sustracci6n (barras grises) y en la totalidad de los genes de
Drosapb/./a (barras azules).  Los terminos  GO que mas cambian  de representatividad  en esta
comparaci6n  corresponden  a:   1,  especificaci6n  de  patrones;   2,   desarrollo  embrionario;  3,
desarrollo de la larva; 4,  diferenciaci6n celular;  5,  secreci6n; 6,  reproducci6n. Mientras que los
terminos  7,   morfog6nesis;   8,   motilidad  celular;  9,   metabolismo;   10,  crecimiento  celular  y/o
mantenimiento;   11,   respuesta   a  estfes;   12,   respuesta  a  estimulos  externos;   muerte;   14,
respuesta a estimulo end6geno;  15,  muerte celular,  permanecen  invariantes o se enouentran
menos   representados  en   la  genoteca.   Para  este  analisis  se  utiliz6  el  tercer  estrato  de
clasificaci6n.  EI gfafico incluye el logaritmo en base 10 de la raz6n entre el porcentaje obtenido
para un t6rmino GO (barras naranjas) en la genoteca y el genoma.
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4. Analisis de expresi6n diferencial.

4.1. Optimizaci6n de condiciones experimentales.

Con el objetivo de optimizar la cantidad y calidad de los datos obtenjdos a partir

de    ensayos    de    hibridaci6n    en    matrices,    determinada    por    parametros    como

reproducibilidad  del evento de sembrado y cantidad de clones en  cada membrana,  se

disefiaron matrices tipo 11  utilizando un sembrador automatico.

Primero se evaluaron tres  m6todos para la  obtenci6n  de sonda  marcada:  1)  la

incorporaci6n  del  nucle6tido  radiactivo  al  momento  de  sintetizar  el  CDNA  a  partir  de

RNA  total,   2)   la   marcaci6n  del   CDNA  de  doble  hebra   no  amplificado  mediante  el

m6todo  de  random  pr/.in/.ng,   y  3)  Ia  marcaci6n  del  CDNA  de  doble   hebra  SMART

mediante   el   m6todo   de  random  pr/.in/.ng.   Este   dltimo   metodo   report6   Ios   mejores

resultados ya que la actividad especifica de esta sonda fue de 0.49 uci/ng comparada

con los 0.013 uci/ng del primer metodo y los 0.26 Hci/ng del segundo,  Io que redujo de

manera  significativa  el  tiempo  de  exposici6n  aumentando  la  calidad   de  la   imagen

obtenida.

Posteriormente se evalu6 la calidad de la serial que se obtiene al sembrar DNA

plasmidial  o  producto de  PCR sin  purificar.  Para descartar algtin  efecto producido  por

el  origen  de  la  sonda  utilizada  en  este  ensayo,  se  prepararon  dos  sondas  distintas

correspondientes  a  CDNA  de  doble  hebra  de  blastodermo  sincicial  y  CDNA  de  doble

hebra  de  gastrula,  Ias  que  fueron  hibridadas  con  tres  membranas  sembradas  con

ambos tipos de  DNA.  Los  datos  de intensidad  obtenidos  para  cada  punto de siembra

fueron  analizados  considerando  dos atributos  de  la serial  recuperada:  1)  valor umbral

sobre  el  cual  la  serial  es  confiable,  y 2)  indjce  de  caljdad  de  cada  triplicado.  El  valor

umbral particular para cada triplicado fue definido como el promedio del ruido local para
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Ias  tres  replicas  sembradas,  mss  el  doble  de  la  desviaci6n  estandar  de  este  ruido.

Todo   punto   cuyo   promedio   de   serial   cruda   fuera   menor   a   su   valor   umbral   fue

descartado.   El  segundo  filtro  consta  del  calculo  del  indice  de  calidad  dado  por  el

coeficiente  de variaci6n,  que  corresponde  a  la  raz6n  entre  la  desviaci6n  estandar del

promedio  de  las  sefiales  netas  (serial  cruda - ruido)  de  cada  replica  y este  promedio

(Dudoit  y  col.,  2000).  Aquellos  clones  cuyo  coeficiente  de  variaci6n  fue  mayor a  0.5

fueron eliminados.  La figura 13 A muestra el porcentaje de recuperaci6n que se obtiene

despu6s  de  aplicar  el  primer filtro,  el  valor  umbral  y  la  figura  13  8,  el  porcentaje  de

recuperaci6n  despu6s  de  aplicar  el  segundo  filtro  utilizando  dos  sondas  distintas.  La

figura  13 C muestra la relaci6n entre la serial y el ruido en cada experimento que clara

origen a la serial neta mostrada en la figura 13 D.

La figura  14  muestra  las  curvas  de tendencia  para  las  tres  combinaciones  de

pares  de  membranas  sembradas  con  DNA  plasmidial  y  productos  de  PCR,  todas

hibridadas   con   CDNA   obtenido   de   gastrula.    Las   curvas   muestran   el   g.rado   de

agregaci6n  de los  datos filtrados,  jndicado por el valor de f y la  pendiente de  la recta

para cada  caso.  El analisis de estos indicadores nos dice que la  reproducibilidad entre

los  triplicados   es   mayor  a.I   sembrar  productos   de   PCR,   ya   que   el   valor  de   las

pendientes varia entre 0.95 y 1.01 y el indice de correlaci6n varia entre 0.98 y 0.99. AI

sembrar  DNA  plasmidial  en  cambio,   Ias  pendientes  varian  entre  0.58  y  0.80  y  los

indices de correlaci6n caen a valores entre 0.80 y 0.87.  Este comportamiento se reflej.a

gfaficamente al comparar la linea de tendencia en cada caso (linea negra) y la linea de

identidad    (Iinea    roja)    que    simboliza    una    correlaci6n    perfecta    indicando    una

reproducibilidad   6ptima.   Estos   ensayos   permitieron   determinar  el   tipo   de   DNA   a

sembrar en lo§ siguientes experimentos.
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El  paso  siguiente  en  esta  optimizaci6n  fue  evaluar  las  matrices  de  hibridaci6n

tipo  11  respecto  de  su  capacidad  para  resolver expresj6n  diferencial  de  transcritos  en

muestras  complejas  de  CDNA.  Para  esto,  sembramos  en  sextuplicado  en  la  misma

membrana,  productos  de  PCR de  192  clones  mss  una  serie  de  controles  positivos  y

negativos (ver materiales y m6todos).  Estos clones fueron sembrados en duplicado y el

patr6n  completo  de  siembra fue  repetido tres  veces  en  la  misma  membrana,  las  que

fueron consideradas replicas experimentales o del ensayo de  hibridaci6n del evento de

sembrado.   Las  membranas  fueron  hibridadas  con  sondas  elaboradas  desde  CDNA

SMART   correspondientes   a   los   estados   de   gastrula   y   blastodermo   sincicial.   Las

sefiales   de   hibridaci6n   fueron   adquiridas   mediante   el   software   Versarray   versi6n

4.5.1.46  (BioRad),  el  cual  utiliza  una grilla de tamafio de  celda variable  para  cuantificar

la  densidad  de  pixeles  (intensidad  cruda)  y el  ruido  local.  Se  calcul6  el  coeficiente  de

variaci6n  de  las  sefiales  obtenidas  para  cada  uno  de  los  sextuplicados;  los  datos  con

coeficiente  de variaci6n  menor a  0.5   fueron  eliminados. Aquellos  clones  que  pasaron

el fjltro de los coeficientes de variaci6n fueron sometidos a una prueba estadistica t con

el  prop6sito  de  evaluar  si  los  cambios  observados  en  la  abundancia  relativa  de  los

transcritos eran significativos.  El cambio en los niveles de expresi6n de cada transcrito

fue  calculado  como  la  raz6n  entre  la  serial  promedio  obtenida  para  cada  clon  en  la

hibridaci6n  con  CDNA  de  gastrula  y  la  serial  promedio  obtenida  en  la  hibridaci6n  con

CDNA  de  blastodermo  sincicial.   El  resultado  de  este  analisis  revela  que  existen  22

genes (Tabla 4) que cambian significativamente su expresi6n (p<0.001) en gastrula con

respecto  a  blastodermo  sincicial.  Las    razones  de  cambio  calculadas  para  estos  22

genes fluctdan entre  1.69 y  10.8 indicando que el cambio en  la  abundancia relativa  de

un transcrito  en  los  estados  probados,  adn si  es  menor a dos  veces,  es  detectable  y
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consistente  ya  que  se  repite  en  las  6  replicas  con  una  baja  probabilidad  de  que este

cambio se deba al azar.

Tabla  4.  Genes  cuya  expresi6n  cambia significativamente  entre  gastrula y  blastodermo
sincicial.  Los  clones  de  estos  genes  fueron  sembrados  en  sextuplicado  en  cada  una  de  las
membranas e hibridados con sondas correspondientes a CDNA de doble hebra perteneciente a
blastodermo sincicial y gastrula,  marcado mediante rar}dom pr/.in/.ng.  Los datos obtenidos fueron
sometidos a una prueba estadistica t donde n=6.  La raz6n gastrula/blastodermo sincicial (G/Bs)
indica el cambio en el nivel de expresi6n de cada transcrito (p<0.001).

CG Simbolo Nombre comp[eto raz6n G/Bs
CG6684 RpS25 Ribosomal protein S25 1 0. 8 1

CG4440 CG4440 7.22

CG10035 CG10035 6.06

CG10758 dry Derailed 4.93

CG16983 skpA 4.37

CG9704 Ivrf Neurotactin 3.80

CG10594 Cyp307al 3.19

CG12487 CG12487 3.13

CG4800 CG4800 3.01

CG17117 hah Homothorax 2.96

CG3340 Kr Kruppel 2.91

CG10711 CG10711 2.89

CG11280 fin Tartan 2.60

CG10218 Mhcl Myosin heavy cha.In-I_life 2.53

CG5026 CG5026 2.49

CG9277 betaTub56D beta-Tubulin at 56D 2.43

CG7004 twd four wheel dr.Ive 2.12

CG17216 KP78b 1.97

CG1740 Ivff-2 1.90

CG10307 CG10307 1.88

CG31607 CG31607 1.71

CG4500 CG4500 1.69

4.2, Perfiles de expresi6n temporal.

Sabemos que los genes aislados aumentan su abundancia relativa en el estado

de  gastrula  respecto  al  estado  de  blastodermo,  sin  embargo  no  sabemos  como  se

comportan  en   las  etapas  restantes  del  desarrollo  embrionario.   Con  el  objetivo  de

estudiar  este  comportamiento,  se  midieron  las  abundancias  relativas  de  todos  los

clones  secuenciados   mediante  experimentos  de  hibridaci6n  sobre   matrices  Tipo   11
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utilizando  como sonda  5  poblaciones de cDNAs representativas  de distintos  intervalos

de tiempo, que comprenden los estados 2 y 12 del desarrollo.

4.2.1. Obtenci6n  de sondas que representan los distintos estados del desarrollo

embrionario.

