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RESUMEN

La familia de proteinas CSRNPs esta conservada en animales y su ortélogo en
Drosophila melanogaster, DAxud1, se ha vinculado con apoptosis y tolerancia a
estrés. Ademas, se ha propuesto como posible factor de transcripcion debido a su
Iocélizacién nuclear y su unién a secuencias nucleotidicas especificas en ensayos
in vitro. Hasta ahora, no se han identificado genes blanco de DAxud1, ni la
naturaleza de su funcién en el ntcleo celular que lo vinculen con la respuesfa a
estrés. Por esto, en el presente trabajo se quiso establecer su posible rol en la
respuesta transcripcional al estrés y apoptosis. En esta tesis, demostramos que
DAxud1 es un componente de la cromatina, y durante el estrés térmico, la proteina
es reclutada en gran cantidad en loci que codifican genes hsp70, proteinas
chaperonas moleculares que impiden la agregacion de las proteinas
estructuralmente dafiadas por los diferentes tipos de estrés abiéticos. La pérdida
de funcion de DAxud1 genera fenotipos de termosensibilidad, posiblemente debido
a la menor expresion del ARNm hsp70 observada en esta condicion. Se establecio
ademas que DAxud1 se mantiene de manera frecuente en regiones del genoma
que tienen la secuencia nucleotidica RTACATAY, presente en todos los
promotores de la familia de genes hsp de Drosophila melanogaster. Con esta
informacion, determinamds que una de las funciones fisiologicas de DAxud1 es la

de mantener una eficiente transcripcion de genes hsp70 en respuesta al estrés

térmico.




ABSTRACT
The CSRNP family of proteins, conserved only in animals and whose orthologous
is DAxud1 in Drosophila melanogaster, has been linked with apoptosis and stress
tolerance. In addition, it has been proposed as a possible transcription factor due
to its nuclear localization and its binding to specific nucleotide sequences, verified
by in vitro assays. There is no information about the real function in the cell
nucleus, and if is linked to a physiological process. Therefore, in the present work it
was wanted to relate this characteristic with its possible role in stress and
apoptosis, through experiments related to the increase of temperature. In these
studies, we demonstrated that DAxud1 is a component of the chromatin, and
during thermal stress, the protein is highly recruited at loci encoding hsp70 genes,
whose coding protein is a molecular chaperone that prevents protein aggregation
from damage. The loss of DAxud1 function generates thermosensitive phenotypes,
as well as lower hsp70 mRNA expression, presumed base of the phenotype
already mentioned. It was further established that DAxud1 is frequently maintained
in regions of the genome that have the nucleotide sequence RTACATAY, which is
in all promoters of the hsp gene family of Drosophila melanogaster. With this
information, we determined that one of the physiological functions of DAxud1 is to
maintain an efficient transcription of hsp70 genes under conditions of thermal

stress.
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INTRODUCCION

Estrés térmico

En la naturaleza, los seres vivos deben mantener su homeostasis para
subsistir y completar su ciclo como individuos. Sin embargo, este proceso
usualmente puede ser perturbado por las condiciones biéticas y abiéticas que se
presentan en el medio ambiente y que pueden poner en peligro su existencia.
Todos los organismos tienen mecanismos para censar estas variaciones y
responder adecuadamente, modificando su comportamiento y activando

respuestas especificas a nivel fisioldgico y celular.

Una de estas condiciones ambientales es el cambio de temperatura fuera
de rangos fisiolégicos, que provoca alteraciones en los componentes basicos de la
célula: en las proteinas usualmente produce denaturacién, y eventualmente,
agregacion de las mismas, perturbando el metabolismo general y la estructura del
citoesqueleto (Welch y cols., 1986). A nivel de lipidos, el aumento de temperatura
afecta la fluidez de la membrana celular, produciendo desbalances en Ia

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

Dado que las fluctuaciones de temperatura son frecuentes en la naturaleza,
todos los organismos poseen mecanismos moleculares de tolerancia al estrés

térmico.



Mecanismos de tolerancia y respuesta

En la célula, el mecanismo de respuesta y tolerancia mejor caracterizado es
la sintesis inducible y rapida de una familia de proteinas HSPs (Heat Shock
Proteins, HSPs), conservadas en todos los reinos (Hightower, 1991). En
eucariontes, la familia se compone de las proteinas Hsp100, Hsp90, Hsp70,
Hsp60 y Hsp27. Hsp70, también conservada en todos los reinos, ha sido la
proteina mas estudiada en cuanto a estructura, sintesis y regulacién, ya que fue la

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

La identificacion de los genes que codifican las proteinas Hsp70 ocurrié por
observaciones directas de cambios de condensacion de los cromosomas
politénicos de Drosophila melanogaster extraidos de tejidos expuestos a un
aumento de temperatura o estrés térmico (37°C por 30 minutos). Especificamente,
en este estudio se observé una descondensacion de cromatina en los loci 87A y
87C (Ritossa, 1962). Posteriormente se estableci6 que en esos loci estaban
localizados los genes que codifican para las proteinas Hsp70 (Ashburner y cols.,
1979), incluyendo 5 paralogos: Hsp70Aa, Hsp70Ab, Hsp70Bb, Hsp70Bbb y
Hsp70Bc. Estudios posteriores establecieron que estas proteinas son esenciales

para la tolerancia al estrés térmico tanto agudo como crénico (Lindquist, 1986).

Modulacién de expresion de Hsp70

En Drosophila melanogaster la sintesis de ARNm vy proteinas Hsp70 es

relativamente rapida en todos los tejidos de la larva después de la exposicién a un

aumento de temperatura de 25° grados a 37°C 6 39°C. Asi, los niveles de ARNm y
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proteina de Hsp70 aumentan significativamente a los 15 minutos después de la
exposicién a esta condicién de estrés (Gasch y cols., 2000; Kregel y cols., 2002;

Lakhotia y cols., 2002).

En eucariontes, la induccién de sintesis de ARNm y proteinas Hsp70 no
solo es desencadenada por estrés térmico, siendo demostrado que su expresion
aumenta fuertemente en tejidos de Drosophila durante estrés oxidativo (Ahamed y
cols., 2010; Donati y cols., 1991; El Golli-Bennour, 2011), hipoxia (Azad y cols.,
2011), exposicion a metales pesados (Courgeon y cols., 1984), etanol (Michel y

cols., 1986) y presién hidrostatica en las células (Kaarniranta y cols., 1998).

Segun el modelo universal de regulacion de expresién de hsp70, el principal
regulador transcripcional de la expresion de hsp70 es el factor de transcripcion
HSF. Segin el modelo propuesto de Kregel y cols.,, 2002, en condiciones
fisiologicas este factor de transcripcion se encuentra unido a Hsp70 e inactivo en
el citoplasma. Mientras, bajo situaciones de estrés térmico, oxidativo, hipoxia,
entre ofros, la proteina HSF pierde afinidad por Hsp70, producto de cambios
conformacionales inducidos por las condiciones de estrés (Kregel y cols., 2002). A
partir de estos cambios, se forman homotrimeros de HSF, que corresponde a la
configuracion activa, que transloca al ntcleo y activa la transcripcion de hsp70
entre otros genes (Morimoto y cols., 1998; Kregel y cols., 2005). A su vez, si las
condiciones estresantes perduran, se establece un circuito de retroalimentacién

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

mecanismo permite establecer una adaptacion al estrés a largo plazo (Tang y

cols., 2015).
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También se ha demostrado que HSF se puede activar y unir en loci de
genes hsp70 por si sola en condiciones que no generan aumento evidente en la
cantidad de proteinas denaturadas, como son el aumento de calcio intracelular,
antiinflamatorios y acido salicilico (Bruce y cols., 1993; Housby y cols., 1999; Price
y cols., 1999). De lo anterior y del mecanismo canénico de regulacién de la
expresion de las Hsp previamente presentado se desprende que posiblemente
existen otros factores que favorecen la activacion la transcripcién de los genes hsp
en conjunto de HSF, coordinando respuestas rapidas para responder a diferentes

condiciones-de estrés.

En este sentido, al someter a larvas de Drosophila a estrés oxidativo
(presencia de concentraciones de oxidantes como H202), HFS relocaliza al nGcleo
y acumula en los Joci 87A-87C, aunque su efecto en el aumento de ARNm de
hsp70 no es tan pronunciado como el observado en situacién de estrés térmico
(Bruce y cols., 1993). Los transcritos y las proteinas Hsp70 aumentan durante el
estrés oxidativo a corto, mediano y largo plazo (Ahamed y cols., 2010: Donati y
cols., 1990; El Golli-Bennour, 2011), por lo que HSF seria uno de varios posibles
factores que participan en esta respuesta al estrés y como mediadores de la

tolerancia al estrés en términos generales.

Otros elementos reguladores de la transcripcién de hsp70

Existen otros elementos reguladores que se posicionan en los promotores

de genes hsp70 durante los procesos de respuesta a estrés, promoviendo la
elongacion de la ARN Polimerasa Il durante la transcripcion y mejorando la

eficiencia de la activacién de la transcripcion por apertura de la cromatina
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(desplazamiento de nucleosomas y modificacién de histonas). Es precisamente en
los loci que codifican hsp70 (87A-87C) donde se relocalizan factores de
transcripcion y elongacién adicionales a HSF, siendo algunos de ellos los factores
de Spt5 y Spt6. Estos forman parte de un complejo denominado DSIF, el cual
favorece la tasa elongacion de la transcripcion (Missra y cols., 2010), definida
como la velocidad con que la Polimerasa incorpora los nucleétidos a la hebra de

RNA naciente por segundo.

En Drosophila el complejo DSIF se encuentra ampliamente distribuido en la
cromatina, pero experimenta una marcada relocalizacion en los loci 87A y 87C
durante estrés térmico (Andrulis y cols., 2000). Un fenémeno similar ocurre con las
proteinas Ciclina-T y Cdk9, que forman parte de otro complejo que promueve y
mantiene la fosforilacién del dominio CTD de la ARN Polimerasa I, conservandola
activa durante la transcripcion (Lis y cols., 2000). Ambos complejos son esenciales
para la transcripcién eficiente de los genes hsp70 frente a condiciones de estrés
térmico. En consecuencia, la pérdida de funcion de alguno de los componentes da
lugar a una disminucion de la transcripcion de genes hsp70 y de la respuesta al

estrés térmico (Lis y cols., 2000).
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Figura 2: Expresion de proteinas Hsp se inducen por diferentes estimulos en
células eucariontes. Agentes estresores como cambios de temperatura, radicales
libres, presion, acidificacion, entre otros generan mal plegamiento de las proteinas,
generando perturbaciones en la homeostasis y viabilidad celular. Adicionalmente,
en el nicleo se desencadena una respuesta transcripcional que deriva en un
fuerte aumento en la sintesis de proteinas Hsps, que impiden en parte los efectos
deletéreos del mal plegamiento en las proteinas y su agregacién. Adaptado de

Kregel, 2002.




También existen otros elementos de la cromatina, como los modificadores
de histonas Spt16 y SSRP (Saunders y cols., 2003), que junto al co-activador
MED13 (Lebedeva y cols., 2005), se relocalizan a los loci hsp del genoma durante
el estrés térmico, manteniendo la cromatina en condiciones que favorecen la
transcripcion. Debido a la creciente cantidad de elementos que se han identificado
como participantes en este tipo de respuesta, no se han descartado nuevos
factores asociados a la cromatina que pudieran modular la activacion de la

transcripcion de genes hsp y la respuesta al estrés celular.

DAxud1 como posible regulador de respuesta a estrés

Si bien se han estudiado varios elementos que participan en la respuesta
general a estrés, y en la regulacion de los genes hsp70 como uno de los
principales efectores, persiste la bisqueda de nuevos elementos reguladores que
permitan entender la diversa y sutil modulaciéon de las respuestas frente a las
diferentes condiciones de estrés celular. Dentro de la busqueda de nuevos
elementos implicados en la respuesta a estrés, se ha propuesto que las proteinas
de la familia CSRNP (Cystein-Serine Rich Nuclear Proteins; DAxud1 en Drosophila

melanogaster) actuarian como factores de transcripcion (Gingras y cols., 2007).

Estas proteinas estan conservadas en animales, y se le ha sugerido que
tendrian roles en la supresién de tumores (Ishiguro y cols., 2001), respuesta a
interleuquinas (Gingras y cols., 2007; McDermontt y cols., 2012) y en general, a

estrés de diferente naturaleza.




Sobre su funcién en estrés, existe una correlacién recurrente entre aumento
de los niveles de ARNm de los homélogos de DAxud1 y la exposicién a esirés
oxidativo (Yi y cols., 2006; Cheng y cols., 2013), respuesta inmune a patégenos
(McDermont y cols., 2012) y presién (Diercke y cols., 2014). No se ha estudiado si
se mantiene correlacion con el estrés térmico, o si esta proteina es necesaria para
la respuesta a los diferentes tipos de estrés. Estos estudios concuerdan en que
DAxud1 aumenta su expresién de manera significativa frente a estrés crénico, que
es similar a lo que ocurre con HSF frente a estrés térmico (Tang y cols., 2015). Por
otra parte, los estimulos que aumentan los niveles de expresién de los homélogos
de DAxud1 son similares a los que incrementan la expresién de las proteinas

Hsp70.

Antecedentes sobre el gen DAxud1

El primer estudio de un homélogo de DAxud1 se realizé en un escaneo con
microarreglo en cultivo de células de tumor de colon humano (Ishiguro y cols.,
2001). Se demostré que, al comparar perfiles de expresion de células de cancer
de colon con células de epitelio sano, las células de cancer tenian muy baja
expresion de un gen de codigo A5900 (nombre de la sonda en el microarreglo que
se utilizo, correspondiente a la de Axud1). Estas células ademas tenian una
mutacion en AXINA (elemento regulador negativo de la via WNT), proteina
constituyente del complejo que ubiquitina a la proteina Beta-Catenina, impidiendo
que se acumule y que transloque al nicleo donde activa la expresién de genes
blanco de la via. En el mismo estudio se transfectaron esas células con un

constructo que expresa AXINA, evidenciando que el gen homélogo de DAxud1



aumentaba su expresion de forma significativa; ademas el fenotipo de las células
resultd en arresto del ciclo celular y apoptosis. Debido a lo anterior, el gen se
conocié como AXUD1 (Acrénimo de AXin Up RegulateD 1; DAxud1 en Drosophila)
y se postulé como un posible gen pro-apoptético y anti-mitogénico, respuestas
tipicas al estrés celular de diferente naturaleza (Redza-Dutordoir y cols., 2016). El
grupo de Gingras y colaboradores (Gringas y cols.,, 2007) estudié los tres
paralogos de ratén (mus musculus) (CSRNP-1, CSRNP-2, CSRNP-3), y descubrié
que estas proteinas estan conservadas desde Drosophila a Humano, llamando a
este gen y sus ortdlogos CSRNP (Cysteine-Serine Rich Nuclear Protein), debido a
su composicién aminoacidica y su localizacién nuclear. Ademas en el estudio se
sugirié que estas proteinas serian factores de transcripcién ya que mediante
andlisis SELEX1" se identificé la secuencia de ADN AGAGTG a la cual se uniria.
Por otro lado, un experimento de monohibrido, donde se fusioné la proteina
CSRNP-1 con el dominio de unién al DNA de la proteina Gal4, demostré gue estas

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

SELEX: Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment. Traduccién de Enriquecimiento
exponencial de evolucién de ligandos sisteméatica. Técnica que consiste en exponer la proteina
recombinante de interés, unida a una matriz de forma covalente, a un medio con oligonucleétidos
sintetizados artificial y aleatoreamente. Se basa en la unidn selectiva de las secuencias, lavado para
descartar los menos afines y amplificacién de los que persistieron unidos después de los lavados. Se realizan
varios ciclos y los oligos finales se secuencian (Djordjevic, 2007).
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Figura 2: DAxud1 es un transcrito de componente materno y que se expresa
en tejidos con actividad mitética. Se muestran hibridaciones in situ realizadas
para el transcrito de DAxud1. A) Embrién etapa 2 B) Blastodermo C) Embrién en
etapa de elongacion de banda germinal, en que se indica expresiéon en surco
cefalico (flecha de la izquierda) y progenitores intestinales (derecha). D) Disco
imaginal de ala, en que la expresién es mayor en el pouch E) Disco imaginal de
0jo, en que se observa que la expresion tiene una marcada disminucién en tejido
anterior, en proceso de diferenciacion a fotoreceptor, sin actividad proliferativa F)
Acercamiento al disco de ojo de la imagen E, en que se observa con mejor
definicion la diferencia de expresion entre la zona proliferativa y en diferenciacion,
indicandose con flecha el surco morfogenético. Adaptado de Glavic y
colaboradores (2009).

En un estudio previo de nuestro laboratorio en Drosophila melanogaster
(Glavic y cols., 2009), se evidenci6 que DAxud1 presenta expresion de
componente materno durante el desarrollo. Los mensajeros se distribuyen de
manera relativamente ubicua en el embridon hasta la retraccién de la banda
germinal, estadio en que la expresion cigética se restringe principalmente al
primordio de intestino, cordén neural ventral y tejidos imaginales; todos tejidos con

alta actividad mitética (Figura 2).
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Figura 3: Sobreexpresion de DAxud1 genera muerte celular. En los
recuadros superiores se muestran los efectos de la sobre-expresion de DAxud1
en disco imaginal de ala de tercer estadio (A-C), siendo A) una hibridacién in situ
en que se observa el territorio de la sobreexpresion de un constructo de DAxud1
(c676), mediante una expresion sitio dirigida mediante el sistema Gal4-UAS en
la zona indicada por hibridacion in situ para DAxud1, B) Inmunofluorescencia de
Caspasa 3 activada y C) Tincion TUNEL que revela células apoptéticas. D y E
muestra los efectos de la muerte cellular en el ala del adulto, exhibiendo: D) el
Control y E) los efectos de la sobreexpresiéon DAxud1, lo que demuestra el
efecto de la muerte celular inducida por la ganancia de funcién. Figura adaptada
de Glavic y colaboradores (2009).
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También se demostré que la ganancia de funcién de DAxud1 en Drosophila
melanogaster produce muerte celular y arresto en la fase G2/M del ciclo celular en
los discos imaginales (Figura 3). Este bloqueo en el ciclo celular induce apoptosis
de las células de manera dependiente de la activacion de la via JNK (Glavic y

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

La expresién de las proteinas Hsp70 y la activacién de la ruta JNK
aumentan durante las respuestas a esirés celular (Gabai y cols., 1998),
particularmente en el proceso de respuesta a estrés térmico, donde se requiere de
ambos elementos para establecer una respuesta celular 6ptima (Gonda y cols.,
2012). En consecuencia, DAxud1 podria participar de la respuesta a estrés celular,
como un modulador transcripcional influenciando el incremento y la activacion de

ambos elementos.