Las  sondas  utilizadas  corresponden  a  poblaciones  de  CDNA  total  de

doble  hebra sintetizado mediante el  m6todo SMART,  a  partir de  RNA total extraido de

embriones de estados 2-3,  estado 5, estado 6-7, estado 8-9 y estado 10-12,  Ios cuales

fueron  escogidos   manualmente  mediante  una  cuidadosa  inspecci6n  visual.   Con  el

objetivo   de   verificar   lo   acertado   de   la   selecci6n   de   los   embriones,   se   midi6   la

abundancia relativa de genes marcadores para cada estado mediante PCR cuantitativo

en tiempo real.  La abundancia de cada gen en cada muestra fue medida y normalizada

respecto  a  la  cuantificaci6n  de  aci/.na,  un  gen  constitutivo.  En  la figura  15  vemos  que

cada   gen   presenta   un   valor   maximo   en   su   abundancia   relativa   en   los   estados

esperados. For ej.emplo, el gen de expresi6n materna dorsa/ presenta un maximo en su

abundancia  relativa  en  los  estados  2-3,   luego  de  los  cuales,   su  abundancia  baja

notablemente.   El   gen   serend/.p/.fy   cr   esta   involucrado   en   la   celularizaci6n   y   su

abundancia relativa es minima en los estados 2-3, aumenta hasta alcanzar un maximo

en  embriones  de  estado  5,  cuando  ocurre  la  celularizaci6n,  y  luego  disminuye.   El

mismo  comportamiento  presentan  los  otros  genes  marcadores:  fw/.s£,   un  factor  de

transcripci6n  involucrado  en  la  diferenciaci6n  de  mesodermo  que  alcanza  su  maxima

abundancia en embriones de estado 6-7,  durante la gastrulaci6n y I/.r7man,  que al igual

que  fw/.sf,  es  un factor de transcripci6n  involucrado en  mesodermo,  pero su  expresi6n

es mss tardia,  en embriones de estados 8-9.  Finalmente,  esta figura nos indica   que la

selecci6n  visual   de  los  embriones  se  realiz6  de  manera  correcta  y  que   la  sonda
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utilizada probablemente contiene transcritos representativos de los intervalos de tiempo

seleccionados.

Figure 15. Verificaci6n de las sondas estado-especificas.  Cuantificaci6n de la abundancia
relativa de genes marcadores de 4 estados del desarrollo mediante PCR en tiempo real. Cada
gen fue amplificado utilizando como sustrato  los cDNAs de doble hebra que corresponden a
cada  sonda  utilizada  posteriormente  en  los  experimentos  de  hibridaci6n.  Las  reacciones  de
PCR  fueron  llevadas  a  cabo  en  el  Light  Cycler  Instrument  (Roche).   Las  concentraciones
obtenidas  para  cada fragmento  en  la  muestra  original fueron  normalizadas respecto del  gen
acty.na,  cuya expresi6n no cambia durante los estados analizados.  Para cada gen probado,  el
valor  normalizado  medido  fue  dividido  par  el  maximo  valor  alcanzado  en  alguna  de  las  5
amplificaciones generando un valor de 1  para el estado en que se encuentra mas expresado y
valores menores a 1 en los estados restantes.

4.2.2. Medici6n de las abundancias rolativas de genes en 5 intervalos de tiempo,

Las  sondas  caracterizadas  en  el  parrafo  precedente  fueron  utilizadas  para

hibridar matrices sembradas con todos los clones secuenciados. Una inspecci6n visual

de  las  imagenes  nos  revela  un  cambio  en  el  patr6n  de  hibridaci6n,  ya  que  en
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embriones  de estado  5 existe un  aumento en  las abundancias  relativas de  la  mayoria

de  los  genes  respecto  a  embriones  de  estados  2-3  (figura   16).   Este  aumento  se

mantiene  hasta  los  estados  8-9,  decayendo  para  muchos  clones  en  embriones  de

estados  10-12.  Este comportamiento se refleja mas claramente al graficar los datos de

intensidad  neta  normalizada extraidos desde cada  una  de  las  membranas en funci6n

de  los  datos  extraidos  desde  la  membrana  de  referencia,  es  decir,  aquella  hibridada

con  CDNA  de  estados  2-3,  blastodermo  sincicial  (figura  17).  Cuando  graficamos  los

datos  extraidos  desde  la  referencja  sobre  si  mismos,  vemos  que  ellos  caen  sobre  la

linea de jdentidad, ya que la raz6n de cada valor sobre si mismo es  1  (fjgura  17 A).  Sin

embargo,  al graficar los datos correspondientes al estado 5 en funci6n de la referencia

(figura  17  a),  casi  la  totalidad  de  los  puntos  caen  sobre  la  linea  de  identidad,  lo  que

significa  que  la  raz6n  entre  los  datos  es  mayor  que  1,  revelando  un  aumento  en  la

abundancia relativa de la mayoria de los transcritos.  Este aumento en  las abundancias

relativas se mantiene hasta los estados 8-9 (figuras 17 C y D).  En los estados  10-12 Ia

abundancia  relativa  de  un  grupo de transcritos  disminuye  incluso  cayendo  por valores

baj.o la referencia, esto es evidente al observar la poblaci6n de puntos que caen bajo la

linea de identidad (figura 17 E).
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Figura  16.  Hjbridaci6n en  matrices con cDNAs de embriones en diferentes estados de
desarrollo.  Las  imagenes  obtenidas  con  el  Phosphoimager  Personal  FX  (BioRad)  a  una
resoluci6n de 50 urn por pixel, corresponden a las matrices de hibridaci6n Tipo 11 sembradas en
duplicado con productos de  PCR de todos los clones secuenciados e hibridadas con sondas
radioactivas  sintetizadas  a  partir  del  RNA  total  extraido  de  embriones  correspondientes  a
estados 2-3, estado 5, estados 6-7, estados 8-9 y estados 10-12 del desarrollo. Se sembraron
ademas controles positivos y negativos.
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Figura 17. Cambio en la abundancia relativa de los transcritos presentes en las distintas
sondas.  Los valores  de  intensidad  para cada  punto  de siembra sobre  las  matrices  mostradas
en  la  figura   16  fueron  obtenidos  utilizando  el  software  VersArray  Analizer  versi6n  4.5.1.46
(BioRad)  el  cual  resta  el  ruido  locali`asociado  a  cada  punto  obteniendo  el  valor de  intensidad
neta.   Los   valores   correspondientes   a   cada   membrana   fueron   normalizados   utilizando   los
valores  de  intensidad  obtenidos  papa  la  expresi6n  de  un  gen  constitutivo  (xp49).  Los  valores
graficados  corresponden  al  logaritmo  en  base  dos  de  la  lntensidad  neta  normalizada  obtenida
en  cada  hibridaci6n  (lN),  correspondiendo  a  una  medida  de  la  abundancia  del  transcrito  en  la
sonda   usada.   Los   graficos  muestran   las  abundancias  de   los  transcritos   obtenidos   en   los
estados  2-3 (A), estado 5 (8), estados 6-7 (C), estados 8-9 (D), estados 10-12 (E) relativas a la
hibridaci6n de referencia (estado 2-3).  Si  un transcrito es igual de abundante en el experimento
y  la  referencia,  la  raz6n  entre los valores  es  1  y cae sobre  la  linea de identidad  dibujada;  si su
abundancia  aumenta  respecto  a  la  referencia,  la  raz6n  es  mayor  que  1  y  el  punto  se  ubica
sobre la linea de identidad.
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4.2.3. Obtenci6n de perfiles de expresi6n temporal.

El  disefio  de  las  matrices  consisti6  en  sembrar  un  clon  en  duplicado  en  una

membrana   y   luego   sembrar   una   replica   completa   de   esta   membrana.   Ambas

membranas   fueron   hibridadas   con   la   misma   sonda,   exponi6ndolas   asi   a   iguales

condiciones de hibridaci6n.. Este disefio permiti6 obtener cuatro sefiales de hibridaci6n

para  un  mismo clon.  Los datos fueron filtrados  descartando las sefiales de  hibridaci6n

menores o iguales a cero, utilizando el coeficiente de variaci6n (Dudoit y col., 2000) y el

indice de  calidad  qcom  (Wang y col.,  2001)  segdn  lo  descrito en  materiales y m6todos,

recuperando  un  48  %  de  los  puntos  sembrados.  Con  el  objetivo  de  determinar si  los

cambios    de  expresi6n  de  cada  gen  entre  algdn  estado  y  el  estado  de  referencia

(estado   2-3)   son   significativos,   Ios   datos   filtrados   y   normalizados   respecto   a   la

expresi6n  de  np49  en  cada  membrana  fueron  sometidos  a  la  prueba  estadistjca  t

obteniendo  asi  149  genes  cuya  expresi6n  cambia  significativamente  (p<0.05),  que

corresponden  al  56  %  de  los  genes  t]nicos.   De  esta  manera,  podemos  determinar

cambios  en  la  expresi6n  y para  cada  gen  obtener su  perfil  de  expresi6n.  Los  perfiles

individuales  se  muestran  en  la Tabla  5.  En  ella  los valores  de  expresi6n  de  cada  gen

fueron  normalizados  respecto  al  valor  maximo  alcanzado  en  alguno  de  los  estados

analizados,   obteniendo  valores  entre  0  y  1,  e  indicando  con  simbolos  sJ  nivel  de

expresi6n.  De  esta  manera,  si  un  gen  en  alguno  de  los  estados  no  se  expresa  se  le

asigna  un  (-).  Si se expresa,  y el valor relativo de expresi6n varia entre 0.01  a 0.25 se

le asigna  un  (+),  entre 0.26 a 0.5 un  (++),  entre  un 0.51  y un 0.75 un  (+++) y entre un

0.76 y 1  se le asigna un (++++).
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Tabla 5. Perfiles de expresi6n de genes que codifican proteinas. Las abundancias relativas
de  cada   gen   que   presentan   diferencias   significativas   (p<0.05)   con   respecto   al   estado   de
referencia  fueron  normalizadas  respecto  al  maximo  valor  alcanzado  en  alguno  de  los  estados
medidos.   De  esta  manera  la  expresi6n  de  Cada  gen  varia  entre  0  y  1,  valores  que  fueron
divididos en  intervalos:  0,  (-),  0.01-0.25,  (+);  0.26-0.50,  (++);  0.51-0.75,  (+++) y 0.76-1,  (++++).

Gen Simbolo E2-3 E5 E6-7 E8-9 E 10-12

CG12919 egr + ++++ - - +++

CG6988 Pd/. ++ ++++ - - ++++

CG14438 CG14438 + ++++ - + -

CG4440 CG4440 + ++++ - + +++

CG1624 dpld + ++++ - ++        I       +++

CG31163 CG31163 + ++++ - +++ ++

CG6759 cdcl 6 ++ ++++ - +++ +++

CG11276CG12026 RpS4 + ++++ - ++++ ++

CG12026 + ++++ - ++++ -

CG4887CG11307 CG4887 ++ ++++ - ++++     I          -

CG11307 + ++++ + -i+

CG17045 yellow-e3 + ++++ + -)-

CG17765 CG17765 ++ ++++ + -i++

CG14112 CG14112 + ++++ + +i+

CG14317 CG14317 + ++++ + +I+

CG17957CG14111CG4027 Sry-alph_a_ + ++++ + +I+

CG14111 + ++++ + +++      i         -

Act5C ++ ++++ + +++      i         -

CG5170 Dp7 + ++++ + +++      i         +

CG8280CG15628 Efl alpha48D ++ ++++ + +++       !`       +++

CG15628 + ++++ + ++++ ++

CG3195 RPL12 + ++++ + ++++     i      +++

CG3851 odd + ++++ + ++++     i         -

CG3921CG8472CG1515CG10417CG11280 CG3921 + ++++ + ++++ ++

Cam + ++++ + ++++     i         +

CG1,515 + ++++ ++ - i++

CG10417 + ++++ ++ ++I+

fin + ++++ ++ +++      I        ++

CG13849 Nop56 + ++++ ++ +++      i       ++

CG17216CG33200 KP78b + ++++ ++ +++      i       ++

CG33200 + ++++ ++ +++      i       ++

CG5363 cdc2 ++ ++++ ++ +++      i         +

CG10851 852 + ++++ ++ ++++     I        ++

CG11825 CG11825 + ++++ ++ ++++     i        +

CG33051 CG33051 + ++++ ++ ++++     I         +

CG4759CG5002CG8654 CG4759 + ++++ ++ ++++     I       ++

CG5002 + ++++ ++ ++++     i       ++

CG8654 + ++++ ++ ++++     1      +++

CG9677 Int6 + ++++ ++ ++++     I         +
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CG11614 nkd ++ ++++ +++ - -

CG32850 CG32850 + ++++ +++ - +++
CG8049 Btk29A ++ ++++ +++ - ++++
CG8415 CG8415 ++ ++++ +++ - -
CG2916 septin 05 + ++++ +++ +++ ++
CG9063 CG9063 + ++++ +++ ++++ ++++
CG1956 A ++ ++++ ++++ ++++ ++

CG12276 AOsl ++ +++ - ++++ ++++
CG3249 CG3249 + +++ - ++++ +++
CG5814 Cyc83 + +++ + ++++ -
CG7970 CG7970 + +++ + ++++ +

CG8092 CG8092 ++ +++ + ++++ ++
CG4111 CG4111 + +++ ++ - ++++
CG9553 ch/.c + +++ ++ - ++++

I     CG15138
beat-lllc + +++ ++ ++++ ++

CG15480 CG15480 + +++ ++ ++++ +++

CG1884 CG1884 + +++ ++ ++++ ++

CG31800 CG31800, + +++ ++ ++++ +

CG32982 CG32982 + +++ ++ ++++ -

CG33070 CG33070 + +++ ++ ++++ ++

CG3730 csul + +++ ++ ++++ ++

CG4547 CG4547 + +++ ++ ++++ +

CG5820 Gpl50 + +++ ++ ++++ ++
CG6686 CG6686 + +++ ++ ++++ ++

CG11605 jbug + +++ +++ - ++++

CG15319 ne/. ++ +++ ++++ - -
CG13427 CG13427 + +++ ++++ + +

CG17921 Hmgz + ++ - ++++ +++

CG2915 CG2915 + ++ - ++++ -

CG6327 CG6327 + ++ - ++++ ++

CG9160 mtacpl + ++ - ++++ +

CG11077 CG11077 + ++ + ++++ +

CG13389 RpS13 + ++ + ++++ ++

CG14939 CG14939 + ++ + ++++ ++

CG17117 hah + ++ + ++++ +
CG17489 yip6 + ++ + ++++ ++
CG18497 Spen + ++ + ++++ ++++
CG18640 £/7 + ++ + ++++ +
CG31253 CG31253 + ++ + ++++ +
CG31607 CG31607 + ++ + ++++ +
CG5277 Ip259 + ++ + ++++ ++++

CG5481 /ea + ++ + ++++ +
CG6234 CG6234 + ++ + ++++ +
CG6572 Rpb7 + ++ + ++++ +

CG6684 RpS25 + ++ + ++++ -

CG7005 Esp + ++ + ++++ +++
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CG7590 scylla + ++ + ++++ ++
CG7892 nmo + ++ + ++++ +
CG8050 Cys + ++ + ++++ ++
CG9771 D/'p2 + ++ + ++++ +

CG11901 Eflgamma ++ ++ ++ - ++++
CG1448 ''nx3 + ++ ++ ++++ ++
CG3241 msl-2 + ++ ++ ++++ +
CG5059 CG5059 + ++ ++ ++++ ++
CG7956 CG7956 + ++ ++ ++++ -

I(3)S118602a I(3)S118602a + ++ ++ ++++ ++++
CG10307 CG10307 + ++ +++ ++++ +
CG1913 alphaTub84B ++ ++ +++ ++++ +

CG10374 Lsd-1 ++ ++ ++++ + +
CG11212 Pfr + ++ ++++ ++ +
CG4148 I(2)35Ea + ++ ++++ ++ +
CG5448 Syxl A ++ ++ ++++ +++ -

CG13333 CG13333 + ++ ++++ ++++ ++
CG1347 CG1347 + + - ++++ +
CG1677 CG1677 + + - ++++ -

CG16971 CG16971 + + - ++++ -
CG4494 smt3 ++ + - ++++ +
CG5138 Ocho + + - ++++ +
CG1028 Antp + + + - ++++

CG18623 Rtnll + + + ++ ++++
CG8776 CG8776 + + + ++ ++++
CG1114 Hph + + + ++++ ++

CG12487 CG12487 + + + ++++ +
CG12582 CG12582 + + + ++++ -
CG15009 ImpL2 + + + ++++ ++
CG17521 Qm + + + ++++ +
CG18485 stumps + + + ++++ ++
CG2198 Ama + + + ++++ +
CG2207 Df31 + + + ++++ +
CG2835 G-salpha60A + + + ++++ ++

CG32043 CG32043 + + + ++++ +
CG4463 Hsp23 + + + ++++ +
CG5185 Tom + + + ++++ ++
CG5486 Ubp64E + + + ++++ +
CG7769 DDB1 + + + ++++ ++
CG9696 dom + + + ++++ +
CG9704 Ivrf + + + ++++ +++
CG9983 Hrb98DE + + + ++++ +

CG40138 CG40138 + + ++ ++++ +++
CG9629 CG9629 + + +++ ++++ +++

CG31131 CG31131 + + ++++ + +
CG2125 c'. + + ++++ ++ +
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CG8846 Thor + + ++++ ++ +
CG8960 CG8960 + + ++++ ++ +

CG12817 CG12817 + - - ++ ++++

CG10218 Mhcl + - - ++++ ++

CG11092 CG11092 + - - ++++ +++

CG31739 CG31739 + - - ++++ -

CG16738 slpl + - + ++++ +

CG2252 fs(1)h + - + ++++ ++

CG32386 Corn + - + ++++ ++

CG6510 RPL18A + - + ++++ +++

CG7071 CG7071 + - + ++++ ++

CG11956 SP1029 + - ++ ++++ +

CG1225 RhoGEF3 + - ++++ - -

CG6395 Csp ++ - ++++ + ++

CG12369 Lac + - ++++ ++ +

CG15095 I(2)08717 + - ++++ ++ +

CG5684 CG5684 ++ - ++++ ++ +

CG1358 CG1358 + - ++++ ++++ ++

EI  comportamiento  de  este  grupo  de  genes  puede  ser  clasificado  de  acuerdo

con el estado del desarrollo en que presentan su maximo nivel de abundancia relativa.

La  figura  18  muestra  los  perfiles  de  expresi6n  promedio  para  grupos  de  genes,  que

presentan  un  maximo  de  expresi6n  durante  el  estado  5  (figura  18  A),  durante  los

estados  6-7  (figura  18  8),  durante los estados  8-9  (figura  18  C) y durante los  estados

10-12  (figura  18 D).  La figura 19 muestra algunos de los perfiles individuales obtenidos

para   genes   agrupados   segdn   sus   caracteristicas   funcionales.   Estos  tres   grupos

corresponden  a  genes  involucrados  en  la  regulaci6n  del  citoesqueleto  (figura  19  A),

genes    que    codifican    proteinas    secretadas    e    involucradas    en    la   sefializaci6n

extracelular (figura 19 8), y genes que codifican proteinas involucradas en la regulaci6n

de  la transcripci6n,  factores  de transcripci6n  y  remodeladores  de  la  cromatina  (figura

19  C).

Estos  ensayos  confirman  la  expresi6n  diferencial  de  estos genes en  el estado

de  gastrulaci6n  respecto  al  estado  de  blastodermo  sincicial.  Ademas,  sus  perfiles  de
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-   RhoGEF3
-  septin5
--  c a in e t to
-  Hsp23

chickadee
-   serendipitya
-   Roughened

-  lachesin
CG13333

-   CG13427
-  ImpL2
-   beat-IIIc
-   CG31253

-   antennapedia
-   neifire
-   homcthorax

cubitus interruptus
-    Oddskipped

-   CG5684

Figura 19. Perfiles de ®xpresi6n de grupce funcionales.  Pefflles de expresi6n  individuales
de  genes  que  comparten  las  funciones  de  regulaci6n  del  citoesqueleto  (A),   sehalizacj6n
extracelular (8), y regulaci6n de la transcripci6n (C).
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Ademas  de  los  genes  que  codifican   para  proteinas,   otros  clones  muestran

cambios significativos de expresi6n.  La Tabla 6 muestra los perfiles de expresi6n de 34

clones correspondientes al 54% de aquellos que alinearon con secuencias interg6nicas

e  intrones,   ademas  de  4  clones  que  corresponden  a  RNAs   no  traducidos.   Estos

resultados confirman la existencia de genes no anotados dentro del genoma y ademas

indica  que  estos  genes  presentan  un  comportamiento  diferencial  durante  los  estados

del desarrollo analizados sugiriendo que ellos son regulados transcripcionalmente.

Tabla  6.   Perfiles  de  expresi6n  de  clones  no   anotados  y  RNAs   no  traducidos.   Las
abundancias   relativas   de   cada   clon   que   presentanL`diferencias   significativas   (p<0.05)   con
respecto  al  estado  de  referencia fueron  normalizadas  respecto  al  maximo valor alcanzado  en
alguno  de  los  estados  medidos.  De  esta  manera  la  expresi6n  de  cada  clon  varia entre 0  y  1,
valores  que  fueron  divididos  en  intervalos:  0,   (-),   0.01-0.25,   (+);   0.26-0.50,   (++);   0.51-0.75,

(+++) y 0.76-1,  (++++).

Caracteristica E2-3 E5 E6-7 E8-9 E10-12
ln tr6n + ++++ +++ +++ +

Region intergenica +++ ++++ + ++ +
Regi6n intergenica + ++++ ++ +++ ++

Region intergenica + ++ ++++ ++ +++
Region intergenica + + ++++ ++ ++

Region ntergenica + + ++++ + •+

Region ntergenica + + ++++ + +
Re8i6n ntergenica + + ++++ + +

Regi6n intergenica + + ++++ + +

ln tr6n ++ + ++++ + +
Region ntergenica + +++ ++ ++++ ++

Region ntergenica ++ ++++ ++ ++++ ++++
ln tr6n + + ++ ++++ +
In tr6n + ++++ ++ ++++ ++++

Regi6n intergenica + ++ + ++++ ++++

Region ntergenica + ++ + ++++ ++
Regi6n ntergenica + +++ + ++++ ++

ln tr6n + ++ + ++++ ++++

ln tr6n + ++ + ++++ ++

Region intergenica + ++ + ++++ +++

Region intergenica + ++ + ++++ ++

Region intergenica + + + ++++ ++

Lntr6n + + + ++++ ++

ln tr6n + + + ++++ +
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Region intergenica + + + ++++ ++
Regi6n intergenica + ++++ + ++++ ++
Region ntergenica + +++ + ++++ +
Re8i6n nter.qenica ++ +++ + ++++ +

ln tr6n + + + ++++ ++
Region ntergenica + ++ + ++++ ++++
Region ntergenica + + + +++ ++++
Region intergenica + ++++ + +++ ++++

lntr6n + +++ ++ + ++++
Regi6n intergenica + + ++ + ++++
RNA no traducido + ++ + ++++ ++
RNA no traducido + + ++ ++++ +++
RNA no traducido + + ++ +++ ++++
RNA no traducido + ++ ++ ++++ ++++

Con  el  objetivo  de  inferir  relaciones  funcionales  entre  los  genes  que  cambian

significativamente    su    nivel    de    abundancia    relativa,    se    rea]iz6    un    analisis    de

agrupamiento  (Cluster jerarquico)  el  que  se  basa  en  el  supuesto  de  que  genes  que

comparten  perfiles de expresi6n estarian co-regulados y serian requeridos en conj.unto

para  cumplir a]guna tarea especifica dentro de  la celula.  Este analisis permite agrupar

aquellos  genes  cuyos  perfiles de  expresi6n  a  lo  largo  de  los  estados  comparados  se

comportan  de  manera  similar.  Los  resultados  se  muestran  en  la  figura  20,  en  donde

vemos  un  dendrograma que resulta del calculo de  la  raz6n entre el  nivel de expresi6n

de cada gen en cada estado y el nivel de expresi6n en el estado de referencia y en el

que  cada  fila   corresponde  a   un   gen  y  cada   columna   a   un  estado.   Los  colores

representan los niveles de expresi6n relativos al estado de referencia (estado 6-7).  En

la figura se destaca un grupo de genes que corresponde a los  17 genes que cambian

significativamente su abundancia relativa y que alcanzan su maxima expresi6n durante

los estados 6-7.
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4.4. Expresi6n espacio temporal.