Papel de Axud1 en procesos celulares del desarrollo animal

Ademas del potencial vinculo con la respuesta a estrés, se ha estudiado en
pez cebra (Danio rerio) y en pollo (Gallus gallus domesticus) el rol de los ortdlogos

de DAxud1 en el desarrollo de sistema nervioso central.

En pez cebra se analizaron sus dos ortdlogos Csrnpia y Csrnp1b. La
inyeccion de un oligonucleétido morfolino contra Csrnp1a, que inhibe la produccion
de la proteina, en cigoto de pez cebra produce el desarrollo deficiente de cerebro y
de linajes hematopoyéticos (Espina y cols., 2013); mientras que la inyeccién de
morfolino contra Csrp1b solo afecta el desarrollo de cerebro (Feijoo y cols.,

2009). Esto se debe a que ambos paralogos se expresan y son requeridos en el
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cerebro y la médula espinal en desarrollo, mientras que so6lo Csrnp1a se expresa y
seria necesario en la masa celular intermedia, regiéon del embrion y larva de pez

cebra de donde derivan las células hematopoyéticas.

Por otra parte el homologo de DAxud1 en Gallus gallus se expresa en tubo
neural en desarrollo, especificamente en las crestas neurales. La pérdida de
funcion de esta proteina, generada por electroporacion de un morfolino especifico,
impide la apropiada diferenciaciéon y migracion de las células de la cresta neural,
precursores del sistema nervioso periférico del animal (Simoes-Costa y cols.,

2015).

Resumen de antecedentes

A continuacion se resumen los principales antecedentes que dirigen la
hipétesis y trabajo de esta tesis. 1) Los niveles de ARNm de DAxud1 aumentan
fuertemente la exposicion de los diferentes sistemas a una variedad de formas de
estrés cronico, como son: estrés oxidativo, presion y patogenicidad; 2) se ha
demostrado actividad pro-apoptética, caracteristica de un regulador terminal de la
respuesta a estres (Pietenpol y cols., 2002; Rossi y cols., 2015; Redza-Dutordoir y
cols., 2016). 3) Gingras y colaboradores (2007) proponen que las proteinas
CSRNP son reguladores transcripcionales. De lo anterior, podemos sugerir que los
CSRNP podrian regular genes de la familia Hsp y otros durante la respuesta a
diferentes tipos de estrés. En este trabajo nos propusimos analizar si DAxud1 se
une a la cromatina y si esta propiedad esta asociada a su capacidad de modular la
activacion de la transcripcion de genes inducidos en respuesta a estrés general y

térmico. Nos enfocamos en el estrés térmico debido a que la respuesta a esta
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condicién celular estda ampliamente caracterizada comparte muchos elementos
con ofros tipos de estrés y es una condicién experimental facil de inducir donde se
pueden investigar los cambios de expresion de los genes hsp y de otros a corto y

largo plazo.
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HIPOTESIS

“DAxud1 es un regulador transcripcional de genes de respuesta a estrés térmico”

Objetivo general
“Establecer si DAxud1 es necesario para la respuesta a estrés térmico y definir su

impacto en la regulacién transcripcional de genes hsp70”

Objetivos especificos
Objetivo especifico 1: Evaluar si DAxud1 es necesario para la tolerancia a estrés
térmico.

Objetivo especifico 2: Establecer si DAxud1 es un componente de la cromatina y
si se localiza en loci vinculados a la respuesta a estrés.

Objetivo especifico 3: Generar un perfil de posicionamiento genémico de
DAxud1 para establecer su potencial impacto regulatorio global en respuesta a
estrés.
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MATERIALES Y METODOS

Drosophila melanogaster, modelo de estudio

Dentro de la lista de ventajas del modelo, destaca el corto ciclo de vida, bajo
costo de mantencién de los individuos, gran progenie y ademas su proceso de
desarrollo esta bien estudiado. Su genoma estd completamente secuenciado y

anotado, siendo la Ultima version publicada en 2015 (Version base dm6).

Un aspecto que permitié el desarrollo de Drosophila como un excelente
modelo genético es la capacidad de mantener e identificar mutaciones y/o
transgenes por generaciones. Mediante el uso de cromosomas balanceadores se
puede mantener por generaciones un cromosoma modificado de interés por un
nimero indefinido de generaciones. Estos son cromosomas tienen inversiones y
translocaciones, por lo que impide que la recombinacién meiética tenga lugar
durante la ovogénesis (sélo las hembras recombinan). Cada balanceador posee
un marcador de fenotipo dominante que es facilmente reconocible. Existen
balanceadores para los cromosomas X, 2 y 3, exceptuando los cromosomas 4 e Y

debido a su tamario.
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Nomenclatura de genotipos den Drosophila melanogaster

En este trabajo, se utilizd la nomenclatura simplificada. Para ilustrar de

mejor forma la nomenclatura, revisamos un ejemplo:
y,wiw; +[UAS-GFP; hh>Gal4, UAS-RFP/Th

Los cromosomas se escriben en orden, partiendo por X, en la izquierda y
hacia la derecha el resto, terminando con el cromosoma 3.Cromosomas 4 e Y no
son indicados. Cada uno de ellos se separa por un signo ;. Los elementos que se
encuentran en el mismo cromosoma son separados por , y los cromosomas

homélogos de separan con /.
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Figura 4: El ciclo de vida de D. melanogaster y sus cromosomas.

(A) Existen cuatro etapas en el ciclo de vida de este animal: embrion, larva, pupa y
adulto o imago. Existen 3 estadios en la etapa larvaria, cada uno separado por
periodos de muda. Luego de ellos, es en el pupario donde ocurre la metamorfosis.
A una temperatura constante de 25°C se generaran nuevos adultos en
aproximadamente 10 dias. La vida del adulto puede durar varias semanas. (B) Se
esquematiza los 4 pares de cromosomas que posee D. melanogaster. En la parte
superior se indica la identidad del cromosoma (X, Y, 2, 3 6 4). La leyenda inferior
(2L, 2R, 3L y 3R) se refiere a la identidad de los brazos del cromosoma
correspondiente, L para el izquierdo y R para el derecho. Los cromosomas X y 4
poseen un brazo izquierdo grande y casi no presentan el derecho. Los numeros
sobre los cromosomas de los machos corresponden a las posiciones citoldgicas
determinadas por la observacién de cromosomas politénicos.
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Figura 5: Esquematizacion de érganos en larva y su posterior diferenciacion
a adulto. Se esquematizan en larva, y en colores, los diferentes discos imaginales
de Drosophila melanogaster, que daran origen a estructuras en adulto,
transformacion que ocurre durante el estado de pupacion.
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Las letras minusculas representan mutaciones recesivas, y las maytsculas
hacen lo propio con las dominantes. Las secuencias bajo el control del promotor
UAS se indican con un — (por ejemplo, UAS-GFP), mientras que los drivers de la
expresion de Gal4 (factor de transcripcién que activa promotores de UAS) se
denotan con un signo > (hh>Gal4, por ejemplo). De tal forma, el ejemplo indica un
animal hembra, que es mutante heterocigoto para el gen yellow (y), homocigoto
para white (w) en el cromosoma x; uno de sus cromosomas 2 es silvestre,
mientras que el homodlogo posee una insercion UAS-GFP, uno de los cromosomas
3 tiene un driver que se indica hh>Gal4 y una insercién UAS-RFP y el homélogo la
mutacién dominante Tb. Estas combinaciones pueden realizarse a través de
cruzas, obteniento animales con expresion especifica de Gal4 y por lo tanto del
elemento rio debajo de UAS. El animal es homocigoto para un determinado

cromosoma cuando se indica solamente el cromosoma.

Reactivos, soluciones y otros materiales

Tabla 1: Reactivos ordenados por fabricante

Fabricante Origen Reactivo

Agilent Santa Clara, EE.UU | Brilliant Il SYBR® gPCR

AbCam Cambridge, EE.UU Anticuerpo Anti-ARN Polimerasa
fosforilada monoclonal de raton.

Becton Franklin Lakes, Peptona, Bactotriptona y extracto

Dickinson and Nueva Jersey. de bacto-levadura

Co. EE.UU

Calbiochem Darmstadt, Alemania | Anti-conejo IgG-HRP (DCO3L)

Anti-ratén IgG-HRP (DCO02L)

Tween-20
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Cell signaling

Massachussets.
EE.UU

Anti-GFP. Policlonal de conejo
Anti-IGG, Conejo. Alexa-488
Anti-IGG, Raton, Red-543

Clontech/Takara

Mountain View,
EE.UU

Advantage HD, ARN Polimerasa

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

Fermentas Glen-Burnie, dNTP, MgCl,, marcador de peso

Maryland. EE.UU | pretefiido para proteinas “Page

Ruler Plus” (SM1811), agarosa
grado analitico, tampén de carga
6X para ADN para electroforesis
en agarosa

Invitrogen Sao Paulo. Brasil | ADN polimerasa Taq
TRIzol

Lefersa Santiago, Chile Levadura fresca y congelada

Merck Darmstadt, Alemania | Bromuro de etidio, glicerol,
isopropanol, Tween-20,
paraformaldehido, acido acético,
EDTA

Mont Blanc Victoria, Chile Harina de trigo sin polvos de
hornear

New England Massachusetts, Enzimas de restriccion: Notl, Xhol,

Bio-Labs EE.UU Sau3lA, Dpnl, Dpnll

Kit de Ligasa T4

Omega Bio-Tek

Norcross, Georgia.

Minipreps extraccion plasmidos

EE.UU (E.ZN.A)
Promega Madison, Wisconsin. | Wizard SV Gel and PCR Clean-up
EE.UU (A1330), RT-PCR Improm |l
(A3800).
Qiagen Hilden, Alemania ADNeasy Blood & Tissue. Kit

Extraccion de acidos nucleicos

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

nucleasas

Sigma St Louis, Missouri, | Aceite Halocarbon 700, Triton X-

EE.UU 100), Sigmacote®, Poli-L-Lisina.
TCL Santiago, Chile Algodén hidrofébico
Thermoscientific | Waltham, MA EE.UU | Enzimas de restriccion: Xbal, Bglil
Vector Labs Burlingame, Medio de montaje para

California, EEUU fluorescencia (Vectashield)

Watt’s Santiago, Chile Néctar de manzana y uva
Winkler Santiago, Chile Fenol, NaCl, CaCl,, ampicilina,

mezcla acrilamida:bisacrilamida
(29:1), albumina de suero bovino
(BSA), TEMED.

Materiales biolégicos

Se utilizaron cepas de Drosophila desarrolladas en el laboratorio y
obtenidas desde distintas colecciones internacionales. Las cepas "Gal4>" y UAS-
se detallan en la Tabla 2. Se presenta el genotipo, la procedencia (del laboratorio

o centro de stocks de cepas) y comentarios.

Tabla 2: Descripcion de cepas de Drosophila melanogaster utilizadas en el trabajo

Genotipo Procedencia | Comentarios

nub>Gal4 Bloomington, | Se localiza en el cromosoma
Stock X

nub>Gal4;UAS- Cruce de | Ganancia de funcién de

DAxud1::GFP/CyO moscas en el | DAxud1 en disco imaginal de
laboratorio. ala.

Tub>Gal4/Tm6b Bloomington | Permite expresién de Gal4 en
todos los tejidos. Balanceado
con TM6b. Localizado en
cromosoma lll.
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Ubi-GFPnls

Bloomington

Expresiéon ubicua de GFPnls
(nuclear). Cromosoma |l

UAS-DAxud1::GFP

Disefiada vy
elaborada en
el laboratorio

Permite sobreexpresion de
DAxud1 fusionado a GFP por
sistema Gal4-UAS.
Cromosoma |l.

UAS-IRv26479

VDRC

Permite expresiéon de ARN
para que sea procesado por
Dicer y producir falta de
funcién para DAxud1.
Cromosoma Il.

UAS-LT3mChe.Dam

Disefiada vy
elaborada en
el laboratorio

Expresién de mCherry como
ORF primario y proteina Dam
como secundaria y en menor
cantidad. Bajo el control de
Gal4. Cromosoma Il

UAS.LT3mChe.Dam::DAxud1

Disefiada vy
elaborada en
el laboratorio

Expresion de mCherry como
ORF primario y proteina de
fusion Dam::DAxud1 como
secundaria y en menor
cantidad. Bajo el control de
Gal4. Cromosoma il

P{y[+17.7]=CaryP}attP2

Bloomington

Sitio attP2 para inserciéon de
plasmido con attB en
cromosoma lll. Stock nimero
8622

Soluciones

Tabla 3: Soluciones para biologia molecular

Soluciéon

Composicion y caracteristicas

Medio Luria-Bertani

Bacto-triptona 10 g/L, extracto de
bacto-levadura 5 g/L, NaCl 5 g/L

Agar Luria-Bertani

Medio LB + agar-agar 15 g/L

Medio SOC Bacto-triptona 20 g/L, extracto de
bacto-levadura 5 g/L, 0.5 g/L. NaCl, 1
g/L MgCl; anhidro, 3,6 g/L glucosa

TAE 50X 242 g/L Tris; 57,1 mL/L acido acético

concentrado; 200 mL/L EDTA 0,5M
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Tabla 4: Soluciones para otros métodos

Soluciéon

Composicion y caracteristicas

PBS 10X

(NaCl 1,3 M, NaHPO4 0,07 WM,
NaH;PQy4, 0,03 M pH 7)

Tampon de lisis de bacterias

(Tris-HCI 50 mM pH 6,8, SDS 2%,
glicerol 10%)

Tampén de dilucién/lavado nano-
GFP

10 mM Tris/Cl pH 7.5; 150 mM NacCl;
0.5 mM EDTA

Tampén de transferencia

Tris-HCI 48 mM pH 7,4, glicina 39 mM,
metanol 20%

(cromosomas politénicos)

TAE 10X Tris-Acetato 400 mM, EDTA 10 mM

TBS 10X Tris-HCI 0,5 M pH 7,4, NaCl 1,5 M

TTBS 0,1% TBS 1X, 0,1% Tween-20

PFA 5X 0.74 g de paraformaldehido en 4 mL de
H20 bidestilada y 28 yl de KOH 1M. Se
calienta 10 segundos en microondas y
se agita.

Solucién de fijacion 1| 500 pL PBS 10X, 50 pl Tritén X-100, 1

(cromosomas politénicos) mL PFA 5X, 3.45 ml H20 bidestilada.

Solucién de fijacion 2 | 1.5 mL H20 bidestilada, 2.5 mL Acido

Acético glacial, 1 mL PFA 5X

Solucion lactoacética

1 mL acido lactico, 2 mL H20
bidestilada, 3 mL Acido acético.

Tabla 5: Otros materiales y utensilios

de espesor.

Material o utensilio Fabricante Procedencia
Pinzas N°5 no magnéticas A. Dumont & Fils Suiza
Porta objetos 26x76mm 1mm | Delta Lab Barcelona. Espania

Placas plasticas de 96 | Orange Scientific | Braine-Alleud. Bélgica

pocillos

Cubreobjetos 24x24mm. Marienfeld Lauda-K&nigshofen,
Alemania

Esmalte de unias | Maybelline New York. EEUU

transparente.

24




Protocolos experimentales para Drosophila
Condiciones de crecimiento de animales

A menos que se indique de ofra forma, los animales utilizados en los
experimentos se manejaron a 25°C, en viales plasticos con medio de cultivo sélido
preparado con harina de trigo (50 g/L), levadura fresca (100 g/L), agar-agar (11
g/L), dextrosa monohidratada (80 g/L), acido propidnico (6 mL/L) y Nipagin (1,56
g/L). A esta temperatura, el ciclo de vida de D. melanogaster dura alrededor de 10
dias. El almacenamiento a largo plazo de las cepas se realizé a 17°C en las

mismas condiciones.

Ensayos de sobrevida

Para los experimentos de sobrevida, a partir de los cruces indicados en se
separaron por sexo y se aislaron todas moscas adultas nacidas en un lapso menor
a 48 horas. Se pusieron en viales separados de medio sodlido indicado
anteriormente, con al menos 40 animales. Los animales se cambiaron de vial cada

dos dias, contando y descartando los animales muertos.
Ensayos de pupacion

En estos experimentos, se ocuparon cdmaras de puesta de huevos en
medio de agar y levadura, en que los animales depositaban sus huevos en lapsos
no mayores a 6 horas, en condiciones de oscuridad y a 25°C. A partir de 24 horas
después de la puesta, se seleccionaron larvas en el estadio 1 ya eclosionadas del
fenotipo correspondiente, y se agruparon en al menos 30 individuos para cada vial

independiente. Se hicieron réplicas de al menos 3 viales por condicién. Para los
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experimentos de estrés térmico, en los viales se ocup6é medio sélido comun,
descrito anteriormente. Para los experimentos de toxicidad quimica se ocupd

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

Métodos de biologia molecular
Transformacion Bacteriana

Se agregd directamente a 50 plL de bacterias quimiocompetentes
descongeladas (E. Coli DH5a), resuspendidas en CaCl, (Winkler) 100 mM, 0,2 — 1
Mg del vector a transformar correspondiente. Se incubd 30 minutos en hielo y
luego se realizé un shock térmico a 42°C durante 45 segundos. Las bacterias se
recuperaron en medio LB a 37°C durante 60 minutos con agitacién, luego se
centrifugaron y plaquearon en agar Luria con antibiético Ampicilina (Winkler). Se

incubaron entre 12-16 horas a 37°C.