Los  patrones  de  expresi6n  espacial  de  los  genes  Pfr  (CG11212)  y  CG6234

fueron  estudiados  mediante  hibridaciones  /.r}' s/.fu en  embriones  tempranos.  El  maximo

de  expresi6n   de   estos   genes   ocurre  en   los   estados   6-7   y   en   los   estados   8-9,

respectivamente.

El  patr6n de expresi6n del gen CG11212 nos confirma que no hay acumulaci6n

materna  puesto  que  el  transcrito  no  es  detectado  en  estado  de  blastodermo  sincicial

(estados  2-3,  figura  21,  A).  El transcrito  es  detectado  por  primera  vez  en  el  estado  5

(figura 21,  8),  en  la  regi6n dorso-lateral del embri6n.  Durante los estados 6 y 7  (figura

21,  C y D  respectivamente) la expresi6n de CG11212 es detectada en  las c6lulas  que

forman  el  surco  cefalico  y  en  el  primordio  del  ectodermo  neurogenico  procefalico.  En

embriones  de  estado  7,  CG11212  presenta  un  patr6n  de  expresi6n  segmentado  a  lo

largo   del   eje   antero-posterior   del   embri6n   y   finalmente   su   expresi6n   disminuye

significativamente en embriones de es{ado 8 (figura 21  E).

EI   patr6n   de   expresi6n   del   gen   CG6234  tambien   nos   indica   que   no   hay

acumulaci6n   materna  puesto  que   el  transcrito  no   es   detectado   en   el   estado   de

blastodermo  sincicial  (figura  21,  A).  El  transcrito  es  detectado  por  primera  vez  en  el

estado  5,  durante  [a  celularizaci6n,  en  las  celulas dorsales  del  embri6n  (figLlra 21,  8).

Este transcrito se  encuentra fuertemente expresado durante  los  estados  6  a  8  (figura

21   B-E)  en  c6Iulas  que  componen  la  amnioserosa,  una  membrana  extraembrionaria

que surge desde el grupo de c6Iulas epiteliales dorsales durante la celularizaci6n.  Este

patr6n  de  expresi6n  sugiere un  posible vinculo  de este  gen en  la  diferenciaci6n  de  la

amnioserosa.
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DISCUSION

La   formaci6n   y   diferenciaci6n   del   embri6n   de   Drosaph;./a   es   uno   de   los

problemas  mej.or estudiados  de  la  biologia del  desarrollo.  La gen6tica  clasica,  basada

en  la  identificaci6n  de fenotipos  mutantes,  ha  sido  de  gran  ayuda  en  la  bt]squeda  de

genes  cuya  expresi6n  esta  directamente  relacionada  con  los  acontecimientos  que

ocurren    durante    el    desarrollo   temprano.    Estos    genes    codifican    principalmente

componentes de cascadas de transducci6n de sefiales, es decir,  receptores, quinasas,

fosfatasas    y   factores    de   transcripci6n   que    definen    los    distintos    patrones    de

diferenciaci6n  celular  (Wieschaus,1996).  En  contraste,  nuestro  conocimiento  de  los

mecanismos  moleculares  que  son  responsables  de  traducir  estos  patrones  en  tipos

celulares y tej.idos diferenciados es mas limitado,  principalmente porque muchos de los

genes  que  estan  regulados  por  estas  cascadas  de  sefializaci6n  y  que  se  expresan

durante la gastrulaci6n, han escapado al analisis gen6tico.

Una forma alternativa de abordar este problema,  no limitada por el fenotipo,  es

la   aplicaci6n   de   la   Gen6mica   Funcional,   cuya   metodologia   propone   analizar   un

genoma,  basandose en la informaci6n de los patrones temporales de expresi6n de los

genes  que  lo  constituyen,  y  cuyo  objetivo  es  inferir  las  funciones  biol6gicas  de  los

genes  y  las  interacciones  producidas  entre  ellos.  Dado  que  este tipo  de  estudios  se

apoya  principalmente sobre la tecnologia de hibridaci6n  en matrices y la  utilizaci6n de

la   bioinformatica,   exigiendo   una  gran  cantidad  de   recursos,   he  querido   acotar  el

problema,  aplicando una t6cnica de la biologia molecular,  la hibridaci6n sustractiva por

supresi6n    (Diatchenko   y   col.,    1996),   que   permite   aislar   genes   diferencialmente

expresados  en  distintas  condiciones.  Esto  hizo  posible  obtener  un  grupo  discreto  de

genes   diferencialmente   expresados   durante   la   gastrulaci6n,   sobre   el   cual   fueron
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aplicadas  las  herramientas  utilizadas  por la  Gen6mica  Funcional,  disminuyendo  asi  la

cantidad de recursos  necesarios para efectuar este tipo de estudios.  En esta tesis me

he enfocado en  la identificaci6n de estos genes y su caracterizaci6n funcional basadas

en  criterios  de  similitud  de  secuencias,  ademas  he  avanzado  en  su  caracterizaci6n

funcional  mediante  el  estudio  de  la expresi6n de estos genes durante  los  primeros  12

estados   del   desarrollo.   Los   resultados   de   este   trabajo   permiten   inferir   algunas

funciones  que  desempefian  estos  genes  durante  la  gastrulaci6n.  Ademas,   aportan

evidencias  experimentales,  tanto  sobre  genes  que  han  sido  anotados  y  adn  no  han

sido caracterizados, asi como de secuencias que no han sido anotadas como genes.

1. Caracteristicas de la metodologia utilizada.

En    este    trabajo    logr6    obtener   una    poblaci6n    de    CDNA   de    Drosaphi./a

me/anogasfer  enriquecido   en   secuencias   diferencialmente   expresadas   durante   la

gastrulaci6n,  mediante la utilizaci6n de una hibridaci6n sustractiva por supresi6n. Entre

las   ventajas   de   esta   t6cnica   podemos   enumerar   la   recuperaci6n   de   transcritos

diferencialmente  expresados  de  baja  abundancia  relativa,  que  suelen  perderse  por

otras  metodologias  y  la  obtenci6n  de  un  CDNA  que  puede  ser  amplificado  y  usado

directamente  como  sonda  en  experimentos  de  hibridaci6n  (Diatchenko  y  .col,  1996).

Los  embriones  utilizados  en  este  trabajo  fueron  seleccionados  manualmente  segdn

criterios   morfol6gicos   (Campos-Ortega   y   Hartenstein,   1985),   Io   que   hizo   dificil   la

obtenci6n  de  la  cantidad  de  RNA  necesarios  para  el  procedimiento  de  sustracci6n  y

para   la   generaci6n   de   sondas   representativas   de   cada   estado.    El   uso   de   la

metodologia  SMART  permiti6  la  sintesis  y  la  amplificaci6n  de  CDNA  de  doble  hebra,

enriquecido  en  transcritos  completos.  La  principal  ventaja  de  este  metodo  radica  en

que  el  RNA,  total  o  mensajero,  es  amplificado sin  alterar las  abundancias  relativas  de
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los  transcritos  presentes  en  la  muestra  original  (Chenchik  y  col.,1998).  La  capacidad

del  m6todo  SMART de mantener la  representatividad  de cada transcrito en  la  muestra

original  ha  sido  verificada,  en  algunos  casos,  mediante  la  comparaci6n  de  perfiles  de

expresi6n en experimentos de macroairays que utilizaron sondas de CDNA amplificado

por SMART  y  sondas  obtenidas  mediante  de  una  reacci6n  estandar de transcripci6n

reversa  (Zhumabayeva  y col.,  2001)  y en  otros  midiendo  las abundancias  relativas de

genes  por  PCR  cuantitativo  en  tiempo  real  usando  como  sustrato  el  CDNA  SMART y

CDNA sintetizado en una reacci6n estandar (Seth y col., 2003).  Los resultados de estos

experimentos indican que la representatividad de cada transcrito se mantiene luego de

emplear  la   metodologia  SMART  y  demuestran   la   aplicabilidad  de  esta  t6cnica  en

estudios  donde  se  compara  la  expresi6n  de  mdltiples  genes.  En  el  presente  trabaj.o,

este  punto  fue  verificado  a  traves  de  PCR  cuantitativo  en  tiempo  real,  midiendo  las

abundancias de genes que,  de acuerdo con la literatura,  estarian presentes  en mayor

abundancia en embriones de cuatro diferentes estados de desarrollo (figura  15).  Estos

experimentos   permiten   inferir   que   el   CDNA   mantiene   las   abundancias   relativas

presentes   en   la   muestra  original  y  verificar  la   precisi6n   en   nuestra   se]ecci6n   de

embriones   estado-especificos.   Estrategias  de  hibridaci6n  sustractiva   por  supresi6n

combinadas  con  sintesis  de  CDNA de  doble  hebra  mediante  el  sistema  SMART  han

sido  uti[izadas  con  exito  en  diversos  estudios,  tanto  de  investigaci6n  basica  como

aplicada,  con  el  fin  de  aislar y  clonar genes  diferencialmente  expresados  (Liu  y  col.,

2003;   Neuhaus  y  col.,  2003;  Wang  y  col.,  2002;  Squillace  y  col.,   2002;   Gonzalez-

Agt]ero y col., 2004).

La poblaci6n de cDNAs obtenida luego de la sustracci6n fue clonada generando

una genoteca estado-especifica.  Los resultados de caracterizaci6n de la genoteca, que

incluyen  verificaci6n  mediante  amplificaci6n  de  genes  constitutivos   utilizando  CDNA
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sustraido   y   sin   sustraer  como   sustrato,   hibridaci6n   en   matrices   e   hibridaci6n   en

Northern   blots  vjrtuales  de  una  fracci6n  de  los  clones,   permitieron  concluir  que  el

procedjmiento de sustraccj6n fue realizado de manera adecuada,  jndicando que un 64

% de los clones aumentan su abundancia relativa al menos dos veces en embriones en

estado  6-7  respecto  a  embriones  en  estado  2-3.  La  eficiencia  esperada  para  esta

t6cnicaesdeun60%degenesdiferencialmenteexpresados(Diatchenkoycol.,1996).

El aumento de  la  abundancia  relativa  en dos veces es  el valor minimo  reportado  para

la    identificaci6n    de    genes    diferencialmente    expresados    provenientes    de    una

sustracci6n  (Hadjiargyrou  y  col.,  2002;  King  y  col.,  2003).  Luego  de  secuenciar  588

clones  (Tabla   1),   nuestros  analisis  indjcan     que  estos  corresponden  a  268  genes

dnicos, de los cuales, solo el 33% esta representado por mss de un clon.  De ellos,  solo

el 5,59% esta representado por mss de 5 clones.  Esta  baja ocurrencia de clones muy

repetidos es esperable ya que el efecto de supresi6n por PCR posterior a la hibridaci6n

impljca  una  ecualizaci6n  de las  abundancias  relativas  de todos  los  genes  rescatados

(Djatchenko y col.,1996).

Finalmente,   entre   las   ventajas   de   la   metodologia   utilizada   en   esta   tesis

podemosdestacarquepermiterescatartranscritospocoabundantesquesepierdenen

otros  ensayos,  como  por ejemplo  la  hibridaci6n  sustractiva tradicional,  y la  ventaj.a  de

aislar genes que se  expresan tempranamente sin sesgar por el dominio de  expresi6n

espacial.
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2. Composici6n de la genoteca.

La  tabla  1  resume  los resultados del  alineamiento  mediante  BLASTN  contra  la

base  de  datos  de  los  transcritos  anotados  por  el  proyecto  genoma  de  Drosaph/./a

(BDGP,  Berkeley  Drosophila  Genome  Project).  De  los  588  clones  secuenciados,  solo

490 clones alinean significativamente (E > 10-11) con 283 genes anotados de los cuales

268  codifican  para  proteinas.  De  estos,  solo  107  se  encuentran  bien  caracterizados,

principalmente  a  traves  del  analisis  fenotipico  de  embriones  mutantes  y  en  algunos

casos    mediante    ensayos   bioquimicos    de    su    actividad.    23   genes    estan    s6lo

parcialmente  caracterizados,  ellos  poseen  funciones  asignadas  sobre  la  base  de  su

similitud  de  secuencia  con  genes  previamente  descritos  o  bien  presentan  dominios

proteicos  conservados  que  pueden  ser  relacionados  con  flJnciones  particulares,  sin

embargo carecen de estudios funcionales /.r7 v/.vo o /.n v/.fro.138 genes  aislados at]n  no

han sido caracterizados, ellos han sido anotados mediante algoritmos computacionales

que incorporan  criterios tales como:  similitud de secuencias tanto  con  genes descritos

como   con   genes   putativos   presentes   en   otras   especies,   alineamiento   con   ESTs

(Expressed  Sequence  Tag)  o  presencia  de  atributos  estructurales  como:  marcos  de

lectura abiertos de longitud determinada] sefiales de remoci6n de intrones, o distancias

a regiones promotoras.  Finalmente, es importante resaltar que para los 138 genes que

no han sido caracterizados,  el ser aislados en este analisis contribuye a su anotaci6n,

confirmando   que   se   trata   de   genes   transcripcionalmente   activos   y   ademas,   Ios

convierte  en  candidatos  para  estudios  posteriores,  ya  que  podrian  representar algdn

papel dentro de  la dinamica del desarrollo temprano,  especialmente considerando que

una fracci6n de estos genes poseen ort6logos en otras especies como H. sap;.er]s y C.

e/egans, (Tabla 2).
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Los  98  clones  que  no  presentan  similitud  significativa  con  genes  que  codifican

para proteinas corresponden a intrones de genes,  regiones intergenicas, transposones

y   genes   que   codifican   para   RNAs   no   traducidos.   La   anotaci6n   del   genoma   de

Drosaph/./a   busca   cumplir   dos   tareas   principales:    Predicci6n   de   secuencias   de

transcritos  y proteinas y la  predicci6n  de funciones  para  cada  una de estas  proteinas

(Adams y col.,  2000).  Esta anotaci6n  ha sido corregida en varias  oportunidades desde

la  primera  publicaci6n  de  la  secuencia  eucromatica  en  el  afro  2000  (Adams  y  col.,

2000).  La anotaci6n se llev6 a cabo mediante la utilizaci6n de distintos softwares como

Genie  (Reese  y  col.,  2000)  y  Genscan  (Burge  y  Karlin,  1997),  pero  los  algoritmos  en

los  que  estos  se  basan,   que  incluyen  criterios  tales  como:   secuencias   limites  de

intrones y exones,  porcentaje de CG y uso de  los codones,  ademas de la informaci6n

disponible   respecto   a   homologia   de   secuencias   y   alineamiento   con   ESTs,   fallan

principalmente   en   encontrar  los   extremos   3`   y   5`   de   los   transcritos.   Otra  fuente

importante  a  la  hora  de anotar un gen es la comparaci6n  con  otros genes  conocidos,

en particular con genes de especies evolutivamente cercanas como D. pseudoscura o

Anaphe/es gambt.ae.  Hild y col.  (2003),  utilizando parametros menos estrictos mediante

el  software  Fgenesh  (Salamov  y  Solovyev,  2000)  anotaron  2000  genes  nuevos  que

fueron   evaluados   mediante   ensayos   de   hibridaci6n   en   merribrarias,   RT-PCR   e

hibridaciones /.n s/.fu,  Io que nos indica que toda anotaci6n de un gen debe concluir con

la   demostraci6n   de   la   presencia   de   su   mensajero.   Si   bien   la   comparaci6n   de

secuencias y la anotaci6n computacional   son herramientas utiles,  es necesario contar

con datos  experimentales que demuestren la existencia de  un gen,  su organizaci6n  y

estructura.  En  este  sentido,  este trabajo  aporta  evidencias  para  34  de  los  63  clones

anotados  como  regiones  intergenicas  e intrones,  ya  que  estos  se  encuentran  sobre-

expresados  en  gastrulaci6n  y,  ademas,  muestran  cambios  significativos  de  expresi6n
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en  algun  estado  del  desarrollo  respecto  al  estado de  referencia  (Tabla  6).  Una  de  las

proyecciones  de  este  trabajo  es  profundizar  en  el  analisis  de  la  estructura  de  estas

secuencias  a trav6s  de m6todos  alternativos de anotaci6n,  el  analisis experimental de

posibles  isoformas  generadas  por  procesamiento  alternativo  y  la  identificaci6n  de  las

secuencias completas de los transcritos de estos genes.

En  relaci6n  con  las  secuencias  que  codifican  para  RNAs  no  traducidos,  en

nuestra genoteca  aislamos transcritos  que  codifican  para  Heat shock  RNA co  (Hsp  uj)

expresado  en  el  embri6n desde el estado de blastodermo celular y para  rox1,  el  cual

se   expresa   desde   las   2   horas   de   desarrollo   embrionario   (Meller,   2003)   y   esta

involucrado  en  el  fen6meno  de  transcripci6n  exacerbada  (dosage  compensation)  del

cromosoma    X    en    los    machos    (Akhtar,    2003).     Por    otra    parte,    familias    de

retrotransposones  han  sido  descritas  en  Drosaph/./a  y  su  expresi6n  espacio-temporal

durante  la  embriogenesis  ha  sido  analizada  (Ding  y  Lipshitz,   1994).   Estos  estudios

indican  que  aunque  los sitios de inserci6n  cromos6mica de estas familias varian entre

distintas cepas silvestres,  los patrones de expresi6n son conservados dentro de estas

cepas.  Esto se deberia a que elementos regulatorios en  Gis presentes en los mismos

retrotransposones    dirigen    su    propia    expresi6n    interactuando    con    factores    de

transcripci6n  presentes en el embri6n  exhibiendo una expresi6n  diferencial.  Es debido

a   este   fen6meno   que   encontramos   elementos   de   transposici6n   diferencialmente

expresados  durante  el  desarrollo.   La  contribuci6n  de  estos  elementos  ha  sido  de

caracter evolutivo, ya que un evento de escisi6n del elemento transponible puede dejar

a un gen baj.o el control transcripcional de los elementos en Cis del transpos6n  (Ding y

Lipshitz,1994).
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3. Caracterizaci6n de los genes aislados.

Gran  parte  de  la  informaci6n  individual  de  cada  gen  fue  obtenida  mediante  el

uso   de   la   base   de   datos   de   Gene   Ontology,   la  que   proporciona   un  vocabulario

controlado,   preciso   y   ordenado   de   manera   jerarquica   que   permite   describir   los

productos  g6nicos sobre la  base de su funci6n  molecular,  proceso  biol6gico  en  el que

esta  involucrado  y/o  su  localizaci6n  celular  (Gene  Ontology  Consortium,  2001).  Sin

embargo,  debido  a la estructura y al disefio de esta base de datos,  Ia clasificaci6n de

un producto g6nico por Gene Ontology es engorrosa.  Esto es consecuencia de que, en

general,  un  producto  genico  posee  mss  de  una funci6n  molecular asignada  debido  a

que  la  mayoria  de  las  proteinas  poseen  varios  dominios  funcionales,  y  ademas  el

mismo producto g6nico puede participar en varios procesos biol6gicos.  Esto resulta en

la  asignaci6n  de  mas  de  un termino  GO  en  cada  ontologia.  Un  ejemplo  de  esto  es  el

producto  del  gen  fs/7/A  (CG2252)  que  en  la  ontologia  de  funci6n   molecular  tiene

asignados  los  t6rminos  uni6n  a  DNA  (GO:0003677)  y  actividad  de  proteina  quinasa

(GO:0004672),  o  el  gen  CG3921   que  en  la  ontologia  de  procesos  biol6gicos  tiene

asignados  los t6rminos de metabolismo de aminoacidos  (GO:0006520) y metabolismo

de    proteinas    (GO:0019538)    ademas    de    comunicaci6n    celular    (GO:0007154)    y

sefializaci6n  celula-c6lula  (GO:0007267)  entre  otros.  Otra  caracteristica  in.herente  al

disefio  y  la  manera  en  que  se  ingresa  la  informaci6n  de  la  base  de  datos  es  que

muchos t6rminos  GO  especificos  pueden  estar conectados  a  mss de  una jerarquia  o

rama  de  clasificaci6n.  Por esto  al trabajar con  los estratos  superiores  de clasificaci6n,

he  preferido  reflejar  las  frecuencias  de  aparici6n  de  las  funciones  moleculares  o  los

procesos  biol6gicos  presentes  en  la genoteca y  asi ver cuantos  genes comparten  un

t6rmino  GO,  en  lugar de clasificar y encasillar cada gen  de  acuerdo  a uno solo  de  los

terminos   GO   que  tiene   asignados,   el   cual   tendria   que   ser  escogido   de   manera
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arbitraria,   agregando  un  sesgo  al  analisis.   Gene  Ontology  se  nutre  de  los  nuevos

descubrimientos,  por lo  que  esta  en  constante  crecimiento  lo  que  implica  que  aunque

es  una  gran  ayuda  a  la  hora  de  caracterizar productos  genicos,  adn  es  una  base  de

datos que entrega una informaci6n parcial.

Teniendo  esto en  consideraci6n,  Ios  analisis  presentados  aqui nos sirven  para

dar  una  mirada  general   a   la  constituci6n  funcional  de  la  genoteca  vista  desde  la

perspectiva de cada ontologia. La comparaci6n de la representatividad de cada termino

GO  entre  la  genoteca  y  el  genoma  completo  nos  indica  un  enriquecimiento  en  la

genoteca  de  proteinas  con  funciones  moleculares  involucradas  en  la  transcripci6n  y

traducci6n,  lo  que  es  esperable,  ya  que  en  este  periodo  las  proteinas  y  transcritos

suplidos  por la  madre,  estan  siendo  degradados  y las  celulas  deben  asumir el  control

transcripcional   y  sintetizar  sus   proteinas   de  forma   aut6noma   (Merrill  y  col.,   1988;

Wieschaus   y   Sweeton,    1988).   Las   funciones   moleculares   menos   representadas

respecto al genoma son aquellas involucradas en transducci6n de sefiales.  Esto podria

explicarse considerando el gran ntlmero de cascadas de sefializaci6n que se conocen

operando durante el transcurso del ciclo de vida en Drosapfr/./a, desde esta perspectiva,

este es un grupo de proteinas de mucho intefes que ha sido ampliamente estudiado y

por lo tanto estos t5rminos GO pueden encontrarse sobre-representados en. Ia porci6n

de genes del genoma que tienen terminos GO asignados. Sin embargo,  considerando

los  procesos  biol6gicos  en  los  cuales  pariicipan  los  genes,  Ia  genoteca  se  muestra

como    un    subconjunto    de    genes    especificos    que    operan    en    morfog6nesis    y

especificaci6n  de patrones ademas de migraci6n y diferenciaci6n  celular en desmedro

de  procesos  necesarios  para  mantener el  estado  estable  de  las  celulas.  En  sintesis,

tanto   el   analisis   de   las   funciones   moleculares   como   de   los   procesos   biol6gicos

sugieren que las c6Iulas se encuentran en un estado dinamico en donde la mayoria de
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los    transcritos    sintetizados    son    los    encargados    de    llevar    a    cabo    procesos

morfogen6ticos.