Extraccion de ADN plasmidial

Para la extraccion de plasmidos se utiliz6 el sistema comercial E.Z.N.A.
Plasmid Miniprep de Omega Bio-Tek (D6945), siguiendo el protocolo de los

fabricantes.

Digestiéon con enzimas de restriccién

Para realizar digestiones enzimaticas se usaron 0,5-3 ug de ADN plasmidial
0 gendmico, 0,5-2 pL de enzima(s) de restriccion y la cantidad adecuada (10% del

volumen total) de tampén correspondiente a la(s) enzima(s) en un volumen total
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de 20-30 pL completados con agua destilada. La reaccién se incubé a 37°C
durante 2 horas. Luego, se confirmoé la digestion mediante electroforesis de ADN

en geles de agarosa.

Clonamiento convencional por ligacién utilizando ligasa T4

Se digirieron 1 ug de ADN (inserto o vector) con la combinacién de enzimas
de restriccion correspondiente. Se purificaron los fragmentos tras su electroforesis
en geles de agarosa. Los productos fueron mezclados en proporcién 1:3
(vector:inserto) junto con ligasa T4 segtn las instrucciones del fabricante (New

England BioLabs).
Extraccion de ARN y transcripcion reversa

Los tejidos a aislar se disectaron en PBS 1X, sobre hielo. Posteriormente se
transfirieron a tubos Eppendorf de 1,7 mL en hielo, al que se le extrajo la solucién
PBS para ser reemplazado por 300 uL de Trizol. El material resuspendido se
homogenizé con puntas de polipropileno en hielo. El tubo con el homogenizado se
sometié a centrifugacién a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se
mezcl6 con 60 UL de cloroformo con posterior homogenizacion en vortex durante
30 segundos. La solucién homogénea se centrifugé a 13000 rpm por 15 minutos a
4°C. Se extrajo cuidadosamente el sobrenadante transparente y se le afadi6 60
UL de isopropanol para incubarse a -20°C por 30 minutos. El tubo se centrifugé a
13000 rpm por 15 minutos a 4°C para precipitar el ARNm, formando un precipitado
blanco-transparente. Se extrajo el isopropanol para hacer un lavado del

precipitado con 500 pL de etanol 70%, se sometié a agitacién fuerte y se
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centrifug6 a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se extrajo el etanol y el precipitado
se sometié a aireacién por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
resuspendi6 en 30 UL de agua tratada con DEPC para luego medir concentracion.
Con la finalidad de medir integridad del ARN, se cargaron 500 ng de la muestra en
gel de agarosa 1% en TAE, corrido por 20 minutos a 100V. Una muestra integra

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

Para las reacciones de transcripcién reversa se utilizé el kit Improm® de
Promega que se basa en utilizar partidores de oligos monohebra dT de ADN,

transcribiendo sélo ARNm, siguiendo las indicaciones del fabricante.
gPCR

Las reacciones de qPCR se realizaron a partir del ADNc diluido producto de
la transcripcion reversa mediante el uso del kit "Master mix SYBR-GREEN"
provisto por Stratagene. Las amplificaciones y mediciones de fluorescencia de
SYBR-GREEN se realizaron en el termociclador StrataGene Mx3000p. El

programa para amplificar consisti6 en lo siguiente:

1 ciclo:

95°C, 10 minutos.
Por 40 ciclos:
95°C, 15 segundos.
60°C, 15 segundos.
72°C, 15 segundos.
1 ciclo:

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

Tm Tm
Nombre Fw Primer °C Rv Primer °C Amplicon (pb)
Actina42A | GCGTCGGTCAATTCAATCTT 60,8. | AAGCTGCAACCTCTTCGTCA 60,0 138
DAxudl | AGGGGACCACCAGCCTAAC 62 | GGTTCGCTCTGATTATCCTTCTG 61 85
hsp70Bb | TATCATAAGTTATTTAAGCAG 61 | TTTATACTCCGGCGCTCTTTTC 60,5 156
hsp70Bbb | AATTGAGACCGCTGGAGGTG 60,03 | GACAGATCGAAGGTGCCCAA 60,03 180
hsp70Bc | AAGAACCTCAAGGGTGAGCG 59,96 | CGAACAGAGATCCCTCGTCG 59,97 97
hsp27 ATGCCCACGATCTGTTCCATC 62,2 | GTACGGCGAATAACGACGAC 60,9 80
hsp67 GACTCCCCGGACTCCATGTA 62,3 | GACCCAGGGTGTGCAAATCAA 62,9 106

Inmunofluorescencia de cromosomas politénicos

El protocolo se basé en el publicado por Johansen y colaboradores (2009).
Se tomaron larvas en estadio tres, 96 +/- 6 horas post-puesta para disectar
glandulas salivares. En cada ronda se extrajeron como maximo cinco pares de

glandulas y se les retiré todo el tejido graso, en PBS 1X.

Posteriormente, se fijaron en una gota de solucién de fijaciéon 1 (Tabla 4)
durante un minuto, luego se transfirieron a la solucién de fijacion 2 (Tabla 4) por
dos minutos. Las glandulas se transfirieron a una gota de solucién Lacto-Acética
en un cubreobjeto tratado con SigmaCote® y luego se le dio vuelta hacia un
portaobjeto con superficie de poli-Lisina. Con una goma de borrar, por el borde, se
movio levemente el cubreobjetos, con movimiento circular hasta notar que las
glandulas se deshicieron. Los portaobjetos se revisaron en un microscopio de
campo claro, con aumento 40X para observar que los ntcleos se rompieron y los

cromosomas estaban dispersos, sin grandes roturas. Una vez visto eso, el
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portaobjetos se envolvié con un papel filtro y se presioné con el dedo pulgar sobre
el cubreojetos con fuerza. Inmediatamente se desenvolvi6 y se bafié en nitrégeno
liquido por diez segundos. Luego, con una hoja fina de bisturi o gillette se retird

rapidamente el cubreobjetos.

Todos los portaobjetos tratados posteriormente se reposaron en PBS 1X
por media hora. Pasado ese tiempo se retiraron y con papel absorbente, por
capilaridad se retir6 el exceso de PBS 1X, para luego poner 40 pl de PBS 1X con
BSA 2% (solucién de bloqueo), y sobre esta gota se posé una lamina de parafilm

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

bloqueo. Se incubé a temperatura ambiente y en una camara hiimeda por una
hora para retirar la solucién. Posteriormente se pusieron 40 ul de solucién PBS
1X- BSA 2% con anticuerpos (1:250 para anti GFP, 1:1000 para anti Pol lio) y se

dej6 16 horas en una camara hiimeda a 4°C.

Pasado ese tiempo los cubreobjetos se lavaron tres veces por diez minutos
cada evento en PBS Tritén x-100 0,3 %. Y luego, utilizando el mismo
procedimiento para el bloqueo y ia incubacién de anticuerpos primarios, se
incubaron en una camara himeda los anticuerpos secundarios (dilucion 1:250) por
dos horas. Los portaobjetos se lavaron nuevamente tres veces por diez minutos
cada vez en PBS Tritén x-100 0,3 %, y en el segundo lavado se afiadié la tincién
DAPI diluida 1:15000 (diez minutos) y se limpi6 en el ltimo lavado. Las muestras
se sellaron con cubreobjetos sin tratar con SigmaCote®, cubiertas con

VectaShield® y selladas con esmalte. Se guardaron a 4°C hasta su andlisis en
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microscopio confocal. El tiempo maximo de guardado sin disminucién en la

fluorescencia es de alrededor de tres semanas.
DamliD (TaDa-Seq)

La técnica consiste en utilizar un constructo Dam::DAxud1, Dam es una
proteina que metila en la secuencia GATC, especificamente en la posicién N® de
la Adenina. EI ADN genémico se extrae y se digiere con la enzima Dpni, que sélo
corta en secuencias GATC metiladas. La ocurrencia de la secuencia GATC va
desde 500-1000 pares de bases en el genoma de Drosophila (Van Steensen &
Henikoff, 2000, Southall y cols., 2013). Esos fragmentos se aislaron, amplificaron y
sonicaron, para su posterior secuenciacion mediante el equipo lllumina Hiseg-
2500. Los datos de la secuenciacion fueron analizados mediante métodos

computacionales.

Utilizar un constructo UAS-Dam o UAS-Dam::DAxud1 es téxico (debido al
exceso de metilacion en el genoma), por lo que se utilizdé una modificacién del
protocolo original (TaDa system; Southall y cols., 2013), que consiste en expresar
un constructo UAS bicistrénico. El primer marco de lectura expresa la proteina
mCherry (permite identificar tejidos en los que se expresa) cuya traduccién es en
alto nivel. El segundo marco de lectura empieza con el codén ATG después de un
nucledtido desde el codon de término de la secuencia codificante de mCherry, ya
que en ese contexto el ribosoma puede reiniciar la traduccién sobre el codén ATG
en una probabilidad de 5% por evento (Luukkonen y cols., 1995), logrando una
baja expresion de Dam y Dam::DAxud1 (segln el constructo) en el tejido, esa baja

expresion es suficiente para que metile en el genoma sin llegar a ser toxico.
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La generacion de los transgénicos se realizé inyectando el plasmido
pUAST-attB-LT3-Dam para la generacién de moscas UAS-mCherry.Dam. Para la
generaciéon de las moscas UAS-mCherry.Dam::DAxud1 se utilizé el mismo
plasmido pUAST-attB-LT3 sobre el cual se insert6 el fragmento que codifica para

DAxud1.

32




Sin GAL4

GAL4 presente

M

.‘ il vl
(e ou --mw——-

TAA TAACATG

Sv4p =

Figura 6: Sistema TaDa de expresion de constructos Dam, basado en el
sistema Gal4-UAS y el fenémeno de reiniciacion de la traduccion. En la parte
superior se ilustra el constructo en un contexto sin Gal4, contrastado con uno con
Gal4 presente, en que se muestra que el marco de lectura secundario se traduce.
En la ilustracion inferior se muestra el contexto nucleotidico del constructo LT3 en
que se basa el sistema TADA, en que al término de la traduccioén del primer marco
de lectura, dado por dos codones de término, le sigue un nucleétido y luego un
codon de inicio ATG, contexto necesario para tener una eficiencia de reiniciacion
de traduccion de un 5% (Adaptado de Luukkonen y cols., 1995; Southall y cols.,
2013).
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pUAST-attB-LT3-Dam pUAST-attB-LT3-Dam::Daxud1

10,106 bp 12,696 bp

Figura 7: Plasmidos utilizados para generar los transgénicos en el
experimento de Dam-ID/TAda-Seq. En A se ilustra el plasmido utilizado para
generar el transgénico UAS-mCherry.Dam. En B se ilustra el plasmido utilizado
para generar los animales UAS-mCherry.Dam::DAxud1, en que se marca con
rojo el fragmento de DAxud1 insertado para realizar la fusién con Dam. Los
marcos de lectura se ilustran en flechas naranja con negro, sobre los diagramas
de los elementos, todo ubicado hacia el interior del mapa con las bases.
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El fragmento clonado provino del plasmido pUAST-DAxud1::GFP, cuya generacion
esta descrita en el articulo de Glavic y cols. (2009). Los partidores utilizados

fueron:
Notl-C-pUAST-DAxudGFP-Fw

5'-ACCAGCGGCCGCGATCTAGGGACCTCGACACGGATAGCATGT-3’ (Sitio Notl

y una base C para quedar en marco de lectura con DAM y hacer la fusion).
Xbal-pUAST-DAXxudGFP-Rv

5-ATATGGTCTAGATTATTAACCGGTGGATCCCGGGCCCGCGGGGAGG-3' el
cual fue disefiado para amplificar sélo el ORF de DAxud1, sin GFP y con codones

en fase.

La amplificacién fue realizada con Polimerasa PFU, clonada en vector
TOPO, cuyos clones fueron secuenciados (Macrogen, Corea del sur) para
comprobar la identidad con la secuencia de DAxud1. Una vez confirmada la
correcta clonacién, se procedié a realizar la insercién en pUAST-attB-LT3-Dam
para originar el vector pUA:ST-attB-LT3-Dam::DAxud1 utilizando los sitios Notl y
Xbal. El plasmido base fue donado por el laboratorio de Andrea Brand (Univesidad

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

La insercion fue confimada con digestién enzimatica, para después
realizar las inyecciones de generacion de transgénicos sobre huevos de animales
con sitio attP2 en el cromosoma Il (stock Bloomington 8622, genotipo
P{y[+t7.7]=CaryP}attP2) y utilizando el plasmido pBS130 (cddigo Addgene), que

codifica para la integrasa phi-131, necesaria para la insercién del plasmido en el

35



sitio attP2. De los transgénicos resultantes se realizaron cruces para generar
homocigotos, en base al color de 'ojos por el fenotipo del gen white, variando la
intensidad del rojo del ojo dependiendo si es heterocigoto u homocigoto, siendo
mas rojo para las moscas positivas homocigotas. Para los experimentos, de la
linea homocigota resultante se tomaron los machos para aparearlos con moscas

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

El experimento consisti6 en dos condiciones para el analisis de la
ocupancia de Dam::DAxud1: Control (moscas que expresan sélo la proteina Dam,
nub>Gal4; UAS-Dam) y la condicién experimental (moscas que expresan el
constructo Dam::Daxud1, nub>Gal4; UAS-Dam::DAxud1). Cada condicion se
analizé6 con 3 réplicas biolégicas, de las cuales se requirieron 200 discos

imaginales de ala por experimento.

Extraccion y amplificacion de ADN genémico

Se hicieron réplicas biolégicas, consistiendo en cruces virgenes nub>Gal4 x
UAS::Dam (3 cruces) y virgenes nub>Gal4 x UAS-Dam::DAxud1 (3 cruces), para
extraer discos imaginales. Para obtener una mayor expresion de Gald, se
extrajeron discos sélo de machos, debido a que la insercién de Gald en nub
(nub>Gal4) esta en el cromosoma X. Esto es porque las diferencias de expresion
de genes del cromosoma X entre machos y hembras difieren, siendo incluso 1.5
veces mayor en machos, fenomeno llamado compensaciéon de dosis (Baker y
cols., 1983). Cada cruce se dej6 12 horas, a 25°C, depositando sus huevos en el
medio y posteriormente se retiraron las moscas para poner los huevos a 17°C

durante 8 dias, al octavo dia se dej6 crecer a las larvas que estaban llegando al
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estadio, a 29°C, durante 24 horas, favoreciendo la expresién del constructo. Al
cumplirse ese ciclo, las larvas se disectaron para extraer discos imaginales, los

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

El material genético de los discos se aislé con el kit "Qiagen ADNeasy
Blood & Tissue", del cual se extrajo un minimo de 2 g totales por muestra (total 6
muestras). Ese ADN se precipitd y precipitado de ADN se disolvié en 50 uL de Ia
siguiente mezcla:

43,5 uL de Agua DEPC

5 uL Buffer 10X
1,5 yL de Soluciéon de Enzima Dpnl

La digestion se incubé a 37°C por 16 horas, pasado eso, se afiadieron 0,5
ML a la solucién para ser incubada 60 minutos. Posteriormente la enzima se
inactivd a 65°C por 20 minutos. La solucién se limpia con el kit "PCR clean" de
Qiagen, y la elusién se realizé con 32 L de agua DEPC. De ese volumen se

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

Ese volumen con ADN digerido se mezcl6 con 5 pL de solucién de ligacién (total

20 pL):
Mezcla de ligacién de adaptadores:

2,0 uL de buffer de ligacién 10X uL. (NEB)

0,8 L de adaptadores nucleotidicos de doble hebra (AdRt + AdRb)
1,2 uL Agua DEPC

1,0 L solucién de Ligasa T4 (NEB)
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La ligacién se incub6 a temperatura ambiente por 2 horas. Posteriormente

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

Los 20 yL de esa mezcla de ligacién se mezclaron con la siguiente solucién

para digerir con Dpnll (total 40 pL).
Mezcla de digestion Dpnll:

4,0 yL de buffer Dpnll 10X
1,0 uL Solucién de enzima Dpnll
15,0 yL. Agua DEPC

La solucién se dejé incubando a 37°C por 16 horas.

Amplificacion por PCR:

La mezcla de 40 pL se combiné con la de PCR (120 uL), dando un total dg 160 pL:
Mezcla para PCR

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

2,5 yL partidor AdR-PCR (Concentracion del stock 50 pL)

3,2 YL de mezcla ANTPs (10 mM cada uno)

2 L de solucién de polimerasa "Advantage HD", de clontech
96,3 uL Agua DEPC

La mezcla de 160 pL se repartié en tubos PCR, con 40 pL cada uno y la reaccion
de PCR se realiz6 con la siguiente configuracion de ciclos:
Pre-PCR 1

68°C por 10 minutos
94°C por 30 segundos
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65°C por 5 minutos
68°C por 15 minutos

Pre-PCR 2 (3 ciclos):

94°C por 30 segundos
65°C por 1 minuto
68°C por 10 minutos
PCR (17 ciclos)

94°C por 30 segundos
65°C por 1 minuto
68°C por 2 minutos

Al terminar se puede dejar a 4°C
Concluida la reaccién, se tomaron 3 L de cada tubo y se analizaron en gel de
agarosa 1% (corrida 30 minutos, 95V). El gel se {ifi6 con Bromuro de Etidio y se

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

pares de bases.

El volumen de cada tubo se mezclé para tener 150 uL de ADN amplificado.
Esa mezcla se limpié utilizando el kit "PCR clean" de Qiagen. Esos 150 L se
mezclaron con 750 WL de buffer PB para luego pasarlas por la columna y lavar
(detalles en el kit). La elusién se realizé con 32 L de agua DEPC, esa cantidad se

diluyé a 100 pL de modo que se obtengan 2 ug dentro de ese volumen.

Finalmente, antes de los pasos de la secuenciacién se realizd una Gltima

digestion con la enzima Sau3Al (adicionando 11,1 uL de buffer 10X de la enzima y
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1 uL de la solucién con la enzima) por 16 horas. Después de la incubacién la

enzima se inactivé a 65°C por 20 minutos.

Preparacion de librerias para secuenciacién en lllumina
El protocolo de librerias fue el indicado en el kit lllumina Truseq-LT.
Analisis de datos de DamiD-seq

La maquina lllumina Hiseq 2500 arroja datos en formato y extension
fastQC, que es un' archivo de texto que tiene informacion de todas las secuencias
y de la calidad de cada base secuenciada, lo que permite hacer filtros a partir de la

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

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

Puntaje de calidad Phred(Q) Probabilidad que sea una
base correcta
10 90%
20 99%
30 99,9%
40 99,99%
50 ' 99,999%

A partir de ello se seleccionaron secuencias con un largo de lecturas de 50
bases y con >Q30, a su vez, y en el mismo paso, se generaron los archivos de las
secuenciaciones pareadas. Este paso fue realizado con el software Trimmomatic

(Indicaciones en Bolger y cols., 2014).

La informacién del paso anterior se generd en archivos de texto .fil. Lo
siguiente fue realizar el mapeo de las lecturas al genoma de Drosophila. Para ello
se utilizaron los softwares Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012) y Samtools (Li y
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cols., 2009) de acuerdo a las indicaciones dadas por los programadores. Las
lecturas se alinearon al genoma de Drosophila (dm3, 2006, r5.57.
ftp://ftp.flybase.net/genomes/dmel/dmel_r5.57_FB2014_03/). Ello dio origen a
archivos de extensiéon .BAM, que tienen toda la informacién de alineamiento, la
cual puede ser visualizada con el software IGV (Integrative Genomics Viewer,
https://www.broadinstitute.org/igv) o ser convertida a otros formatos para analisis

posteriores.

Antes de hacer los test estadisticos en que se compara la sefial del Control
(Dam) versus Dam::DAxud1, los datos se trataron con un script escrito en Perl,
desarrollado por Owen y colaboradores, 2015 (disponible en
http://owenjm.github.io/damidseq_pipeline/ ), el cual filtra la sefial de las zonas con
secuencias GATC para disminuirlas. Este proceso se realiza porque la proteina
Dam tiende a tener contacto con el ADN en zonas de activa transcripcién o en
Eucromatina (Owen y cols., 2015) debido a que deja mayor accesibilidad a
proteinas nucleares, dando origen a falsos negativos en el caso que se trate de
una proteina que active la transcripcién. Una vez que el software realiza el filtro,
inmediatamente substrae las sefiales de Dam a Dam::DAxud1. La substraccion se
realiza fraccionando el genoma en "ventanas" de 20 nucledtidos, en los que el
software evalla abundancia de lecturas alineadas, asignando un puntaje basado
en cuantas veces una sefial se opone a la otra, informacién que se arroja en

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

Los loci en que hay diferencias significativas se identificaron con el soffware

“FindPeaks” que realiza test estadisticos para determinar sefiales significativas en
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base a intensidad, extension y posibilidad aleatoriedad (Wolfram y cols., 2012). Se
establecio en 0.05 el valor p de corte y 0.01 FDR (False Discovery Ratio) para
identificar un peak significativo para dar cuenta de zonas enriquecidas. El formato
generado por Findpeaks fue .gff, el cual tiene la informacién de los peaks de cada

coordenada en el genoma, brazo cromosémico y valores estadisticos.
Anotacion de peaks

Se utilizé el software HOMER (Heinz y cols., 2010), escrito y ejecutable en
Perl. Se utilizé6 la informacién de las coordenadas e informacion de todos los
transcritos anotados en Drosophila melanogaster en la version r5.57 (archivo .gft),
la cual se cruzé con el archivo de coordenadas de los peaks (.gff) originado por el
software FindPeaks. El proceso arroja una lista de todos los genes, asi como otra
lista de categorias de Gene Onfology, todo el formato .txt (texto delimitado por
tabulaciones), que se ordend con el programa organizador de planillas Microsoft

Excel.

Extraccion de secuencias de cada regién enriquecida

Se utilizé la informacién del genoma completo, versién r5.57, que esta en
formato FASTA, con las coordenadas de cada nucleétido. Esta informacion fue
cruzada con datos de los peaks en archivos de genoma anotado .gff, utilizando la
herramienta Bedtools utilizando el comando -getfasta. El archivo resultante fue un

archivo multifasta, con las secuencias de cada peak.
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Perfiles metagenémicos

Los perfiles metagenémicos, que son perfiles para visualizar patrones de
posicionamiento de DAxud1 alrededor de todos los genes, se desarrollaron a partir
de archivos de peaks significativos y no significativos. En ambos casos, se
tomaron las regiones de todos los genes desde -1kb antes del inicio de la
transcripcion, el cuerpo del gen, y +1 kb después del término de la transcripcion.
Esta informacién se construyé utilizando el instructivo de la herramienta
bioinformatica Deeptools, disponible en la direccién
https://github.com/fidelram/deepTools/wiki/Visualizations, en la cual se encuentra
el cédigo fuente para su utilizacion y las instrucciones de los comandos
pertinentes para cada informacion de coordenadas que se necesite para construir
los graficos. Esta herramienta fue desarrollada por Ramirez y colaboradores

(2016).
Secuencias consenso

El archivo multifasta generado en el paso de extraccién de secuencias fue
utilizado para alineamientos mudiltiples, en blisqueda de secuencias consenso. Esto
fue realizado con la herramienta disponible en internet DREME (http://meme-

suite.org).
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RESULTADOS

Los primeros estudios sobre homoélogos de DAxud1, realizados en humanos
(Ishiguro y cols., 2001) y en Drosophila (Glavic y cols., 2009), indicaban que esta
proteina correspondia a un supresor de tumores, promoviendo el arresto del ciclo
celular en la etapa G2/M. Este rol seria ejercido por medio de su putativa
capacidad de regulador transcripcional (Gingras y cols., 2007). No obstante, hasta
el momento no se ha definido un rol fisiolégico para DAxud1, que integre las
evidencias que sugieren que es un regulador transcripcional y que involucren
genes blanco mediante los cuales ejerce sus funciones en la fisiologia celular.
Para abordar esta problematica a nivel del organismo y obtener claves respecto de
la funcion de esta proteina se realizaron analisis a nivel protedémico y

transcriptémico.

En las aproximaciones proteémicas, se realizaron estudios por
espectrometria de masa de las proteinas que co-precipitan con DAxud1 para
identificar factores que interactan fisicamente con DAxud1 (Anexo3), informacion
atil para sugerir relaciones moleculares de la proteina en estudio en procesos
mecanisticamente ya definidos. Por otra parte, los andlisis transcripcionales se
realizaron mediante experimentos de secuenciacién masiva de ARN-seq (Anexo
1), que dieron informacién sobre los cambios de expresion globales de ARNm al
inducir la ganancia de funcién de DAxud1. Ambos estudios se realizaron en disco
imaginal de ala, tejido con actividad mitética y precursor del ala adulta, en que se
pueden estudiar procesos como division celular, apoptosis, fenémenos de
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adhesion y diferenciacion (Aldaz & Escudero, 2010; Jennings y cols., 2011) y que
es el tejido en el que se realizaron los andlisis de funcién de DAxud1 previamente

(Glavic y cols., 2009).

La blsqueda de interacciones fisicas de DAxud1 con otras proteinas dieron como
resultado una posible interaccién directa con el factor de transcripcion Caudal
(ANEXO 1, Figuras S1y S2, Tabla S1). Esta interacciéon ademas es genética, ya
que el fenotipo de ganancia de funcién de DAxud1 es revertido al co-expresarse
un ARN interferente de Caudal (Figura S3), pudiendo tratarse de una interaccion
cooperativa entre ambas proteinas en un contexto de desarrollo y organizacion de

tejidos.

El analisis de ARN-seq de la condicién de ganancia de funcién de DAxud1 detect6
sobreexpresion de genes relacionados con respuesta a estrés generalizado. Estos
genes pertenecian a la categoria de peptidasas y en la ruta sintesis de quitina
(ANEXO 2, Figura S7, Tablas S3 y S5), grupos de genes que aumentan su
expresion durante estrés generalizado (Contrino y cols., 2011; Kuraishi y cols.,
2011; De Oliveira y cols., 2013). También se detecté una significativa sobre-
expresion de hsp70, indicando que DAxud1 estaria implicado con la respuesta a
estrés favoreciendo la expresién de este gen, por lo que los experimentos se
orientaron en primer término a testear la importancia de DAxud1 en la respuesta a
aumentos de temperatura. Esta condicién se eligié6 como modelo experimental de
estrés celular ya que es facil de inducir y las fluctuaciones de ARNm de genes
hsps son detectables a los 15 minutos (Sorger y cols., 1991; Richter y cols., 2010).

De este modo, se disefiaron experimentos para establecer que DAxud1 actla
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como un regulador transcripcional de la respuesta a estrés mediante su
interaccion con regiones especificas de la cromatina y de este modo modula Ia

tolerancia al estrés térmico.

Objetivo especifico 1: Evaluar si DAxud1 es necesario para la tolerancia a estrés
térmico

Vinculacién de DAxud1 a la respuesta de estrés térmico

Para responder la interrogante de si DAxud1 es requerido en la respuesta a
estrés térmico, se realizaron experimentos para investigar la tolerancia a este tipo
de estrés en condiciones de pérdida de funcién de DAxud1 en el animal completo.
Esto se realiz6 expresando mediante el sistema Gal4-UAS un ARN interferente
contra el mensajero de DAxud1 en todos los tejidos del animal en desarrollo. Los
animales control fueron de genotipo Tub-Gal4/+, que sélo expresan el factor de
transcripcion Gal4 de manera ubicua. Los animales con pérdida de funcién de
DAxud1 fueron de genotipo UAS-IRDAxud1/+; Tub-Gal4/+, lo que permite expresar
el RNA interferente de forma generalizada. Previamente, mediante gPCR se
analizé la eficiencia de silenciamiento del constructo utilizado, la que alcanzé
niveles de transcrito en >50%. Este nivel de interferencia no generd fenotipos

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

En primer lugar se observd que los animales Tub-Gal4/+ y UAS-
IRDAxud1/+;TubGal4/+ crecidos a 29°C y sin exposicién a estrés no presentaron

diferencias en el porcentaje ni tiempo de pupacion.
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La tolerancia a estrés térmico se probé exponiendo las larvas control y
experimentales a tres eventos de estrés térmico agudo durante su desarrollo que
consistieron en exposiciones a 37°C durante 1 hora a las 24, 48 y 96 hrs. post
puesta del embrién. Este procedimiento se realizé con 3 grupos de 40 larvas para
cada condicién, con al andlisis de estos animales se calculé el porcentaje de

pupacion a partir del nimero inicial de larvas a través del tiempo.

Al exponer a ambos grupos a condiciones de estrés térmico, los animales
con pérdida de funcion de DAxud1 tuvieron un menor porcentaje de pupacion y sin
un aparente retraso en el proceso (Figura 8B). Asi, DAxud1 parece favorecer la
tolerancia a estrés térmico agudo. Se observé un resultado similar, aunque en
menor magnitud, al crecer las larvas en condiciones de estrés oxidativo mediante
un medio de crecimiento comercial (Carolina Instant Blue 4-24), suplementado con

0.5% de Peréxido de Hidrégeno (Figura S22).

Lo siguiente fue estudiar la sobrevida de animales adultos con y sin pérdida
de funcién de DAxud1, frente a condiciones normales y de estrés térmico diario
mediante pulsos de 2 horas a 37°C. En la Figura 9, se puede apreciar que al
exponer a los animales Control a estrés térmico diario tuvieron un incremento en la
sobrevida (Figura 9A), mientras que los grupos con pérdida de funcién de DAxud1
disminuyeron drasticamente la suya (Figura 9B), siendo mas sensibles a este

tratamiento, posiblemente por una menor capacidad de respuesta al estrés.
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Figura 8: Larvas con pérdida de funcion de DAxud1 muestran
susceptibilidad al estrés térmico (ET). A) Se grafican los tiempos de pupacién
para larvas control (+/+; TubGal4/+) y con pérdida de funcién de DAxud1 (UAS-
IRDAxud1/+;Tub-Gal4/+) en condiciones no estresantes (29°C). B) Se grafican los
tiempos de pupacion de larvas expuestas a estrés térmico (exposicion 37°C
durante 1 hora, a 24, 48 y 96 horas post-puesta de embriones, condicion ‘ET”).
Tres grupos por condicién, de 40 embriones, de los que se calculé el porcentaje
de pupacion.

A - Control sin ET B —+— Larvas Pérdida de funcién
100+ ; e~ Control con ET angr ‘
90- \’*‘f’i‘ ~= Larvas Pérdida de funcion
2 50 SN 2 ET
2> 70- 7.7 % >
s N S
o i g A
£ ol 3 g \
£ 40 LR £ A
@ 304 \ \ © \x
2 204 " & ® \
10- “y \ \
: L x
c T L) 1 L L] L} T T L] L] L} 1 c L] T L) L] Ll ! J 1} L] T v L} Al
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Dias Dias

Figura 9: Adultos con pérdida de funcion de DAxud1 presentan menor
sobrevida frente a exposicién continua a estrés térmico (ET). A) Curvas de
sobrevida para animales Control (genotipo +/+; TubGal4/+), con y sin ET. B)
Curvas de sobrevida para animales con pérdida de funcién de DAxud1 (genotipo
UAS-IRDAxud1/+; Tub-Gal4/+), con y sin ET. Se colectaron animales
eclosionados en un lapso de 24 horas, en 3 grupos de 70 individuos por cada
condicién, con conteos de animales vivos y muertos para cada grupo. El estrés
térmico (ET) consistié en exponer a los animales a pulsos diarios por dos horas a
37°C.
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Una posibilidad para explicar la susceptibilidad de los animales a la
disminucion de la expresién de DAxud1, es que estos presenten menor
transcripcion de los genes hsp, cuyas proteinas codificadas son esenciales para la
tolerancia a estrés térmico y oxidativo (Kregel y cols., 2002). Esto se corresponde
con el incremento en la expresion de genes de respuesta a estrés identificado en
el estudio transcriptémico de la condicién de ganancia de funcién de DAxud1. A
partir de este supuesto se investigd si DAxud1 es requerido para la expresiéon de
genes hsp70 (paralogos hsp70Bb, hsp70Bbb y hsp70Bc), de hsp67 y hsp26, tanto
en condiciones control como durante estrés térmico. La Figura 10 grafica los
resultados obtenidos por gPCR, a partir de ARNm extraido de larvas Control y con
perdida de funcién de DAxud1, sometidas a estrés térmico agudo. Se presentan
las razones de cambio de expresién de genes hsp a partir de diferentes
comparaciones. Comparando la condicién de pérdida de funcién vs. Control, sin
estrés, se observa que los niveles de mensajero de los hsps no varian a partir de

la pérdida de funcién de DAxud1 (Figura 10A).

Por ofra parte y de acuerdo con los antecedentes encontrados en literatura
(Hightower y cols., 1991; Mayer y cols., 2005), los niveles de todos los genes hsp
testeados aumentaron su expresion en decenas de veces en las larvas control
sometidas a estrés térmico agudo (ET: 37°C por 20 minutos: Figura 10B),. Ahora,
si comparamos los niveles de estos ARNm entre la condicion de pérdida de
funcién vs. Control (Figura 10C), en la misma condicién de estrés del experimento
de la Figura 10B, observamos que los niveles de expresion de tres genes hsp70

testeados son menores. Esto muestra que en la condicion de pérdida de funcién

49




de DAxud1 hay una menor induccién de genes hsp que en los animales Control.
Esta diferencia es particularmente notoria y significativa para los paralogos
hsp70Bb y hsp70Bbb, mientras que se observa una tendencia a menor expresion

en los otros genes analizados.
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Figura 10: Razones de cambio de expresion de ARNm por qPCR de genes
hsp durante estrés térmico y pérdida de funcién de DAxud1. El término "ET"
significa "Estrés Térmico", indicando que en esa condicién se expusieron larvas en
tercer estadio a 37°C por 30 minutos, cuyo ARN fue aislado inmediatamente al
cumplirse ese tiempo. Se utilizaron grupos con los mismos genotipos que los
experimentos de pupacion. A) Corresponde a los cambios de genes hsp al
comprar la condicién de pérdida de funcion versus animales control, sin estrés
térmico; B) Grafica los cambios de genes hsp en animales control, pero
comparando condicion de estrés térmico (ET) versos condiciones normales: C) Es
una comparacion de pérdida de funcién versus animales control, ambos en
condiciones de estrés térmico, pudiendo comparar si hay diferencias en la
respuesta transcripcional; D) Es la comparacién de pérdida de funciéon con estrés
térmico versos animales control en condiciones normales. Se definen condiciones
normales 29°C. Significancia valor p <0.05, test t a partir de valores 2 segun
método de Livak y cols., (2001).
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Objetivo especifico 2: Establecer si DAxud1 es un componente de la cromatina y
si se localiza en /oci vinculados a respuesta a estrés

Localizacion de DAxud1 en la cromatina

Los animales con pérdida de funcion de DAxud1 son termosensibles,
posiblemente por un menor aumento en la expresion de los genes hsp70 durante
el estrés térmico. Por lo que DAxud1 seria necesario para promover la
transcripcion de estos genes, a partir de su posible rol como regulador
transcripcional (Gingras y cols., 2007). Para comprobar si DAxud1 tiene esta
propiedad de regulador ftranscripcional, se quiso evaluar, mediante
inmunofluorescencias contra una proteina de fusién DAxud1-GFP en cromosomas
politenicos de larvas de Drosophila, si DAxud1 co-distribuye con la cromatina. Los
mas grandes cromosomas politénicos se encuentran en nicleos de glandulas
salivares y se generan producto de endo-replicacion del material genetico
(Zhimulev y cols., 2004). En términos practicos esto significa que estos
cromosomas pueden ser visibles con mi(_:roscopios convencionales desde 10X de

aumento y con contraste de fases.