4. Genes de importancia en el desarrollo.

Entre  los  genes  aislados  en  la  genoteca  encontramos  algunos  previamente

descritos,  entre  ellos:  1)  Reguladores  transcripcionales,  odd  sk/.pped,  s/appy pat+ed,

br/.r}ker  y   homofhorax,   con   funciones  conocidas  durante  el   desarrollo   embrionario

temprano  (Coulter y  col.,1990;  Grossniklaus y col.,1992;  Zhang  y col.,  2001;    Inbal  y

col.,   2001);   2)   componentes   de   vias   de   transducci6n   de   sefiales,   por   ej.emplo:

miembros  de  la via  de  sefializaci6n  de Torso,  responsable  de  la  diferenciaci6n  de  !as

estructuras  posteriores  del  embri6n.  Estos  genes,  que  se  expresan  en  el  ectodermo

dorsal entre los estados 6-10 del desarrollo, incluyen fo//o/.d,  una endopeptidasa,  fa/./up,

un   factor   de   transcripci6n,   short   gasfm/af/.on,   sog,   un   factor   de   crecimiento;   3)

reguladores   del   citoesqueleto   ch/.ckadee,   una   profilina   de  Drosaph;./a   (Verheyen   y

Cooley,    1994),    /ava    /amp    una    proteina   que    interacciona    con    microtdbulos    y

microfilamentos  y  que  es  requerida  para  la  celularizaci6n  del  embri6n  (Sisson  y  col.,

2000),   serend/.p/.£y-c¥  una   proteina   de   uni6n   a   microfilamentos,   necesaria   para   la

reorganizaci6n  del  citoesqueleto  de  actina  durante  la  ceiuiarizaci6n  (ibnsouda  y  col.,

1993)  y RftoGEF3,  un  putativo  intercambiador de nucle6tidos de  Rho  que se expresa

entre los estados 5-13 del desarrollo embrionario (Hicks y col., 2001).

Estos   y   otros   genes   que   comparten   caracteristicas   funcionales,   han   sido

agrupados  esquematicamente  en  9  categorias  (figura  22)  con  el  prop6sito  de  ilustrar

los  resultados  obtenidos en  la  identificaci6n y caracterizaci6n  de  los  genes  aislados  a

partir de los analisis presentados en esta tesis.
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Blastoder

I  0   F`eguladores
el cite       ueleto.

Sry-alpha, lva, chic,
RhoGEF3, com, CG4448,
Mhcl,CGJ861, R, septin 5.

I B  Proteinasde
transmembrana    de uniones

adherentes o estrechas:
tin, G-salpha60A, lea, Nri,

CG11212, inx3, SrLCII, Esp, Egfr,
dri, Sro42A, Ama, Gpl cO.

?   Proteinas de
.,uncl  n   esconoci  a.

CG1358,  CG14111,
CG 14317, CG 16971.

• Reguladores de la
traducci6n:

Ef2b, Thor, yip6,
Efl gamma, Int6.

V  Procesamiento
del  mensalero:

852, Cbp80, Ip259,
CG14939, CG31635.

Proteinas de seftalizaci6n
intracelular:

fwd, Cys, OG4500,kuz, Mippl ,
Pp2A-29B, nrno, cdc2,stumps,

nkd, sip2, OG10acrf , Tom,
KP78b, 14-3-3zeta, edcl 6.

X  Proteinas con
actividad cafa litica :

SP1029,Cx38rl76.
CG11412, Osfs#3,
Ode, col 8591 , pdi.,

ry, Imr3

A  Reguladores de la
trans¢ripci6n.Sin3A,fs(1)h,nth,   ci,

nej,   Tfbl,   Hrngz,   Iswi,
dam, Kr, Kjs, slpl, Antp,
pan, apt, brk, odd, tup.

I        Protefnas de
sehalizaci6n extracelular:
lmpL.2, NetA, tld, Sgs8, Leo,
sag, CG13427, CG13333,
CG6234, CG8960, sa/a.

Figura 22.  Grupos funcionales encontrados ®n  la genoteca.  La figura muestra el cambio
morfol6gico que sufren  las c6Iulas al  pasar del estado de blastodermo celular al de gastrula,
Dentro  de  cada  grupo  funcional  existen  genes  previamente  caracterizados  que  oumplen
funciones conocidas durante el desarrollo y otros parcialmente caracterizados sobre la base de
sus seouencias y/o patrones de expresj6n espacio-temporal.  Todos los genes fueron aislados
en este trabajo.
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Los   42   genes   que   componen   la   Tabla   3   corresponden   tanto   a   genes

caracterizados  como  no  caracterizados,  que  fueron  aislados  en  esta  genoteca  y  en

otros  estudios  utilizando,   independientemente,  tecnicas  de  hibridaci6n  sustractiva  e

hibridaciones  en  matrices.  En  algunos  casos    se  usaron,  exitosamente,  hibridaci6n

sustractiva de  mutantes contra cepas silvestres,  (Casal y Leptin,1996),  o ensayos de

matrices de hibridaci6n usando RNA de mutantes (Furlong y col., 2001) con el obj.etivo

de encontrar genes  especificos de  mesodermo  bajo  el  control transcripcional  de fw/.sf.

Entre   los   genes   de  funci6n   conocida   que  fueron   aislados   por  estos   autores   se

encuentran:   stumps   (CG1,8485),   que   codifica   para   un   componente   de   la   via   de

sefializaci6n    de    FGF    (Fibroblast    Growth    Factor)    y    esta    relacionado    con    la

diferenciaci6n  del  mesodermo  (Imam  y  col.,1999).  El  gen  fa/./up  (CG10619),  codifica

para  un factor de  transcripci6n  con  dominio  homeobox  que  regula  la transcripci6n  de

genes  involucrados  en  la  via  de  sefializaci6n  de  Torso.  Mutantes  de  fa/./up  fallan  en

retraer la banda germinal luego de la gastrulaci6n  (Strecker y col.,1991).  El gen nej/.re

(CG15319),,  codifica  un  co-regulador de  la transcripci6n  involucrado  en  varias vias  de

sefializaci6n  (Chen  y  col.,  2000).  Entre  los genes  que  no  han  sido  caracterizados  se

enouer\tran..  CG4500,  CG8776,  CG32372,  CG33200  {ventrally-expressed-protein-D) y

CG40138.  Los tres primeros codifican proteinas con dominios funciorlales conservados

y poseen ort6logos tarito en H.  sapiens, como en M.  musculus, y  C.  elegans. Por otra

parte,  las  proteinas  codificadas  por  los  genes  CG33200  y  CG40138  no  presentan

dominios  conocidos  ni tienen  ort6logos en otros organismos.  En el  caso de  CG33200,

el  patr6n  de expresi6n de su transcrito es exclusivamente ventral  durante  los estados

5-10 del desarrollo (Casal y Leptin,1996).

Recientemente,  Stathopoulos  y  col.  (2002),   utilizaron  hibridaci6n  en  matrices

contra sondas representativas del RNA de mutantes que carecen del eje dorso-ventral,
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para  identificar genes  regulados  transcripcionalmente  por la  proteina  materna  Dorsal,

responsable  de  la  formaci6n  de  este  eje  en  el  embri6n.  Entre  los  genes  aislados  en

nuestra  genoteca  y  que  aumentan  su  expresi6n  en  mutantes  que  desarrollan  solo

estructuras   ventrales,   debido   a   altas   concentraciones   de   Dorsal   en   el   ntlcleo,

encontramos  nuevamente  a  los  genes  CG4500,  stumps  (CG18485)  y  el  gen  rosy

(CG7642),  que  codifica  para  una  proteina  involucrada  en  la  pigmentaci6n  de  los  ojos

(Reaume  y  col.,   1991).  Entre  los  genes  expresados  en  mutantes  dorsalizados  que

poseen  bajas  concentraciones  de  Dorsal  en  el  ndcleo  encontramos  los  genes  fa/./up

(CG10619)  y  e/.ger  (CG12919),  que  codifica  para  un  receptor  de  factor  de  necrosis

tumoral,  involucrado  en  la  apoptosis  (lgaki  y  col.,  2002).  Estas  evidencias  indican  que

estos  genes  estan  directa  o  indirectamente  regulados  por  Dorsal  y  probablemente

cumplen    una    funci6n    durante    la    diferenciaci6n    de    estructuras    dorso-ventrales

(Stathopoulos y col., 2002).

Los  genes  identificados  en  nuestra  genoteca fueron  tambien  comparados  con

aquellos reportados en un analisis de la expresi6n de 534 genes  de Drosaphf./a en  66

intervalos  de  tiempo  desde  el  inicio  de  la  embriog6nesis  hasta  30  dias  de  vida  del

adulto (Arbeitman y col., 2002). A pesar de las diferencias en nuestro procedimiento de

colecta de  embriones y en  ia tecnica  de  hibridaci6n  uti!izada,  encontramos .que  35  de

los  genes  de  la  genoteca  fueron  tambien  identificados  por  Arbeitman  y  col.  (2002)

como genes cig6ticos de expresi6n temprana.  En su analisis, estos autores detectaron

altos  niveles  de  expresi6n  transitoria  de  genes  cig6ticos  exclusivamente  durante  la

celularizaci6n  para  un  pequefio  ndmero de genes  (21  de 534).  Nuestro procedimiento

sin  embargo,   basado  en  una  selecci6n  mss  cuidadosa  de  embriones  en  estados

precisos  del  desarrollo,  nos  permiti6  detectar genes  con  maximos  de  expresi6n  en  el

estado  de  gastrula  (Tabla  5).  Nuestros  resultados  y  los  de  Arbeitman  y  col.,  (2002)
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confirman  que  los  cambios  de  expresi6n  genica  son  un  requisito  esencial  en  este

proceso y plantean  el  desafio de dilucidar cual  es el  papel  que desempefian  cada uno

de los genes diferencialmente expresado durante la gastrulaci6n.

5. Expresi6n temporal.

La  tecnologia  de  hibridaci6n  en  matrices  es  una  de  las  tecnicas  con  mayores

proyecciones   en   todo   el   ambito   biotecnol6gico   surgida   en   los   dltimos   afios.   Su

versatilidad y su bajo costo relativo a la cantidad de informaci6n que puede aportar son

sus  principales  ventajas.   En  el  desarrollo  de  esta  tesis,   ha  sido  una  herramienta

importante,  tanto  para verificar y caracterizar la genoteca como  para la  medici6n de  la

expresi6n de los genes en los estados del desarrollo estudiados.  Si bien la literatura es

abundante  en  cuanto a  las  aplicaciones de  esta t6cnica,  tambi6n  son  abundantes  las

distintas  formas   de  extracci6n,  tratamiento  y  analisis   de  los  datos   obtenidos.   Los

protocolos   de   extracci6n   y   tratamiento   de   datos   utilizados   en   esta   tesis   fueron

implementados  paulatinamente  de  acuerdo  con  las  problematicas  ha  resolver  y  las

preguntas que surgieron.