Se realizaron inmunofluorescencias contra el constructo DAxud1:GFP
debido a que no se dispone de un anticuerpo anti-DAxud1. El constructo se
expreso en tejido de disco imaginal de ala y glandulas salivares utilizando el
sistema Gal4-UAS mediante la cruza de animales nub-Gal4 con UAS-
DAxud1::GFP. En conjunto con Ila inmunofiluorescencia contra GFP

(DAxud1::GFP), se realizé inmunofluorescencia contra la ARN Polimerasa llo
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(dominio CTD fosforilado, Polimerasa transcripcionalmente activa), que marca loci

transcripcionalmente activos.

Los resultados de estos analisis muestran que DAxud1::GFP esta en la
cromatina, donde se aprecia un patrén de bandeo extenso pero definido (Figura
11), lo que es tipico de elementos constituyente de la cromatina (Jamrich y cols.,
1977; Johansen y cols., 2009). Ello apoya la posibilidad de que DAxud1 esté
implicado directamente con la respuesta transcripcional durante el estrés térmico,
modulando la transcripcién de los genes hsp. En la Figura 13 se puede observar
que este patrén de localizacion de DAxud1::GFP co-distribuye frecuentemente
con el de la ARN Polimerasa llo, lo que sugiere que DAxud1 puede tener un rol
activador de la transcripcién. Adicionalmente, se realizaron preparaciones de
cromosomas a partir de animales de genotipo Ubi-GFPnls, que expresan GFP en
el ntcleo de las células de todos los tejidos del animal. Con ello se confirmé que la
proteina GFP por si sola, utilizada para la imunofluorescencia conira
DAxud1::GFP, no presenta asociaciéon con la cromatina (Figura 12). Se descartéd
de este modo un sesgo en el patrén de distribucién de la sefal por unién
inespecifica del anticuerpo o por asociacién inespecifica de GFP en regiones

particulares de los cromosomas.
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Composicion

Figura 11: DAxud1 se localiza en cromosomas politénicos en un patrén
estereotipado  caracteristico. Se realizaron  preparaciones de
inmunofluorescencias para GFP y ARN Pol llo en cromosomas politénicos de
animales nub>Gal4; UAS-DAxud1::GFP. Se observa que DAxud1 se sitta en
la cromatina, en un patrén de bandeo similar, aunque mas tenue, que ARN Pol
llo. Barra 20 um.
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Composicion

Figura 12: La proteina GFP nuclear no se une a la cromatina en patrones
como los observados en DAxud1::GFP. Utilizando el mismo procedimiento
que el experimento con DAxud1::GFP, se realizé6 una inmunofluorescencia
para GFP nuclear (GFPn) y para ARN Polimerasa Il fosforilada (ARN Pol llo).
Barra 20 um.
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Composicion

Figura 13: DAxud1::GFP co-distribuye con ARN Polimerasa llo
transcripcionalmente activa. En la composiciéon de los canales se observa
una correlacion entre la distribucion de las sefiales de DAxud1::GFP y ARN
Polimerasa activa (ARN Pol llo), dando cuenta que DAxud1::GFP se localiza
principalmente en Eucromatina. Fotografia tomada a 60X con acercamiento
digital. Barra 5 uym.
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Relocalizaciéon cromosomica de DAxud1 durante estrés térmico

Si bien DAxud1 se encuentra en la cromatina en condiciones de crecimiento
estandar (25°C), no se observé enriquecimiento en loci que codifiquen genes de la
familia hsp. Segun se ha investigado, durante estrés térmico es posible observar
relocalizacion de proteinas en loci que codifican genes hsp, como por ejemplo
HSF (Kregel y cols., 2002), Spt5 y Spt6 (Andrulis y cols., 2002), pTEFb (Ni y cols.,
2004) y otros modificadores de estructura de cromatina (Saunders y cols., 2003;
Lebedeva y cols., 2005). La relocalizacién de estos elementos es visible en
cromosomas politénicos a los 20 minutos después de exponer las larvas de tercer
estadio a estrés térmico agudo (37°C). Asi, cabe la posibilidad de que DAxud1
forme parte de este conjunto de proteinas y su sefial pueda ser apreciable en los
loci hsp en preparaciones de cromosomas politénicos durante estrés térmico en

las regiones sefialadas en la Figura 14A.

Segln se aprecia en la Figura 14B, DAxud1 experimenta una redistribucién
de su patrén de distribucién en los loci 87A y 87C, cuya sefial coincide altamente
con la de ARN Pal llo, transcripcionalmente activa. Lo anterior sugiere que, similar
a otros elementos ya mencionados, DAxud1 seria uno de los factores reclutados
durante la activacién de la transcripcion de genes hsp70. Cabe destacar que en el
locus 87C estan los genes hsp70Bbb y hsp70Bb, cuyo aumento en estrés térmico
se ve disminuido en los animales con pérdida de funcién de DAxud1. Por otra
parte, en el locus 67B, en que se localizan hsp26 y hsp67, no se aprecian cambios
en la redistribucion de DAxud1, consistente con el menor efecto en la expresién de

estos genes al manipular los niveles de DAxud1.

57




Hsp70Aa Hsp70Ad
e r——==

_Ezi"&x,/.s..‘.?r HepToBee— (IHPTO00, | Meplobe

ARN Pol llo

DAPI DAxud1::GFP Composicion

4

Control

Estrés térmico

Figura 14: DAxud1 relocaliza sobre loci que codifican genes Hsp70 durante
estrés térmico. A) Esquema que grafica las posiciones citolégicas 87A y 87C en
el cromosoma 3R de Drosophila melanogaster. Se aprecian los genes que hay en
cada locus, indicando todos los paralogos hsp70 y la direccion de la transcripcion.
(Figura adaptada de Gong y cols, 2004). B) Inmunofluorescencia de cromosomas
politénicos donde se observa la reestructuracion de los patrones de bandeo de los
diferentes elementos analizados al someter larvas de tercer estadio a estrés
térmico (37°C por 20 minutos). Barra 5 um.
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Objetivo especifico 3: Generar un perfil de posicionamiento genémico de
DAxud1 para establecer su rol regulatorio con respuesta global a estrés

Localizacion genémica de DAxud1

Los resultados de los objetivos anteriores han permitido determinar que
DAxud1 es una proteina nuclear asociada a la cromatina, que durante estrés
térmico DAxud1 se recluta en loci de genes hsp70, y que su disminucién de
expresion genera fenotipos de reducida termotolerancia posiblemente producto de

una activacion transcripcional deficiente de paralogos hsp70.

La distribucién de DAxud1 es extensa en la cromatina en condiciones sin
estrés térmico (Figuras 11 y 13), por lo que es posible que regule la transcripcién
de genes que participen en procesos no relacionados con estrés, permita
mantener niveles de transcripcion basales de otros genes hsps o de genes
relacionados con estrés. Dado que las observaciones en cromosomas politénicos
no proveen resolucion suficiente para determinar posicionamiento de DAxud1 en
unidades transcripcionales particulares o especificamente en las regiones

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

Se seleccioné la estrategia de secuenciacion masiva, DamID-seq, en
particular su variante TaDa-seq (que permite combinar el DamID-seq con el
sistema UAS-Gal4). Con este sistema podemos expresar la proteina de fusién
Dam::DAxud1 de forma tejido y tiempo especifico. En este experimento, la
expresion y aislamiento de material se realizé a partir de discos imaginales de ala,
ya que se trata de un tejido en proliferacién, diploide y donde se habian realizado
los estudios previos respecto de la funcién de DAxud1.

59




Respecto a la naturaleza de la técnica, esta se basa en la propiedad de la
proteina Dam de E. coli, capaz de metilar las adeninas de las secuencias GATC
del ADN préximas a los sitios de uniéon de la proteina de fusién:; en este caso
DAxud1. De esta forma, es posible marcar covalentemente (mediante metilacién) y
aislar las secuencias de ADN flanqueadas por estas metilaciones para ser
posteriormente secuenciadas. Otra ventaja de la técnica es que no requiere
anticuerpos especificos y ademas requiere una menor cantidad de material que la
técnica CHIP-seq, por lo que se consider6 una buena estrategia para, a través de
su perfil de posicionamiento en el genoma, entender la funcién regulatoria de la
expresion de DAxud1 en la cromatina. Hay que destacar que esta aproximacion
experimental tampoco requiere aislar el tejido del cual se extraera el ADN, lo cual

simplifica enormemente la obtencién del material a analizar.

Como ya se sefialé se obtuvo ADN a partir de discos imaginales de ala
cada una de las 3 réplicas experimentales realizadas para cada condicion, las que
fueron secuenciadas en el equipo lllumina Hiseq-2500 (Macrogen, Corea del Sur).
Las secuencias arrojaron estandares de calidad aceptables para posteriores
analisis, obteniéndose para todas las muestras 90% de lecturas con calidad Q
>20, mientras que el migmo indice Q fue sobre 30 en el 80% de las muestras y
que corresponden a las seleccionadas para analisis posteriores (Tabla S10). De
los pares de lecturas generados, todas las muestras tuvieron un alineamiento
sobre 73% sobre el genoma de Drosophila melanogaster. Considerando la réplica
con menores lecturas mapeadas, 16.392.179 lecturas (Tabla S10), se calcul6 la

cobertura minima del experimento que llegdé a 27X en el genoma de Drosophila
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melanogaster (Utilizando la férmula Cobertura=(tamario de lecturas x Cantidad de

lecturas mapeadas)/Tamario del genoma haploide).

No existen estandares publicados sobre la cobertura de experimentos de
Dam-ID, pero como referencia, para un Chip-seq (técnica con finalidad y estrategia
similar) la cobertura minima de secuenciaciones sobre los genomas para hacer
analisis posteriores fue de 10X (Jhonsons y cols., 2007; Sims y cols., 2014), por lo

gue nuestros experimentos contaron con cobertura y calidad suficientes.

Esencialmente, la informacion de la secuenciaciéon de DamiD-seq es similar
al de Chip-seq, aunque los experimentos de DamiD-seq tienen un sesgo de
lecturas hacia zonas GATC, las que pueden tener un conteo relativamente alto en
las muestras Dam control, ya que la proteina Dam por si sola puede metilar en
zonas descompactadas de la cromatina. Esto genera falsos negativos en el caso
de factores de transcripcién activadores y falsos positivos en el caso de represores
transcripcionales (Owen & Brand, 2015). Debido a estos sesgos, fue necesario
realizar un filiro especial para las lecturas de modo de lograr una normalizacion
adecuada de la senal Dam. Esto se corrigié con el script en Perl generado por

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

A partir de la informacién del mapeo de secuencias, se procedi6 a identificar
zonas en que las lecturas de Dam::DAxud1 eran significativamente mayores a la
del control Dam, para ello se utilizé el programa FindPeaks (Owen y Brand 2015),
que compara las sefiales del control con la de la condicion experimental
(Dam::DAxud1), e identifica las zonas que tienen sefial significativamente mayor y

estables entre réplicas. A partir de ello, se identificaron 1589 peaks significativos,
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donde Dam::DAxud1 se posiciona con mayor frecuencia en el genoma. De estos
1589 sitios, 301 corresponden al cromosoma X, 276 al cromosoma 2L, 279 a 2R,
369 a 3L, 327 a 3R, 9 a cromosoma 4 y 6 a heterocromatina constitutiva. La
distribucién gendmica de los peaks fue mayoritariamente intrénica, sobre un 40%
(Figura 15), siendo un 26,4% de elementos intergénicos y un 16,1% de elementos
en promotores (considerando presencia del peak en -1000 rio arriba del sitio de
inicio de transcripcidn para Drosophila melanogaster). Esta distribucion no seria
producto del azar ya que en el genoma de Drosophila los intrones corresponden a
un 9% del genoma y en promedio, los genes se constituyen de 4,67 intrones

(datos www.ensembl.org). A partir de esto, se debe recalcar que mas de un 50%

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

Anotacion de peaks

Para ejercer un control regulatorio sobre un proceso especifico,
generalmente un factor de transcripcioén debe localizarse en las cercanias o dentro
de la region que codifica un gen implicado en dicho proceso. Con el fin de asociar
genes puntuales con los peaks identificados, se utilizé el programa HOMER (Salk
Institute, Heinz y cols., 2010), que asocia peaks dentro de genes y en region del
promotor (Criterio -1000 a +200 bases desde el inicio transcripcion para D.

melanogaster).
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Figura 15: Distribucion genémica de los peaks significativos identificados
por DamiD.

La localizacion de los peaks se asocié con genes segun el criterio descrito
anteriormente. Bajo este analisis, 5 genes hsp marcaron positivo, todos en la
region promotora: hsp60B, hsp70Bc, hsp70Bb, hsp70Bbb, hsp67C; y 2 proteinas
“Heat Shock cognate”, chaperonas moleculares con alta similitud a Hsp70,
codificadas por los genes hsc70-3y hsc70-C. Estas proteinas Hsc tienen un rol de
chaperona en estados no estresados y son de expresion basal (Lawrence y cols.,

1991).
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Figura 16: Distribucion en intrones de los peaks significativos identificados
por DamliD.

Agrupando los genes en categorias funcionales utilizando la plataforma en
linea STRING (Tablas 8 y 9), no destaco el grupo de genes relacionados con el
proceso de tolerancia estrés térmico, probablemente por no ser suficiente el
numero de ellos para marcar significancia para esa categoria (Mi y cols., 2013).
Sin embargo, se observan categorias como morfogénesis y desarrollo neural de
Drosophila, consistentes con el posible rol de los genes homoélogos a DAxud1
durante el desarrollo neural en pez cebra (Feijoé y cols., 2009) y para la
estructuracion del epitelio en Drosophila durante el desarrollo embrionario y discos

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

Para tener una mejor idea de cémo el posicionamiento de DAxud1 regula la
transcripcidén de sus posibles genes blanco, se elaboraron perfiles de ocupacién
global, utilizando la sefial de Dam::DAxud1 alrededor de zonas de interés como
sitio de inicio de transcripcion (IT) y los genes totales (en escala a 1000 bases).
Esto utiliza la sefial promedio (eje Y) en cada localizacién computada en el eje X
del grafico. A partir de esta informacidn se generaron perfiles alrededor del sitio de
inicio de transcripcion (Figura 17) y en genes a escala, con y sin peaks

significativos (Figura 18).

En la Figura 17 se puede apreciar que a nivel gendémico la sefal de
Dam::DAxud1 tiene tendencia a distribuir alrededor de los sitios de inicio de
transcripcién, con dos peaks alrededor de este punto. Un analisis mas resolutivo
que consider6 sélo los genes con peaks significativos demostré que Dam::DAxud1
tiene una fuerte tendencia a localizarse en zonas promotoras y no en el sitio de

inicio de transcripcién
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Tabla 8: Agrupacién de genes anotados que tuvieron posicionamiento significativo
de DAxud1 en el experimento de DamlD para procesos biolégicos generales. La
agrupacioén se realizd mediante la herramienta Gene Ontology (GO) de bases de
datos en linea.

Proceso Genes Nombre de los genes
Bioldgico identificados

Generacidon de 69 slp2,pyd,esg,E2f1 klar,mfas,futsch,if,scrib,Ten-
a,N,gukh,XNP,sbb,smt3,emc,CG10431,Imp,hh,robo2,tutl,Int6,NijA,RhoGAP93B,boi,nkd,
drl,Lar,babos,gt,jing,Ptp10D,unc-
5,0vo,grh,esn,cdi,stan,en,hth,Kank,Src42A,RhoGAP100F,kibra,{j,CG8668,trh,tai,Nckx30C
,chn,baz,dnc,kni,tinc,LpR2,Raf,wor,EcR,bun,trn,inv,slow,aop,aos,salm,dlp,CG31871,fru,s

ty

neuronas

Morfogénesis 101 bab1,if,Pld,Cerk,futsch,gukh,rdx,vn,N,scrib,tio,E2f1,esg,pyd,slp2,qsm,18w,mfas,Stat92E,
klar,boi,RhoGAP93B,NijA,Int6, Myo10A,tutl,Shroom,jing,gt,CG43427,drl,Lar,zfh2,DIl,CG1
0431,emc,CG43658,Pgk,smt3,XNP,sbb,robo2,hh,Ime4,Hr39,sr,fj,kibra,RhoGAP100F,Src4
2A,Kank,rols,Hph,baz,chn,kirre,748,CG34460,Nckx30C, tai, trh,mbc, bk, unc-
5,0vo,Ptp10D,Myo61F,C15,Cypi8al,en,hth,stan,heph,awd,grh,siz,EcR,bun,Phk-
3,verm,fru,sty,CG31871,dlp,salm,aos,aop,slow,inv,cpb,trn,rt,Inx3,kni,dnc,grim,opa, cort,
Raf,wor,LpR2

Morfogénesis 57 en,hth,heph,stan,18w,grh,awd,Stat92E,ovo,E2f1,Myo61F,esg,C15,pyd,Cyp18al,baz,vn,r
dx,N,CG34460,scrib,tio, trh,mbc,{j,bab1,if,Src42A,Hph,Cerk,Raf,hh,Ime4,Inx3,emc,CG436
58,0pa,sbb,jing,Shroom,fru,sty,dlp,CG43427,a0s,salm,aop,slow,inv, Dl trn,zfh2,boi,bun,
EcR,siz, Myol10A

de epitelio

Morfogénesis 57 CG43658,sbb,0pa, Inx3,emc,Ime4,hh,Raf, Myo10A, boi,siz,bun,EcR,slow,aos,salm,aop,DIl,
de tejido zfh2,trn,inv,sty, fru,jing,Shroom,CG43427,dip,C15,Myo61F,esg,pyd,Cyp18al,E2f1,0v0,gr

h,awd,Stat92E, heph,stan,hth,en,18w,Cerk,Hph,f,fj,bab1,Src42A,scrib,CG34460,N,mbc, ti
o,trh,baz,vn,rdx

Movimiento 53 Raf,robo2,hh,CG14838,0pa,XNP,sbb,kni,dlIp,gt,jing,Shroom,fru,Lar,drl,trn,cpb,salm,aos,a
celular op,bun,EcR,NijA,RhoGAPS3B,tutl,18w,en,stan,klar,Stat92E,awd,inaC,unc5,Ptp10D,slp2,e
sg,gukh,vn,bbg,baz,mbc,N,scrib,tai,RhoGAP100F,Srcd 2A, sr,if kibra,futsch,CycB, rols,Cerk

Locomocién 52 kni,XNP,sbb,opa,emc,hh,robo2,Raf,tutl, RhoGAP93B, NijA,EcR,bun,aos,aop,salm, trn,cpb, L
ar,drl,fru,Shroom,jing,gt,dlp,esg,slp2,Ptp10D,unc5,awd,inaC,klar,Stat92E,stan,en,18w,C
erk,rols,if kibra,sr,Src42A,RhoGAP100F,Ten-a,scrib,tai,N,mbc,baz,bbg,vn,gukh

Diferenciacidon 60 fru,jing,dlp,CG31871,gt,slow,aop,salm,aos,trn,Lar,drl,boi, RhoGAP93B, NijA,EcR,bun, Int6,
neural tutl,hh,wor,robo2,LpR2,Imp,emc,CG10431,kni,XNP,sbb,dnc,smt3,baz,chn,gukh,scrib, tai,
Ten-
a,N,Nckx30C,trh,if,fj,CG8668,Src42A,RhoGAP100F,Kank, futsch,stan,en, hth,esn,mfas,grh,
klar,E2f1,Ptp10D,unc-5,0vo,slp2,pyd

Desarrollo de 83 Kdmg2,en,hth,heph,stan,grh,ovo,unc-

or ganos 5,Ibk,Cyp18a1,Mya61F,C15,kirre,chn,baz,trh,mbc,CG34460,Nckx30C,RhoGAP100F,Src42
A,pxb,srfj,kibra,rols,Hph,Raf,wor,rt,opa,toe,kni,dip,sty,fru,inv,cpb,trn,aop,a0s,salm,slo

w,bun,EcR,siz,verm,18w,Notum,klar,Stat92E,inaC,E2f1,pyd,esg,rdx,vn,bbg,tio,N,tara, Te

n..

a,scrib,babl,if,futsch,msi,Cerk,robo2,hh,Hr39,emc,sbb,CG43658,gt,CG43427 jing,drl,Lar

,2fh2,DIl,boi,tut

Desarrollo de 113 boi,RhoGAPI3B, NijA,Int6,tutl,jing,CG43427,gt,babos, Dll,zfh2,nkd,CG17683,Lar,drl,emc,
. CG10431,CG43658,XNP,sbb,smt3,hh,robo2,Imp,Hr39,if, bab1,Cerk,msi,futsch,bbg,vn,rdx
sistemas
,8ukh,Ten-
a,mtg,scrib,N,tara,Mdr65,tio,eg,E2f1,esg,pyd,slp2,Notum,mfas, 18w,inaC klar,Stat92E, siz
,ECR,bun,verm,fru,sty,CG31871,dIp,slow,salm,aop,aos,trn,cpb,inv,rt,kni,toe,grim,dnc,op
a,wor,Raf,CG5326,LpR2,tinc, kibra,sr,fj,CG8668,pxb,Src42A,RhoGAP100F,rols,CG12007,H
ph,Kank,baz,chn, kirre,tai,CG34460,Nckx30C,mbc,trh,Ptp10D,unc-
5,Ibk,ovo,C15,Myo61F,Cypl8al,cdi,stan,heph,hth,en,esn,Kdm2,grh,awd
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Tabla 9: Vias de sefializacion mas enriquecidas a partir de la lista de genes en
cuyo locus se posiciona DAxud1. La informacién se generé a partir
informacién de vias de la iniciativa Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) que tiene la informacion de vias metabdlicas y de sefializacién, junto con
la herramienta para identificar vpias posiblemente intervenidas a partir de listas de
genes como la generada a partir del analisis de posicionamiento de peaks de
DAxud1. Esto da informacién de que via estaria intervenida o regulada por
DAxud1 de manera mas probable.

de la

Ruta Genes | Genes identificados | Nombre de los genes
dela en el analisis
ruta
Biosintesis de 13 4 AcCoAS,PCB,ACC,Acsl
acidos grasos
Beta-Oxidacién de 18 4 CG31871,AcCoAS,Mtpalpha,Acsl
dcidos grasos
Beta-Oxidacién 23 4 Acsl,Mtpalpha,AcCoAS,CG31871
Meta MAPP
Sefializacién TGF- 13 3 Fs,Mad,wg
Beta
Sefializacion 10 2 CycB,ptc
Hedgehog
Ciclo celular 49 5 grp,CycD,sgg,CycB,Cdk4
Ciclo de Krebs 23 3 PCB,SdhA,Nc73EF
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En la Figura 18B se observa el perfil metagenémico agrupado para los
genes con sefial significativa. Esta agrupacién de los genes ofrece una mejor
resolucién y agrupa los genes segin una sefial similar de acuerdo a las
coordenadas establecidas para el computo (sitios de inicio de transcripcion o
genes escalados). Se diferenciaron 3 tipos de sefiales positivas que corresponden
a las 3 formas en que DAxud1 se distribuye en de los genes. Se puede observar
que existe una mayoria de genes donde DAxud1 se localiza en zonas intragénicas
(Grupo 2, senial celeste) y en promotores (Grupo 3, sefial amarilla), habiendo una
minoria de peaks con muy baja sefial, pero significativa, dentro del cuerpo de los
genes (Grupo 1, sefial azul). Este patron puede asociarse con factores de
transcripcion que se localizan preferentemente en promotores (Grupo 3), y es
posible que la sefial intragénica (Grupo 2) corresponde que resulta de la
distribucién de DAxud1 en intrones, ya que estos representan un 41.5% de los
peaks. Los grupos de genes identificados por las distintas distribuciones no se

asocian a ningun tipo de proceso especifico como estrés o apoptosis.
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Figura 17: Perfil metagenémico de Dam::DAxud1 alrededor de los sitios de
inicio de transcripcién. Mediante el programa Deeptools se generaron perfiles de
ocupacion gendémica a partir de los genes con peaks significativos, realizado a
partir de los perfiles totales de posicionamiento (Figura S17). Aqui se grafica el
sitio de inicio de transcripciéon alineado de todos los genes anotados para la
version dm3 del genoma de Drosophila (eje X) con la sefial del experimento de
Dam (escala logaritmica promedio de enriquecimiento de senal). Se realizaron
perfiles para todo el genoma, considerando sefiales de Dam::DAxud1 significativas
y no significativas (A) y perfil sélo para los genes con sefal significativa (B).
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Figura 18: Perfil metagenémico sobre el cuerpo de los genes y agrupacién
de las sefiales. Todos los genes fueron escalados a 1000 bases, dejando sin
escalar 500 bases después del inicio de transcripcion (ITs) y 500 bases antes del
término de transcripcion (TTs). También quedaron sin escalar las zonas -1kb rio
arriba del gen y +1kb después del término de transcripcion. A) Perfil para todos los
genes con sefial significativa de Dam::DAxud1. B) Misma informacién que en A,
pero en grupos de genes con patrén de posicionamiento similar. Se aprecian 3
grupos, de los cuales el 2 y el 3 dos son de alta sefial, mientras que el grupo 1 es
de sefal baja repartida por todo el gen.
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Figura 19: Secuencias consenso encontradas a partir del alineamiento de las
secuencias de los peaks. Se ilustran las secuencias consenso principales
encontradas utilizando el programa DREME, introduciendo las 1589 secuencias.
Se ordenaron en base a E-valor y a recurrencia en las secuencias, siendo el E-
valor un valor estadistico desarrollado para alineamientos de secuencias, analogo
a p-valor de test estadisticos de valores numéricos (Bailey, 2011).
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Motivos consenso derivadas del analisis de las secuencias en que se
posiciona DAxud1

El largo de las secuencias de los peaks significativos, utilizando el programa
FindPeaks fue de entre 50-5000, las secuencias de los 1589 peaks se extrajeron y
se alinearon con el programa DREME (Bailey, 2011). Este programa realiza
alineamientos multiples de las secuencias ingresadas, buscando secuencias
consenso recurrentes, a la vez que realiza fest estadisticos de probabilidad de que
esas secuencias sean encontradas al azar tanto en el genoma de Drosophila
como en las secuencias analizadas (Bailey, 2011). Los resultados de los

alineamientos se muestran en la Figura 19.

No necesariamente los primeros motivos en la jerarquia se corresponderian
con una posible secuencia de unién de DAxud1, ya que pueden ser indicadores de
motivos recurrentes en promotores de genes vinculados con alglin proceso
biolégico particular, o a contextos genémicos especificos. Para obtener esta
informacién se utilizé el programa GOMO (Algoritmo y base de datos descritas en
Bode y cols., 2008), que asocia los motivos encontrados por DREME a promotores
conocidos y caracterizados en el genoma de Drosophila melanogaster. El
programa GOMO busca la secuencia ingresada en los promotores de todos los
genes de la especie seleccionada (definidos en -1000 a +200 desde el inicio de
transcripcion) y los asocia con rol funcional de las bases de Gene Ontology (GO),
en el que se hace una correccién adicional (que origina al valor p) en cuan
probable seria el mismo resultado si las secuencias de promotores estuviesen

asignados a genes aleatoriamente (Bode y cols., 2008). El resultado de este
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analisis se resume en la Tabla 10, en que la secuencia nucleotidica mas
recurrente fue identificada como RTACATAY (abreviaturas y siglas para clave de
nucledtidos, pagina V) esta presente en promotores de genes de respuesta a
estrées térmico e hipoxia. Esto refuerza la idea que DAxud1 participaria en
respuesta a estrés térmico, a través de la unién a una secuencia consenso
particular. El segundo motivo (ATAWATAW) se ha vinculado a promotores de
genes de respuesta a patégenos, otro tipo de estrés. Un tercer motivo es que
ACACADY tiene recurrencia en promotores de genes de desarrollo de cordén

neural ventral en Drosophila.
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Tabla 10: Asociacion de secuencias consenso a categorias de Gene Ontology,
utilizando informacién de promotores anotados de Drosophila melanogaster.

Procesos Bioldgicos Funcién Molecular
Nombre
Clave GO p-valor Nombre categoria Clave GO p-valor categoria
5,47e-05 Transporte de
Respuesta a estrés térmico Calcio mediado
RTACATAY | G0:0035080 | 8,80E-05 | mediante puffs cromosémicos | GO:0005388 por ATP
G0:0001666 | 1,68E-02 | Respuesta a hipoxia
G0:0030239 | 9,16E-02 | Ensamblaje de miofibras
1,52E-01 | Respuesta a bacterias Gram- 1,42E-04
G0:0050829 Negativas G0:0030533 ARNt
ATRURTEY | 60:0006333 | 2,456-02 | Ensamblaje de cromatina
Go:0006412 | ¥9%502 | 1raguccion
Desarrollo de Corddn Neural Factor
G0:0007419 | 2,84E-04 | Ventral G0:0003700 1,42E-04 | transcripcional
Morfogénesis de disco N
G0:0007476 | 1,42E-03 | imaginal de ala G0:0005509 1,42E-04 | Unién de calcio
ACACADY Diferenciacién de
G0:0007400 | 4,98E-03 | neuroblastos
Desarrollo celular de foliculo
G0:0030707 | 2,35E-02 | de ovariolo
G0:0007179 | 262602 | y(a 1GF-beta
CAVCARCA . Factor
G0:0035075 | 1,54E-01 | Respuesta a ecdisona G0:0003700 1,42E-04 | transcripcional
Desarrollo de sistema nervioso Factor
G0:0007422 | 1,42E-04 | periférico G0:0003700 1,42E-05 | transcripcional
ARMGAGAG - —= ,
Diferenciacién de células
G0:0048867 | 1,42E-04 | troncales
CCTCSBCE G0:0034470 | 5,69E-04 | Sintesis de ARNr
G0:0016072 | 7,03E-02 | Sintesis de ARNnc
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DISCUSION

En este trabajo se llevaron a cabo experimentos que permiten proponer que
DAxud1 modula la respuesta a estrés térmico en Drosophila melanogaster, ésto a
través de la activacién transcripcional de genes hsp70. Cabe destacar, que existen
pocos estudios que den informacién precisa e integrada sobre la funcién fisiolégica
y molecular de DAxud1 y sus ortélogos. Concluimos que, durante estrés térmico,
DAxud1 relocaliza sobre loci que codifican genes hsp70, con la funcién de
promover de manera eficiente la transcripcion de estos genes en condiciones de
estrés celular. Lo anterior explica por qué los animales con pérdida de funcién de
DAxud1 son sensibles al estrés térmico y reducen su sobrevida al ser desafiados

con este tipo de estrés.

Lo anterior también fue apoyado por la informacion de perfiles de
posicionamiento genémico de DAxud1, en que se observé que no sélo se
posiciona sobre algunos genes hsp70, sino que las secuencias identificadas por el
analisis de secuencias de distribucion de DAxud1 sugieren que esta proteina se
localiza frecuentemente cercano al motivo nucleotidico RTACATAY, presente en
todos los promotores de genes de la familia hsp en Drosophila melanogaster. Este
motivo puede servir para guiar a DAxud1 en el genoma, o bien puede servir de
union para un complejo mayor, del cual DAxud1 forma parte y asi podria no unirse

directamente al ADN.
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Los genes hsp son necesarios no sélo para la tolerancia a estrés térmico,
también se ha demostrado que forman parte de un mecanismo citoprotectivo
conservado universalmente y cuya regulacién transcripcional podria depender en

animales de DAxud1.
1.- Rol de DAxud1 en la respuesta a estrés

Se ha observado que DAxud1 aumenta considerablemente durante
diferentes formas de estrés cronico. Lo anterior incluye resultados para la
exposicion a: doxorrubicina, en que el ortdlogo de ratén (AXUD1/CSRNP1)
aumenta mas de 2 veces en cardiomiocitos expuestos por 10 semanas a este
quimico (Yi y cols., 2006); para estrés oxidativo inducido durante 3 meses por
nanoparticulas de Cerio en tejido hipocampal de ratén (Cheng y cols., 2013); para
estrés por baja temperatura (12°C), en células de retina humana expuestas a frio
por seis dias presentan un aumento de DAxud1 mas de 3 veces (Pasovic y cols.,
2016); para estirés por presion, en cementoblastos humanos expuestos a presién
de 30 g/cm? por més de seis horas, presentan un aumento significativo al cabo de
este tiempo (Diercke y cols., 2014). Con estos antecedentes y otros sefialados en
la introduccién de esta tesis, se decidié estudiar si DAxud1 es necesario para la
respuesta a estrés térmico ya que es una respuesta de estrés generalizada, facil
de inducir y el mecanismo celular para su tolerancia es similar a los otros tipos de
estrés donde se analizaron los cambios de expresién de los homoélogos de
DAxud1. El mecanismo de tolerancia que opera para todas las formas de estrés

celular se basa en la rapida transcripcion de genes hsps y su posterior traduccion

(Kregel y cols., 2002; Richter y cols., 2010).
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1.1.- DAxud1 es un elemento de respuesta a estrés a través de genes hsp70

Los antecedentes de DAxud1 coinciden con tipos de estrés en que este
gen, junto con los de la familia hsp, aumentan en condiciones como estrés
oxidativo (Bruce y cols., 1993; Ahamed y cols., 2010), baja temperatura (King y
cols., 2015) y presién hidrostatica (Kaarniranta y cols., 1998). Si bien DAxud1 no
es el Unico elemento necesario para la transcripcién de genes hsp (Lis y cols.,
2001; Kregel y cols., 2002; Richter y cols., 2010), se observo que la pérdida de
funcion disminuye la eficiencia de transcripcion durante estrés térmico agudo de al
menos dos genes paralogos hsp70 en el locus 87C, que son hsp70Bb y hsp70Bbb
(Figura 9C). En condiciones de estrés térmico, la transcripcion de genes hsp70Bb
y hsp70Bbb fue significativamente menor, en al menos un 30%, en animales en
los que DAxud1 fue silenciado, lo que explica la mayor sensibilidad de los
animales a las condiciones de estrés térmico ensayadas (Figura 8A), y la
reduccién en la sobrevida de los adultos deficientes en DAxud1 expuestos a
incrementos diarios de la temperatura ambiente (Figura 9B). Un resultado similar,
en cuanto a pupacion, se obtuvo al crecer las larvas deficientes en DAxud1 en
medio con 0.5% de Peréxido de Hidrégeno (Figura S20). Ambos procesos de
tolerancia a estrés térmico y oxidativo tienen en comtn las proteinas Hsp70 como
efectores (Kregel y cols., 2002), siendo mas necesarias en condiciones de estrés
térmico, ya que la respuesta a perdxido tiene otros elementos que operan en las
primeras etapas del estrés, como glutatiéon y catalasas, que son utilizados a modo
de respuesta rapida (Ma y cols., 2010). Asi, durante condiciones de estrés

oxidativo sostenido la expresion de diferentes Hsps se hace fundamental (Bruce y
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cols., 1993; Ahamed y cols., 2010). De lo anterior se infiere que DAxud1 tendria un
rol importante, a través de la transcripcion de los genes hsp70, también en la
respuesta a estrés oxidativo crénico. Lo que se corresponderia con el aumento de
su expresion previamente descrita en otros sistemas (Yi y cols., 2006; Cheng y

cols., 2013).