La  hibridaci6n  en  matrices  Tipo  I  fue  apropiada  para  la  caracterizaci6n  de  la

genoteca.  Con  un  costo  mas  bajo,  su  principal  desventaja  es  el  reducido  rit]mero  de

clones  que  se  pueden  sembrar.  Otra  de  las  desventajas  de  esta  tecnica  es  la  alta

variabilidad respecto a cada evento de sembrado, que fue disminuida mediante el uso

de un  sembrador automatico.  EI  uso  de este  instrumento  nos  permiti6  disefiar nuevas

matrices aumentando el numero de clones sembrados y el numero de replicas.

El mayor ndmero de replicas nos permiti6 a su vez, aumentar la estrictez de los

analisis   con   el   objetivo   de   otorgarle   una   confianza   estadistica   a   los   resultados

obtenidos.  Aunque  el  ndmero de puntos de  hibridaci6n  rescatados  luego de descartar
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aquellos   puntos   de   mala   calidad,   es   menor   en   experimentos   de   hibridaci6n   en

membranas Tipo  11  respecto  a las  de Tipo  I,  estos datos  son  mas  confiables y poseen

una mayor resoluci6n,  ya que detectamos cambios de expresi6n menores a dos veces

pero consistentes en 6 replicas (p<0.01, tabla 4).

Esta  mayor  reproducibilidad  del  evento  de  sembrado  nos  permiti6  disefiar  un

experimento en  el  cual todos los clones secuenciados fueron  hibridados  con 5 sondas

distintas representativas de 5 intervalos de tiempo de desarrollo.  En este experimento,

cada clon fue sembrado en duplicado y cada sonda fue hibridada con dos matrices de

hibridaci6n,  con  lo  que  se  obtuvo  un  n  = 4  para  cada  clon  sembrado,  con  lo  que  se

realizo  una  prueba estadistica t.  En  este analisis se  rescatan  los  perfiies de expresi6n

de   cada   gen   individual,   posibilitando   el   analisis   de   su   expresi6n   con   una   mayor

confianza  estadistica.   149  genes  cambian  significativamente  en  al  menos  un  estado

respecto   al   estado   de   referencia,   correspondiente   a   blastodermos   sinciciales.   He

agrupado  los  genes  de  acuerdo  al  estado  del  desarrollo  en  que  su  expresi6n  es

maxima dentro de los estados probados, con el objetivo de tener una visi6n global de la

expresi6n  del  conjunto  de  genes  (tabla  5,  figura  18).  En  general,  observamos  que  un

grupo   de   38   genes   alcanza   su   expresi6n   maxima   en   el   estado   5,   durante   la

celularizaci6n,  y  un  grupo  de  17  genes  cuyo  maximo  de  expresi6n  ocurre .durante  ia

gastrulaci6n.  Los  restantes  94  genes  tienen  sus  maximos  de  expresi6n  en  estados

posteriores   del   desarrollo,   es   decir,   estos   genes   se   encienden   al   inicio   de   la

gastrulaci6n  pero  su  expresi6n  se  incrementa  en  el  tiempo  analizado.  EI  analisis  de

agrupamiento (cluster) nos indica que los  17 genes cuya expresi6n alcanza un maximo

durante  la  gastrulaci6n   ademas   comparten  un  comportamiento  similar  durante  los

estados probados sugiriendo que estan sujetos a un sistema de regulaci6n comdn, sin

embargo la confirmaci6n de este supuesto debe ser verificada a trav6s de ensayos que
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permitan  identificar secuencias comunes de regulaci6n en  las  regiones  promotoras de

los genes que constituyen este grupo y su actividad /.n v/.vo.

Una   mirada   mas   detallada   de   la   expresi6n   g5nica   durante   el   desarrollo

temprano  se  logr6  al  agrupar genes  que  comparten  funciones  relacionadas.  La figura

19 muestra los perfiles de expresi6n individual de los genes que componen algunos de

los  grupos  esquematizados  en  la  figura  22.  Entre  ellos  destacamos:  1)  el  grupo  de

genes  reguladores  del  citoesqueleto  (figura   19  A),   en  el  cual  encontramos  genes

previamente   mencionados,   serer]d/.p/.fy   a   y   ch/.ckadee,    ademas   de   sapf/.r}5,   que

presentan  un  maximo  de  expresi6n  en  el  estado  5. Todos ellos  estan  involucrados  en
'J

la reorganizaci6n del citoesqueleto de actina durante la celularizaci6n.  Este grupo esta

compuesto  ademas por los genes Roughened (R) y RhoGEF3,  que codifican para una

GTpasa  y  un  intercambiador de  nucle6tidos  de  Rho  (Asha  y  col.,  1999;  Hicks  y  col.,

2001).  Estos  genes  alcanzan  su  maxima  expresi6n  durante  la  gastrulaci6n  y  ambos

son  potenciales  reguladores  de  la  dinamica  del  citoesqueleto  de  actina.  Los  genes

comeffo y Hap23 se expresan durante la diferenciaci6n de los neuroblastos (Bulgheresi

y  col.,  2001;  Haass  y  col.,1990)  y  coherente  con  ello,  ambos  genes  presentan  un

aumento  de  su  expresi6n  en  los  estados  8-9,  cuando  comienza  la  diferenciaci6n  del

sistema  nervioso;  2)  el  grupo  de  genes  relacionados  con  sefializaci6n  extracelular

(figura   19   a).   Este   grupo   esta  formado   principalmente   por   genes   que   codifican

presuntas  proteinas de secreci6n y se distingue por que  carece de componentes que

alcancen  un  maximo  de  expresi6n  durante la  celularizaci6n,  sugiriendo que  la funci6n

de estas proteinas seria necesaria luego de la formaci6n de los tabiques celulares.  Los

genes   CG13427   y   CG13333   que   alcanzan   una   expresi6n   maxima   durante   la

gastrulaci6n  presentan  dominios  proteicos  de  peptido  serial  y  su  distribuci6n  espacio

temporal  ha  sido   recientemente  caracterizada   (Gonzalez-Agi]ero  y  col.,  2004).   Los
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genes beaf~///c e /mpL2 que alcanzan un maximo de expresi6n durante 'los estados 8-9

codifican,  respectivamente  para  una  proteina  de  adhesi6n  (Pipes  y  col.,  2001)  y  para

una  proteina  secretada  con  dominio  de  inmunoglobulina  (Garbe  y  col.,,1993),  ambas

necesarias   para   la   diferenciaci6n   de  tejido   nervioso;   3)   genes   reguladores   de   la

transcripci6n   (figura   19  C),   el  perfil  de  expresi6n  de  estos  genes   coincide   con   la

expresi6n  descrita  para  ellos  e  ilustra  su  activaci6n  secuencial,  en  distintas  vias  de

sefializaci6n, durante los estados examinados.

Este  tipo  de  analisis  nos  ayuda  a  construir una  imagen  mas  detallada  de  los

perfiles  de  expresi6n  de  estos  genes  que  es  de  gran  valor  a  la  hora  de  hacer  un

analisis  funcional  de    genes  particulares.  Por ejemplo,  dentro  del  grupo  de  17  genes

cuyo maximo de expresi6n ocurre durante la gastrulaci6n encontramos los siguientes:

1.    Rot/ghened (R,  CG1956) codifica para rap 1,  una GTpasa de la subfamilia Ras.

Mutantes en este gen presentan alteraciones en  la formaci6n  del surco ventral

al  inicio  de  la  gastrulaci6n,   debido  a  anormalidades  en  la  organizaci6n  del

citoesqueleto (Asha y col.,1999).

2.    Synfax/.n  7A  (CG5448),   codifica una proteina que participa en  la  regulaci6n de

la  liberaci6n  de  neurotransmisores  (Schulze  y  col.,   1995).  Sin  embargo,  sus

transcritos  han  sido  identificados  en etapas tempranas  del  desarrollo  (3  horas

post-fecundaci6n,  Burgess y col.,1997),  antes  de  la  diferenciaci6n del  sistema

nervioso.    Embriones   mutantes   para   Synfax/.n    7A,    presentan   alteraciones

durante    la    celularizaci6n,    sugiriendo   que   esta    proteina   juega    un   papel

importante  durante  este  proceso,  y  apoya  la  evidencia  de  que  el  trafico  de

membranas es un requerimiento esencial durante la formaci6n del blastodermo

celular.(Burgess y col.,1997).
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3.    Csp   (cysteine string protein,  CG6395) es un gen que codifica para una proteina

con actividad chaperona involucrada en la secreci6n de neurotransmisores y es

componente    de    las    vesiculas    sinapticas    (Umbach    y    col.,    1994).    Csp

interacciona  directamente  con   Synfax/.n  (Nie  y  col.,   1999).   Su  expresi6n  en

estados tempranos del  desarrollo  no  ha  sido  caracterizada,  si  bien  en  la  base

de  datos  BDGP  Gene  Expression  (http://w\/\/w.fruitfly.  org/cgi-bin/ex/insitu.pl)  se

registra  un  aumento en  la abundancia del transcrito de  Cap desde el  estado 5

de[ desarrollo.

4.    cub;.fas  /.r}terrapfus  (CG2125)   codifica   para  un  regulador  transcripcional  que

activa  o  reprime  a  los  genes  blanco  de  la  actividad  de  hedgehog  (Motzny  y

Holmgren,1995).  Alcanza  su  maximo  de  expresi6n  entre  los  estados  6-12  del

desarrollo  (http://w\^rw.fruitfly.  org/cgi-bin/ex/insitu.pl).  Su expresi6n es ubicua en

el embri6n  hasta el estado de extensi6n de la banda germinal,  ocurrida durante

el estado 8 (Orenic y col.,1990)

5.    ne/./.re  (CG15319)  codifica  para  un  co-activador de  cub/.fus /.nfemupfus (Akimaru

y   col.,    1997;    Chen   y   col.,    2000)   induciendo    la   expresi6n    de   patched,

decapenfap/e/./.co y  w/.ng/ess.  ne/./.re tambi6n  seria  necesario  para  la  activaci6n

transcripcional de tw/.s{ mediada por Dorsal (Akimaru y col.,1997b).     .

6.    Pfr toafchecJ re/afed,  CG11212)  codifica para una proteina similar a patched. AI

igual  que  parched,  Pfr codifica  para  un  putativo  receptor  con  11  dominios  de

transmembrana. Posee, ademas, un dominio SSD (Sterol Sensing Domain) que

parece funcionar como un dominio de regulaci6n involucrado en procesos como

el   trafico   de   membranas,   sefializaci6n   celular   y   citoquinesis   (Kuwabara   y

Labouesse,  2000).  EI  patr6n  de  expresi6n  espacio-temporal  de  este  gen  se

encuentra resumido en la figura 21.
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7.    RhoGEF3   (CG1225)   codifica   para   una   presunta   proteina   con   actividad   de

intercambiador de nucle6tidos de Rho.  Durante la gastrulaci6n y la extensi6n de

la   banda   germinal,   RhoGEF3   exhibe   un   patr6n   de   expresi6n   segmentado

expresandose  subsecuentemente  en  c6Iulas  ventrales,  en  grupos  especificos

de c6Iulas subepidermicas (Hicks y col., 2001).

8.    Laches/.n  (CG12369)  codifica  para  una  proteina  con  dominio  inmunoglobulina

involucrada  en  la  diferenciaci6n  de  los  neuroblastos  precursores  del  Sistema

nervioso  (Karlstrom y col.,1993). Alcanza su  nivel   maximo de expresi6n  entre

los     estado     6-9     del     desarrollo     embrionario     (http://www.fruiffly.     org/cgi-

bin/ex/insitu.pl).