La eficiente activacién de la transcripcion de los genes hsp se deberia en
gran medida al posicionamiento de DAxud1 sobre loci que codifican genes hsp70.
Nuestros resultados muestran que durante el estrés térmico agudo (exposicién a
37°C por 20 minutos), DAxud1 se redistribuye abundantemente sobre los loci 87A
y 87C de cromosomas politénicos de glandulas salivales, similar a lo descrito para
la ARN Polimerasa llo (transcripcionalmente activa) en las mismas condiciones
experimentales (Ni y cols., 2004). Este fenémeno de redistribucién ocurre con
varios elementos de la cromatina que son necesarios para la transcripcién de los
genes hsp70 en condiciones de estrés, como son: HSF (Sorger, 1991),
remodeladores de cromatina (Saunders y cols., 2003), el complejo de elongacién
DSIF (Missra y cols., 2010) y el complejo Cdk9/Ciclina T (Lis y cols., 2000). Asi,
DAxud1 corresponderia a otro elemento que modula la respuesta a estrés térmico
agudo, y posiblemente otras respuestas a estrés como oxidativo, hipoxia, entre

otros (Kregel y cols., 2002).

Por otra parte, en tejidos en proliferacion y sin exposicién a estrés térmico,
como el disco imaginal de ala, DAxud1 se posiciona frecuentemente en zonas del
genoma con una secuencia especifica (RTACATAY) que se encuentra en todos
los promotores de los paralogos de hsp70, e incluso de los otros genes de la
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familia hsp. Esto concuerda con las observaciones de los experimentos descritos,
validando la propuesta que DAxud1 actuaria como un elemento de la cromatina

necesario para la expresion de genes hsp70 durante estrés térmico.

1.2.- DAxud1 en la respuesta a estrés a corto y largo plazo.

Concordante como un controlador transcripcional durante respuesta a
estrés, el aumento de la expresion de DAxud1 durante exposicién a largo-mediano
plazo esta vinculado a la via JNK que activa la apoptosis, lo que se ha confirmado
en cementoblastos humanos (Korb y cols., 2016) y en tejidos imaginales de
Drosophila (Glavic y cols., 2009). En estos estudios se vinculé a DAxud1 con un
rol pro-apoptético, tanto por el fenotipo de apoptosis propiamente tal (Glavic y
cols., 2009), como por observacién de activacién de la via JNK (Glavic y cols.,
2009; Korb y cols., 2016). Siendo la activacién de la via JNK un evento comtin a la
activacion de la apoptosis, proceso homeostatico vinculado a la proteccién del

tejido frente a agresiones de distinta naturaleza (Redza-Dutordoir y cols., 2016).

Con estos precedentes se propone que DAxud1 operaria como un elemento
de respuesta a estrés tanto al inicio de la respuesta, favoreciendo la expresién de
genes hsp70, como en el proceso terminal del estrés, donde la pérdida de
homeostasis celular llevaria a la activacién de JNK e induccioén de la apoptosis.
Esta proposicién es apoyada por los datos de DamlID, donde se hallaron cinco
genes vinculados con la activacién de JNK/Bsk: cdc42, aop, src42A, msn y
wengen. Los primeros cuatro vinculados directamente con la activacion de la via
JNK en contexto de desarrollo embrionario (Su y cols., 1998; Noselli y cols., 2000;
Tateno y cols., 2000), mientras que wengen activa la via JNK a través de la

79




sefializaciéon TNF/Eigger (Moreno y cols., 2000). De este modo la ganancia de
funcién de DAxud1 podrian estimular la transcripcion de estos genes y a través de
ellos establecer las conductas celulares ya descritas. Dicha situacion de
regulacién transcripcional debera confirmarse con experimentos futuros. Un

resumen grafico de esta propuesta se puede apreciar en la Figura 20.
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Figura 20: Modelo de funcion de DAxud1 como regulador maestro de
respuesta a estrés. A) Segun lo estudiado en esta tesis, DAxud1 estaria
implicado en la respuesta a estrés a corto plazo, a través de la transcripcion de
genes hsps y estos en una primera etapa de exposicion al estrés impedirian la
activacion de la via JNK mediante unién directa. Este estado de supresién de la
apoptosis activada por JNK que mantendria a la célula viva operaria en la medida
que las proteinas Hsp70 sean abundantes y capaces de mantener integra la
conformacion de las proteinas desplegadas por los agentes estresores. A largo
plazo, DAxud1 seguiria activo promoviendo la transcripcién tanto de genes hsps
como de activadores de JNK, permitiendo mantener el equilibrio que conserva a la
célula viva. Sin embargo, este equilibrio puede romperse si la cantidad de Hsp70
libre disminuye debido a la gran cantidad de proteinas mal plegadas, no pudiendo
sostener el bloqueo a la activacion de la via JNK y desencadenando la muerte
celular programada como proceso final frente al estresor (B).
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En la etapa inicial del estrés DAxud1 experimentaria relocalizaciones sobre
los loci de genes hsp70, activando su transcripcién y posiblemente induciendo la
fosforilacién y activacion de JNK de manera leve. Esta activacion de la via JNK
incrementaria en funcién del tiempo del estimulo estresor. Se ha descrito ademas
que esta activacion de la ruta JNK es necesaria para la respuesta a estrés térmico
a mediano y largo plazo (Gonda y cols., 2012), y conforme va aumentando el nivel
de activaciéon de JNK/Bsk se llega a un punto en el cual se induce eventualmente
la apoptosis. Sin embargo, hasta ahora no se conocen los mecanismos exactos
que regulan la activacién JNK durante estrés agudo sin los efectos pro-apoptéticas

(Gonday cols., 2012).

Como se constata en la bibliografia, tanto Hsp70 como JNK tienen en
comln que aumentan su expresién durante condiciones de esirés en las que
también se observa que DAxud1 aumenta su expresion a largo plazo (Gabai y
cols., 1998; Nagata y cols., 1999; Yi y cols., 2006; Ahamed y cols., 2010; Cheng y
cols., 2013). De este antecedente y de nuestras observaciones experimentales se
desprende la posibilidad de que DAxud1 sea un modulador transcripcional de
ambos elementos, con consecuencias diferentes a corto y a largo plazo. A corto
plazo, en equilibrio funcional entre los niveles de Hsp70 y la activacion de JNK,
donde se preserva la sobrevida celular o bien a largo plazo, donde el equilibrio se
rompe y el estrés sobrepasa los mecanismos adaptativos, y la activacion de JNK
desencadena la apoptosis. A nivel molecular este balance se basa en la
interaccion fisica entre Hsp70 y JNK activado (Basket en Drosophila), evitando

que la sefial mediada por la quinasa JNK y que gatilla la apoptosis se propague
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(Gabai y cols., 1997; Gabai y cols., 1998). A partir de los estudios de Gabai y
colaboradores (1997, 1998), los autores formularon un modelo de equilibrio entre
JNK/Hsp70 que reside en que durante el estrés térmico y oxidativo, JNK
fosforilado aumenta progresivamente junto a la sintesis de proteinas Hsp70, la que
bloquea la accién pro-apoptética de JNK activado. Si la cantidad de proteinas
denaturadas aumenta considerablemente, las proteinas Hsp70 tendran menos
probabilidad de interactuar con JNK activado, favoreciendo la sefial pro-apoptética
si es que ésta se mantiene a largo plazo (Gabai y cols., 1997; Gabai y cols., 1998).
Debido a que ambos elementos dependerian de DAxud1, éste podria tratarse de
un modulador central o primario de este mecanismo homeostéatico, en el que
inicialmente se impulsaria la sintesis de Hsp70 mediante la transcripcion y
eventualmente se favoreceria la activacién de JNK, la que a largo plazo y
dependiendo el contexto celular, tendria un efecto pro-apoptético. Esto se sustenta
en que la expresion prolongada de DAxud1 en discos imaginales de ala resulta en
la activacion de la apoptosis dependiente de la activacion de la via JNK (Glavic y
cols., 2009). La cantidad de DAxud1 expresado en las células parece ser
gravitante en los procesos de proteccion celular y de apoptosis. La expresion
elevada de DAxud1 inducida mediante el sistema UAS-Gal4 (que genera un
aumento de 29 veces en DAxud1, Figura S8) genera un fenotipo de apoptosis y
arresto de ciclo celular (Glavic y cols., 2009), mientras que un aumento moderado
(de 6,5 veces) no produce tal efecto (Figura S8B, Figura S13). Por otra parte,
reducciones en los niveles de DAxud1 producidos por expresién de un ARN
interferente sensibilizan a los tejidos y animales a las condiciones de estrés

ensayadas (Figuras 8 y 9; Figuras S19, S20y S21).
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2.- Funcién de DAxud1 como activador transcripcional
2.1.- ;¢ Es realmente DAxud1 un activador de la transcripciéon?

Considerando la informacién obtenida en este trabajo, se ha observado que
DAxud1 participaria en la respuesta a estrés térmico a nivel de activacion de la
transcripcién, ya que durante esta condicién ocu'rre una relocalizacién de
DAxud1::GFP en loci que alberga genes de respuesta a estrés (paralogos hsp70),
adicional al fenotipo de susceptibilidad de animales deficientes en DAxud1 frente a
estrés termico (Figura 8). En las imagenes expuestas en la Figura 13, fue evidente
notar que DAxud1::GFP se localiza preferentemente en bandas donde también lo
esta localizada la ARN Pol llo, y usualmente se excluye de bandas tefiidas por
DAPI. Estas ultimas corresponden a loci con menor sintesis de ARN, ya que
corresponden a cromatina mas compactada, cuya mayor densidad de Acido
nucleico resulta en un mayor depésito del fluoréforo (Zink y cols., 2003) y por el
contrario, los genes activos presentan escasa tincién de DAPI debido a una menor

compactacién del ADN.

Esta co-distribucién de DAxud1 con ARN Polimerasa activa es bastante
extensa sobre todos los cromosomas (Figuras 11 y 13), lo que en estas primeras
observaciones sugiere que DAxud1 seria una proteina que interviene en la
activacion de la transcripcion de manera generalizada y cuya capacidad de
activacion dependeria tanto del contexto de la cromatina como también
posiblemente de modificaciones post-traduccionales de DAxud1. Esta posibilidad

de que DAxud1 sea un activador transcripcional, concuerda con los estudios del
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ortologo de ratén de DAxud1 (CSRNP), en que se confirmé mediante ensayos de
monohibrido GAL4-CSRNP que esta proteina de fusion tiene propiedades
activadoras de la transcripcién del gen reportero luciferasa (Gingras y cols., 2007).
Por ofra parte, entre los genes que aumentaron su expresion en el analisis
transcriptomico (Tabla S3) se encuentra hsp70Bb, que también se encuentra en el
locus 87C en que DAxud1 se relocaliza durante estrés térmico. Esto concuerda

con la hipétesis de que DAxud1 corresponderia a un activador transcripcional.

Segun los datos de DamID, se observo que DAxud1 se localiza en intrones
en un 40,1% de los sitios significativamente ocupados, de los cuales un 51,7% se
localiza en el primer intrén, lo que no es resultado del azar ya que en D.
melanogaster el promedio de intrones por gen es de 4,67 (datos de
www.ensembl.org). Un 16,6% de las regiones metiladas por Dam::DAxud1
corresponden a sitios de inicio de transcripcion y promotores (+500 y -1000pb
desde el sitio de inicio) y un 26,4% a zonas intergénicas, mas lejanas a -1000pb
desde el inicio de transcripciéon. Frecuentemente, los intrones albergan sitios de
unién para factores de transcripcion de tipo activador en genomas eucariontes
(Hernandez-Garcia y cols., 2014; Bong & Choi, 2015), por lo que esta localizacién
en los genes puede ser un indicador de esta caracteristica, apoyando asi el resto

de las evidencias presentadas.

Cabe destacar, observando los perfiles metagendmicos, que si bien la
mayoria de los peaks esta dentro de los intrones (40,1%), los peaks que estan en
zonas promotoras e intergénicas presentaron un mayor enriquecimiento de la
sefial Dam::DAxud1 basado en los valores Logz(Dam::DAxud1/Dam). Esto ocurre
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porque la sefial entre zonas promotoras y zonas intragénicas son de similar
magnitud (Figuras 15 y 16). Esto quiere decir que la probabilidad de que la
proteina esté en mayor cantidad o tiempo es menor en regiones intrénicas que en
zonas intergénicas o promotoras, pero siguen dando un valor estadisticamente

significativo.

El perfil metagenémico también sustenta el posible rol de DAxud1 como
factor de transcripcion por unién en la zona promotora (Figuras 17 y 18), ya que
existe una fuerte sefial rio arriba del inicio de transcripcion de los genes. Este perfil
fue construido a partir del diagrama de la Figura S4, que grafica el enriquecimiento
de Dam::DAxud1 para cada gen, y a partir de estos se realizaron agrupaciones de
genes con un patron similar, lo que se grafica en la Figura 18. Los perfiles
muestran que el enriquecimiento de la sefial es particularmente alto en zonas rio
arriba del inicio de transcripcion de los genes (promotores), asi como una sefial de
similar magnitud que predomina dentro de los genes. La Figura 17B muestra que
Dam::DAxud1 se localiza con una frecuencia inferior en el sitio de inicio de
transcripcion, lo que sugiere que no formaria parte del complejo de iniciacion de la
trascripcion. La sefial en el inicio de transcripciéon no es cero ni exiremadamente
baja, pero probablemente se debe a que la técnica de DamiD produce sefiales
amplias de poca resolucién al comparar con otras técnicas como CHIP-seq y
CHIP, pero con la ventaja de no requerir de anticuerpos, ni del aislamiento de

tejidos especifico para extraer la cromatina (Southall y cols., 2013).

2.2 DAxud1 regularia su propia expresion durante estrés crénico
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Se ha observado en mamiferos que los niveles de ARN de los homologos
de DAxud1 no aumentan inmediatamente frente a condiciones de estrés, sino que
lo hace a mas largo plazo, contrario a lo que ocurre con hsp70 (Kregel y cols.
2002). La razén de este aumento a largo plazo puede radicar en un mecanismo de
auto-regulacion positiva mediado por la proteina DAxud1 sobre la transcripcién de
su gen, aumentando progresivamente a medida que el estimulo estresor se
mantiene. Esta inferencia surge de dos observaciones: 1) En el experimento de
DamiD, se observé que DAxud1 se posiciona de manera significativa en el primer
intrén de su gen, y 2) Durante el estrés térmico, a los 20 minutos, DAxud1 sufre
relocalizaciones sobre genes de respuesta a estrés sobre genes hsp70 (Figura
14), posiblemente a raiz de un cambio post-traduccional. Se debe mencionar que
no fue posible detectar relocalizacion de DAxud1 en cromosomas politénicos
sobre su mismo locus codificante (22E), situacion diferente a los loci hsp70 (87A-
87C), en que no soélo hay relocalizaciéon de DAxud1, sino también de muchos otros
factores que favorecen la sintesis de ARN (Lebedeva y cols., 2005). Ademas, los
genes hsp70 estan en tandem (Figura 14A) lo que favorece la deteccidn de la

sefial.

Es posible que la falta de deteccién de DAxud1 en su gen en este tipo de
ensayos resulte de la cantidad de proteina reclutada, de la temporalidad del
estimulo en este ensayo, o bien de los altos niveles de DAxud1 presentes en el

sistema.

La relocalizacién de DAxud1 durante estrés térmico puede deberse a

cambios en su estructura terciaria debido a modificaciones post-traduccionales. En

87




un primer andlisis de la secuencia primaria de DAxud1 de Drosophila, se identifico
que DAxud1 posee motivos de fosforilacién para serina-treonina kinasas (Glavic y
cols., 2009). Fosforilaciones en estos sitios podrian ocasionar cambios de afinidad
por proteinas o sobre secuencias de ADN especificas. Otra alternativa reside en el
hecho de que la secuencia aminoacidica de DAxud1 y también la de sus
homdlogos en diferentes especies es rica en cisteinas (Ishiguro y cols., 2001;
Gingras y cols., 2007). Las proteinas que poseen alta cantidad de cisteinas
agrupadas en segmentos definidos son conocidas por ser sensores de estrés,
como es el caso de MTF-1 en Drosophila, factor de transcripcién necesario para la
respuesta a estrés de metales pesados, hipoxia y estrés oxidativo, en el cual el
motivo CQCQCAC actila como sensor de activacién, el que modifica su
conformacién en condiciones de estrés permitiendo su interaccién con los factores
de transcripcion basales (Glnther y cols., 2012), y gatillando la expresion de
metalotioneinas y glutatién entre otros (Lichtlen y cols., 2001).

DAxud1 también tiene un grupo en que 6 de las 17 cisteinas de su
secuencia de 852 aminoacidos estan en la serie CGCSCREFCDPETCAC, con un
patrén similar al de MTF-1. Es posible que estudiando las modificaciones en esta
secuencia se pueda obtener mas informacién sobre un potencial mecanismo de
regulacion por cambio conformacional de DAxud1 y cémo éste determina las
interacciones de DAxud1 en estrés agudo, pudiendo proponer asi una explicacién
para los fendémenos de relocalizacion observados. Es necesario mencionar que el
factor HSF, que también relocaliza en los loci de hsp70 durante estrés térmico,
también posee cisteinas que se oxidan tanto en estrés oxidativo como térmico, y

estos eventos son necesarios para que relocalice sobre los genes blanco en el
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genoma y realice su funcién de activador de la transcripcién (McDuffee y cols.,

1997; Ahn & Thiele, 2003).