9.    thor  (CG8846)   codifica   para   un   regulador  traduccional   que   responde   a   la

cascada  de  sefializaci6n  activada  por insulina,  su  sobre-expresi6n  genera  una

reducci6n  del  tamafio  de  los  discos  imaginales  y del tamafio  celular   (Miron  y

col., 2001).

10. Lsd-7  (i/.p/.d storage  drap/ef-7,  CG10374)  codifica  para  una  proteina  asociada

con  la  membrana  de  las vesiculas  de  almacenamiento  de  lipidos  en  la  celula

(Miura y col., 2002), se expresa principalmente en larva y pupa, sin embargo en

el  lapso de tiempo estudiado,  presenta un incremento expresi6n en los estado

6-7 (Arbeitman y col., 2002).

11. CG13333 codifica para una proteina no caracterizada que posee una secuencia

consenso  de  p6ptido  serial.  CG13333  se  expresa  en  estados  tempranos  del

desarrollo   en  el  ectodermo  dorsal  y  mesoectodermo  y  en  el   primordio  del

ectodermo  ventral  (observaciones  sin  publicar).  Entre  los  estados  10  y  13  es

detectado  en  un  grupo  de  c6Iulas  precursoras  neurales  (Brody  y  col.,  2002).

Tanto en  esta tesis como en  un analisis previo  (Gonzalez-agi]ero y col.,  2004),

105



CG13333   present6   un   cambio   en   su   abundancia   relativa   entre   el   estado

gastrula y el de blastodermo sincicial mayor a 6 veces.

12. CG5684  codifica  para  una  proteina  no  caracterizada  que  posee  un  dominio

CAF1,  caracteristico  del  componente  principal  del  complejo  qLie  degrada  los

extremos  poly-A de  los  mensajeros.  CG5684 se expresa  a  partir del  estado  5

(Arbeitman y col., 2002).

13. //2/35Ea  (CG4148)   codifica  para  un  factor  de  transcripci6n  con  dominio  de

dedos    de    Zinc    relacionado   con    sna/./,    y   regularia    la    diferenciaci6n    de

neuroblastos (Cai y col., 2001).

14. //2/08777 (CG15095)  codifica para una proteina  cuyo homologo  en humano es

un  co-transportador Na/P04.  Su expresi6n en estados tempranos del desarrollo

no  ha sido  caracterizada,  si  bien en la base de datos  BDGP  Gene  Expression

(http://www.fruitfly.org/cgi-bin/ex/insitu.pl)     se     registra     un     aumento     en     la

abundancia del transcrito en el estado 5 del desarrollo.

15. CG8960   es   un   gen   cuya  secuencia   aminoacidica   presenta   una  secuencia

consenso de peptido serial, no contiene ningtln otro dominio proteico conocido y

no  presenta  ort6logos  en  otras  especies.  En  la  base  de  datos  BDGP  Gene

Expression  (http://www.fruitfly.org/cgi-bin/ex/insitu.pi) se registra uri aurrier,to en

la abundancia del transcrito de CG8960 en los estados 6-7 del desarrollo.  Este

transcrito   se   expresa   de   manera   ubicua   en   blastodermos   celulares.   Su

expresi6n   persiste  hasta  el  estado   10,   localizandose  en  los  primordios  del

mesodermo y del endodermo anterior.

16. CG13427   es   un   gen   que  codifica  para   una   proteina   cuyo   extremo   amino

terminal   presenta   una   secuencia   consenso   de   p6ptido   serial,   no   contiene

ningt]n   otro   dominio   proteico   conocido   y   no   presenta   ort6logos   en   otras
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especies.  Tanto  en  esta tesis  como  en  un  analisis  previo  (Gonzalez-agt]ero  y

col.,   2004),   CG13427  present6  el  mayor  nivel  de  cambio  en  su  abundancia

relativa  entre  el  estado  gastrula  y  el  de  blastodermo  sincicial  (>30  veces).  Los

transcritos de este gen se expresan principalmente en embriones de estados 5-

7   en   dominios   discretos   de   c6lulas   ectod6rmicas   (Gonzalez-Agi]ero  y  col.,

2004).

17. CG31131  es  un  gen  cuya secuencja  aminoacidica  no  contiene ningtin  dominio

proteico conocido y no presenta ort6logos en otras especies.

En  resumen,  dentro del grupo de genes que aumentan su expresi6n durante la

gastrulaci6n  encontramos  genes  de  funciones  conocidas  involucrados  en  !a  via  de

diferenciaci6n  de hedgehog,  en  la  regulaci6n  de  la  dinamica del  citoesqueleto y en  el

trafico  de  membranas.  Junto  con  ellos,  identificamos  genes  para  los  que  no  existe

informaci6n de su funci6n.  En algunos casos,  ellos poseen atributos estructurales, que

sumados a sus datos de expresi6n, permiten inferir algunas funciones. For ejemplo, los

datos obtenidos para Pfr permiten postular un papel para este gen dentro de una via de

sefializaci6n  intrace[ular,  posiblemente,  y  sobre  la  base  de .su  similitud  de  secuencia

con  la proteina Patched de Drosaph/./a y de otras especies,  estamos eri presencia de

un  componente  adn   no  descrito  de   la  via  activada  por  hedgehog.   Esta   idea  es

reforzada mediante el examen del patr6n de expresi6n espacio-temporal descrito en la

figura 21, en donde vemos que su transcrito se expresa en el ectodermo dorsal durante

los  primeros  estados  del  desarrollo.  Por  otro  lado,  Ios  genes  CG13427,  CG13333  y

CG8960,  no  poseen  dominios  proteicos  conservados  ni  presentan  ort6logos  en  otras

especies,  pero  al  parecer codifican  proteinas  de  secreci6n  de  pequefio tamafio  (105-

114 kDa.)  EI  patr6n de expresi6n temporal y espacial de CG13333 y CG13427 ha sido
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analizado en Gonzalez-Agtlero y col.  (2004). Estos genes se expresan en una ventana

temporal estrecha  en  regiones  particulares del embri6n,  esta informaci6n junto con  las

caracteristicas   de    las   proteinas   codificadas   por   ellos   los   convierte   en   buenos

candidatos  para  participar en  la  coordinaci6n  de  los  movimientos  celulares  durante  la

gastrulaci6n a trav6s de la comunicaci6n intercelular. Cabe destacar que no fue posible

identificar  las  contrapartidas  de  estos  tres  genes  en  especies  cercanas  a  Drosaph/./a

melanogaster,  Drosophila pseudobscura y Anopheles gambiae, para las cuales exjiste

informaci6n de transcritos y/o secuencias gen6mica, sugiriendo que estos genes serian

prop.ios de D. melanogaster.

La    informaci6n   proporcionada   en   este   trabajo,   que   combina   el   enfoque

experimental  y  el  enfoque  bioinformatico,  permite  inferir  funciones  de  genes  adn  no

caracterizados,  uno de los problemas surgidos en la era post-gen6mica,  caracterizada

por mostrar  una  desigualdad  entre  el  ndmero  de  genes  y  las  funciones  asignadas  a

ellos.  En  el  caso  de  Drosaph/./a,  solo el 48% de  los genes  anotados  posee funciones

moleculares   asignadas   en   Gene   Ontology   mientras   que   solo   el   28°/o   han   sido

asignados  a  procesos  biol6gicos  particulares.  Sin  duda,  sera  necesario  avanzar en  la

caracterizaci6n  funcional  de  los  genes  identificados  en  este  trabajo  para  los  cuales

contamos  ahora  con  evidencia  experimental  de  su  expresi6rl  temporal.  Para  ello  es

necesario  implementar ensayos  bioquimicos que  proporcionen  informaci6n  directa  de

su actividad en la celula y analizar el efecto de alteraciones en su expresi6n durante el

desarrollo embrionario mediante la utilizaci6n de las mdltiples herramientas disponibles

para este organismo modelo con el prop6sito de evaluar su participaci6n en el proceso

de la gastrulaci6n.
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CONCLUSIONES

La   aplicaci6n   de   la  hibridaci6n   sustractiva  por  supresi6n,   combinada  con   la

clonaci6n de los genes aislados  permiti6 construir una genoteca enriquecida en genes

de  expresi6n  diferencial  en  gastrula,  rescatando  algunos  genes  bien  caracterizados

que  estan  relacionados  a  los  procesos  celulares  y  moleculares  que  dan  inicio  a  la

morfogenesis  de embriones  de Drosaph/./a me/anogasfer y que son  responsables  del

fenotipo exhibido por el embri6n durante esta etapa del desarrollo.  Por lo tanto, muchos

de   los   genes   que   atln   no   han   sido   caracterizados   son   buenos   candidatos   a

desempefiar   funciones   similares.   Debido   a   esto,   podemos   decir   que   los   genes

responsables  de  este  fenotipo  son  posibles  de  identificar e  individualizar  mediante  el

examen cuantitativo de los niveles de abundancia de sus mensajeros.

La   caracterizaci6n   de   la   genoteca   utilizando   la   base   de   datos   de   Gene

Ontology,  revela que 6sta contiene una mayor proporci6n de genes que participan en la

transcripci6n  y traducci6n  que  en  el  genoma.  De  la  misma  manera  existe  una  mayor

proporci6n de proteinas que participan en procesos biol6gicos de morfogenesis.

Mediante el uso de hibridaciones en matrices se determin6 que el 64% de los

genes de la genoteca se sobre-expresan durante el estado de gastrulaci6n.. Mediante

esta  metodologia  se  obtuvieron  los  perfiles  de  expresi6n  de  149  genes  (55%)  que

presentan   un   cambio   significativo   (p<0.05)   en   al   menos   uno   de   los   estados   del

desarrollo   probados   respecto   al   estado   de   blastodermo   celular.   Estos   resultados

indican que la expresi6n de los genes aislados presenta dos tipos de comportamientos

expresi6n transitoria o sostenida a lo largo del desarrollo embrionario.

De  los  genes  cuyo  maximo  de  expresi6n  tiene  lugar  duran{e  la  gastrulaci6n

encontramos  principalmente  genes  de  expresi6n  en  el  ectodermo.  Podemos  agrupar
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estos  genes  en  tres  categorias:  un  grupo  que  participa  en  vias  de  seFializaci6n;  otro

que  participa  en  la  regulaci6n  de  la  dinamica  del  citoesqueleto  y  un  tercer grupo  que

participa   en   el   trafico   de   membranas.   Existen   ademas   genes   que   no   han   sido

caracterizados  molecularmente,  pero  cuyos  perfiles  de  expresi6n  temporal  y  espacial

sugieren  su  participaci6n  en  los  procesos  morfogeneticos  que  tienen  lugar durante  la

gastrulaci6n.

La metodologia utilizada aport6 una gran cantidad de informaci6n relacionada a

la expresi6n de los genes aislados, muchos de ellos no caracterizados, que combinada

con la informaci6n contenida en otras bases de datos, como Gene Ontology o lnterpro,

nos  permite  proyectar estos  resultados hacia la formulaci6n de posibles  redes g6nicas

funcionales.   La   informaci6n   entregada   es   relevante   en   temas   como   gen6mica   y

biologia molecular y aporta un conjunto de genes que son candidatos interesantes para

estudios  funcionales  posteriores  orientados  a  evaluar  su  participaci6n  en  procesos

particulares del desarro]lo embrionario.

Finalmente,  el  desarrollo  y  la  implementaci6n  de  una  tecnologia  tan  versatil

como  la  hibridaci6n  en  matrices  cobran  relevancia  por sus  proyecciones  en  el  ambito

del desarrollo de la biotecnologia en nuestro pats.
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