2.3.- DAxud1 se asocia a zonas genémicas con secuencias nucleotidicas

vinculadas a promotores de estrés térmico

En un estudio mencionado previamente (Gingras y cols., 2007), se encontré
mediante la técnica in vifro SELEX la secuencia consenso AGAGTG como posible
motivo de uniéon de CSRNP. Sin embargo, en las 10 primeras secuencias
consenso identificadas por la técnica de DamID (Figura 19), no se hallo ninguna
secuencia similar. Esta discrepancia puede deberse a que ambas secuencias se
obtuvieron por métodos diferentes, siendo SELEX una técnica in vitro y de ensayo
directo de la interaccién ADN-Proteina, mientras que con la técnica DamiID se
identificaron las regiones genémicas que mas frecuenta DAxud1 en el contexto de
la cromatina. Estas discrepancias se han reportado para varios factores de
transcripcion, los cuales in vivo conservan su propiedad de unién a una cadena
con determinada secuencia nucleotidica, pero debido a ofras proteinas de la
cromatina pueden unir otras secuencias nucleotidicas no detectables por técnicas
in vitro (Jolma y cols., 2015). Por otra parte, en eucariontes se han identificado
factores de transcripcion que se unen a mas de una secuencia nucleotidica, lo que
amplia tanto las posibilidades de activacién de genes como de confusién para los
algoritmos de identificacion de motivos (Bailey, 2011; Mathelier y cols., 2014;

Jolmay cols., 2015).
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La técnica DamID no facilita la identificacion de motivos nucleotidicos de
unién de factores de transcripcion ya que impone una dificultad para los algoritmos
debido a que las secuencias obtenidas pueden superar las 3 kilobases (van
Steensel y cols., 2000). Esto depende tanto de las secuencias GATC adyacentes
(que pueden alcanzar separaciones de mas de 3 kb), como del empaquetamiento
de la cromatina que puede interferir en la metilacién de la adenina, y por lo tanto,
ampliar las zonas de posible posicionamiento (Li y cols., 2015). Por otra parte, en
el contexto nuclear, los factores de transcripcion pueden sufrir modificaciones pos-
traduccionales de manera localizada, provocando cambios en su conformacion.
Esto es producto de la combinacion de sefializaciones dentro de la célula, con la
consecuencia de variar la afinidad por determinadas secuencias de ADN (Badis y

cols., 2009).

Respecto a las secuencias nucleotidicas encontradas, como se mencioné
anteriormente, la secuencia RTACATAY fue la mas recurrente (Figura 19). En la
blisqueda en bases de datos de secuencias génicas en Drosophila (programa en
line,a GOMO) esta secuencia se encuenira en los promotores de genes
relacionados con la respuesta a estrés térmico (Tabla 10), reforzando los datos
obtenidos de cromosomas politénicos y los fenotipos relacionados con estrés
térmico. Esta secuencia también fue encontrada por la herramienta de
alineamiento de HOMER (Heinz y cols., 2010), pero el algoritmo de este programa

la identificé con una pequenia variacion (AYATACATAY).

La segunda secuencia mas recurrente fue ATAWATAW, que tiene
recurrencia en promotores de genes relacionados con respuesta a patégenos
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segln el andlisis de GOMO. Se ha reportado que uno de los paralogos de DAxud1
en ratén, CSRNP1, aumenta su expresién en macréfagos frente a la activacién de
la via Toll-like, sugiriendo que tiene participacion en inmunidad innata (McDermott

y cols., 2012).

La ultima secuencia consenso, ACACACDY, estad muy representada en
promotores de genes que intervienen en el desarrollo del cordén ventral neural,
tejido que expresa DAxud1 durante su formacién (Figura 2). También se ha
descrito en pez cebra que sus ortblogos Csrp1ay Csrnp1b se expresan en zonas
progenitoras del sistema nervioso central del embrién, restringiéndose al cerebro

en estadio larvario (Feijoo y cols., 2009).

Si bien existen mas secuencias identificadas mediante los analisis de los
resultados DamiD (Figura 17), seria necesario un experimento de EMSA con la
proteina DAxud1 recombinante y oligonucleétidos de estas secuencias candidatas
para determinar si ocurre una interaccién directa preferente o bien un ensayo de
gen reportero con estas potenciales secuencias regulatorias incorporadas en el

promotor para evaluar sus efectos directos sobre la transcripcién in vivo.

3.- Interacciones de DAxud1 con otros elementos de la cromatina

3.1.- Posible interaccién de DAxud1 con Spt5, factor de elongacién general

La condicion de estrés térmico induce una respuesta transcripcional rapida
para sintetizar proteinas chaperonas Hsp (Kregel y cols., 2002). Esta respuesta es

visible en cromosomas politénicos a través de inmunofluorescencias para ciertos

91




factores de transcripcién y remodeladores de cromatina (Lis y cols., 2000;
Zhimulev y cols., 2004; Levedeba y cols., 2005). Una proteina con la que podria
interactuar directamente y que a la vez da luces sobre el rol de DAxud1 en la
transcripcion, es Spt5. Esta proteina forma parte del complejo de elongacion DSIF
(Hartzog y cols., 2013), el cual experimenta relocalizacion sobre los loci 87A y 87C
(Andrulis y cols., 2000; Missra y cols., 2010) durante estrés térmico, del mismo
modo que lo hace DAxud1 (Figura 13). Esta posibilidad de interaccién esta
adicionalmente reforzada por informacioén en bases de datos de experimentos de

interacciones proteicas, hechas a gran escala (www.thebiogrid.org) a partir de

experimentos de doble hibrido (Chatr-Aryamontri., y cols., 2015) y también debido
a que el fenotipo de ganancia de funcién de DAxud1 se suprime en animales

mutantes heterocigotos para spt5 (spt5™"; Figura S5).

Una posibilidad sobre cémo se podria dar esta interaccién fisica y funcional
es que DAxud1 se posicione en la region promotora o en una secuencia enhancer
de algun gen blanco, requiriendo reclutar a Spt5 y a otros elementos a la ARN
Polimerasa llo para su eficiente activacion. Este fenémeno en que Spt5 necesita
de la interaccion con factores de transcripcion para poder situarse en la region
promotora y en el inicio de transcripcion de un determinado gen se ha

documentado a partir de observaciones en Drosophila (Zhu y cols., 2007).
4.- DAxud1 interacciona fisica y genéticamente con Caudal

Para avanzar en comprender la funcidon de DAxud1 en las células en

proliferacion del disco imaginal se buscaron nuevas interacciones con otras
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proteinas en este contexto. La inmunoprecipitacion, y aislamiento de bandas de
proteinas para posterior estudio por espectrometria de masa fue un ensayo de
utilidad (Figura S1), ya que se encontraron el factor de transcripcién Caudal y las
proteinas CG8003 y 14-3-3z (Tabla S1). No se logré identificar a Spts entre las
bandas que podria corresponder a su tamario (117 KD); pero dados los
antecedentes arrojados en el presente trabajo, es posible que esta interaccion sea

detectable durante estrés térmico o bien sea muy transitoria.

Caudal, es un factor de transcripcion que en el desarrollo temprano del
embrién de Drosophila participa en la definicién del eje antero-posterior del mismo
(Mlodzik & Gehring, 1987). La interaccion entre Caudal y DAxud1 identificada por
el estudio de espectrometria de masa también se observé a nivel funcional, ya que
el fenotipo de ala aberrante inducido en la condicién de ganancia de funcion de

DAxud1 es suprimido al co-expresar un interferente contra Caudal (Figura S3).

Con la informacién de la posible interaccion con Caudal, se buscaron dentro
de las secuencias en que se localiza DAxud1 secuencias similares a los motivos
de unioén de Caudal. Se encontré una secuencia (Figura S4), que se encuentra en
775 de las 1589 secuencias de peaks para DAxud1 analizadas (Figura 19). El
resultado de este analisis refuerza la hipétesis de que DAxud1 y Caudal podrian
interactuar en la cromatina para regular la expresién génica de manera conjunta y

sinérgica.

4.1.- DAxud1 tendria un rol sinérgico con Caudal en hematopoyesis

temprana y expansion de neuroblastos
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Respecto a la posibilidad de que DAxud1 y Caudal actien en conjunto, estudios
en pez cebra han demostrado que tanto la pérdida de funcion de csrpnia (ortélogo
de DAxud1) como de cdx4 (ortélogo de Caudal), inducida por morfolinos, generan
un fenotipo de disminucion de células hematopoyéticas como resultado de una
baja tasa de proliferacion de los progenitores por reducida expresién de gata?
(Espina y cols., 2013; Paik y cols., 2010). Esta concurrencia de fenotipos en el
mismo proceso, junto a la evidencia de interacciones mencionada anteriormente,
refuerzan la posibilidad de que ambas proteinas actlien de manera conjunta en
este proceso en vertebrados, posibilitando a que esta interaccion esté conservada
en la evolucién. Aunque, no hay evidencia que ambos factores de transcripcion

sean activadores de la transcripcion de gata? en Drosophila melanogaster.

Bajo el contexto de diferenciacién celular, se ha demostrado que tanto
Axud1 (Simoes-Costa y cols., 2015), como Caudal (Revisado en Lengerke y cols.,
2012) presentan una mayor expresién en desarrollo de cresta y tubo neural en
vertebrados al estar activa la sefializacion Wnt. Cabe destacar que ambos genes
tienen alta expresién en el centro del disco imaginal de ala (Glavic y cols., 2009;
Graveley y cols., 2011), pudiendo ambas proteinas participar en procesos de
morfogénesis y diferenciacion en tejidos en desarrollo. Los estudios en animales
que revelaron un rol en el desarrollo de linaje neural se realizaron en pez cebra, en
desarrollo de cerebro (Feijo6 y cols., 2009) y en pollo, donde se observé un rol
fundamental en diferenciacién y migracién de las células de la cresta neural
(Simoes-Costa, 2015). Consistente con lo anterior el experimento de DamID arrojo

genes que pudieron ser agrupados en la categoria funcional desarrollo neural
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(Tabla 8); y otros que forman parte de rutas de sefalizacién que son esenciales
para el desarrollo de linajes neurales del sistema nervioso central en animales y
en el corddn ventral de Drosophila como Wg, Hh y TGF-Beta (Bossing vy cols.,
2006). Esto dltimo es concordante con un andlisis de ARN-seq realizado para la
ganancia de funcion de DAxud1, en que las vias de sefalizacién de Wg y TGF-
beta estéan representadas en los genes que aumentaron su expresién en ganancia
de funcién de DAxud1 (Tablas S6 y S7). Aln no hay estudios de Caudal que den
informacion genémica a partir secuenciacion masiva, pero si los hubiese, esa
informacion puede ser cruzada para postular a los genes mas probables de ser

regulados en conjunto por DAxud1 y Caudal.

5.- Rol de DAxud1 en procesos diferentes a la respuesta a estrés

5.1.- Localizacion de DAxud1 sobre otros genes no relacionados con estrés
térmico

Si bien hasta ahora, DAxud1 se ha vinculado con un proceso fisioldgico
puntual, que es la activacién de transcripcion de genes necesarios para la
respuesta a estrés térmico, posiblemente DAxud1 sea necesario en la
transcripcion de otros genes y la regulacién de otros procesos fisioldgicos como lo

evidencia su extensa distribucién en los cromosomas politénicos (Figura 10).

El programa HOMER tiene la opcién de tomar las coordenadas de cada
peak y asociarlo con genes considerando su promotor (-1kb y su secuencia de
transcrito). De ahi se generd una lista de genes que fueron ingresados a la base

de datos STRING, que relaciona los genes en grupos de funcionalidad biologica
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(Gene Ontology, GO). Particularmente, se hizo énfasis en procesos biolégicos y

en vias de sefializacién que revelen también un rol fisiolégico (Tablas 8 y 9).

Las categorias con que més se asociaron los genes anotados fueron las
relacionadas con neurogénesis y morfogénesis de epitelio (Tabla 8), siendo la méas
interesante la que esta vinculada a la generacion de neuronas, ya que el tercer
motivo con mayor incidencia en los peaks esta vinculado a genes que participan
en el desarrollo de cordén ventral neural. Ademas de ello, también se observé que
DAxud1 se expresa en el cordén ventral neural durante su desarrollo (Figura 2).
Esto también esta en concordancia con lo observado en vertebrados, ya que se
expresa en el SNC durante su desarrollo aportando posiblemente a la expansioén y
diferenciacién de progenitores neurales tanto en cerebro como en la cresta neural

(Feijoo y cols., 2009; Simoes-Costa y cols., 2015).

Al analizar rutas de sefalizacién celular en las que participan los genes
identificados por cercania de la unién de DAxud1, se obtuvo como resultado rutas
de oxidacién de éacidos grasos y TGF-beta (Dpp en Drosophila), ésta tltima
también se relaciona con neurogénesis, y definicion de cordén neural ventral
(Staehling-Hampton y cols., 1994; Rusten y cols., 2002). Ademas, la activacion de
la via dpp/TGF-Beta, también activa la apoptosis, mediante la via p38, que en

situaciones de estrés también es activada (Adachi-Yamada y cols., 1999).

Esta relacién de DAxud1 con TGF-beta también se ha observado en
mamiferos, ya que se determiné que los niveles de los ortdlogos de DAxud1
(CSRNPs) aumentan su expresion frente a estimulacién de la via TGF-beta en
cultivos de celulas humanas A549 (Fang y cols., 2013). Esto sugiere que CSRNPs
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pueden corresponder a efectores de la via, y que las proteinas Axud1 producen un
feed-back positivo de la via TGF-beta (Fang y cols., 201 3). Cabe destacar que
estas asociaciones con apoptosis apoyan la idea inicial de que DAxud1 es un gen

con actividad supresora de tumores (Glavic y cols., 2009).

5.2.- DAxud1 como supresor de tumores

El primer estudio sobre el ortélogo de humanos de DAxud1 (AXUD1),
muestra que este gen presenta una menor expresién en tumores respecto al tejido
sano (Ishiguro y cols., 2001). Es posible que el potencial rol de AXUD1 como
supresor de tumores este asociado a su capacidad de activar la via JNK en otros
modelos (Glavic y cols., 2009; Korb y cols., 2016), sefializacién conocida por
activar la apoptosis durante el desarrollo de tejidos (Willsey y cols., 2016) y en
condiciones de estrés celular de diferente tipo (Wu y cols., 2009). Durante este
trabajo, obtuvimos evidencia que DAxud1 activa la transcripcién de genes hsp,
necesarios para la tolerancia de la célula a diferentes tipos de agresiones

abitticas, por lo que DAxud1 tendria un rol inicial adaptativo.

Segln el estudio de Ishiguro y colaboradores (2001), muchos tumores
humanos tienen una delecién en la region cromosdmica 3p22, sector en que se
encuentra el ortblogo humano de DAxud1, y que ademas presentan una
disminucion significativa del ARNm de este gen. Adicionalmente, se encontrd que
aumentar la expresion de AXUD1 mediante transfeccion en células de cancer de
colon, estas disminuyen su tasa proliferativa y entran en apoptosis (Ishiguro y

cols., 2001). Por tanto, se postuld como un gen supresor de tumores con una
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implicacién directa sobre el ciclo celular. Sin embargo, los resultados presentados
en esta tesis muestran que posiblemente su rol en la homeostasis de los tejidos no
serfa directamente ejercido por una capacidad de suprimir el ciclo celular, sino que
actuaria como un factor central de respuesta a estrés modulando la expresién de
chaperonas y solo durante estrés crénico activaria la sefializacién pro-apoptobtica

JNK que bloquean la progresion del ciclo celular e induciria la apoptosis.
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CONCLUSIONES

1.- La deficiencia de DAxud1 produce fenotipos de sensibilidad a estrés t&rmico y

oxidativo.

2.- DAxud1 es una proteina que se encuenira en el nlcleo asociado a la
cromatina, en un patrén de bandeo que tiene tendencia a co-distribuir con ARN-

Polimerasa Il activada en cromosomas politénicos de glandula salival.

3.- Durante el estrés térmico DAxud1 relocaliza a los loci 87A 'y 87C, que albergan

genes paralogos de hsp70.

4.- DAxud1 se posiciona frecuentemente en zonas del genoma con funcién
regulatoria de la expresién génica, y enriquecidas en la secuencia RTACATAY,

secuencia que se encuentra presente en todos los genes hsp70.
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PROYECCIONES

Durante el presente trabajo de tesis se demostré que DAxud1 tiene un rol
esencial en la tolerancia a estrés, al ser uno de los mediadores de Ia transcripcién
rapida de genes Hsp70. Debido a que las proteinas Hsp70 ejercen un rol
fundamental en la tolerancia a variados tipos de estrés, sera necesario evaluar
varios tipos de estrés para posicionar a DAxud1 como un regulador central de la
respuesta transcripcional al esirés celular de forma general. A su vez, sera
necesario realizar inmunoprecipitaciones de cromatina en secuencias especificas
del genoma, informacién que estara guiada por los datos obtenidos del

experimento de DamiD.
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ANEXOS

ANEXO 1: Analisis de secuenciaciones masivas, estadisticas y controles de

calidad.
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Figura S1: Analisis de tamafo de muestras de Dam-ID post-fragmentacion. Después
de la fragmentacién mediante el sonicador Covaris® las muestras se analizaron en el
equipo Fragment Analyzer, un sistema de electroforesis en capilares de alta sensibilidad
para la deteccion de &acidos nucleicos. Se exponen las muestras Control (Dam) vy
Dam::DAxud1, con sus réplicas correspondientes. En el eje Y de cada grafico esta la
sefial de abundancia de ADN en unidades RFU (Relative Fluorescence Units), mientras
que en el eje X estd indicado el tamafio. Los peaks LM y UM corresponden a marcadores
de ADN de tamafios conocidos, siendo LM el marcador de tamafio menor (50 bases) y
UM el marcador de tamafio mayor (6000 bases). En la zona derecha de cada grafico esta
la digitalizacién de la imagen del capilar con la muestra cuantificada y graficada.
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Figura S2: Analisis de calidad de ARN, previo a la generacion de librerias
para ARN-seq. Con el equipo Bioanalyzer se analizaron las muestras de ARN
total enviadas a secuenciar. De forma similar que en el analisis en la figura S4 el
eje Y grafica unidades de fluorescencia relativa y el eje X a los tiempos de elusién.
En el lado derecho de cada perfil se observa la fotografia de la columna en que se
visualizan los fragmentos. Un ARN se considera de buena calidad al diferenciarse
dos peaks que corresponden al ARN ribosomal, en que su integridad es indicador
de ARNm. En todos los casos se concluyd que el ARN es de buena calidad,
teniendo un buen indice de elusion, resolucion y tamafo de los peaks. Como
informacién adicional se debe mencionar que algunos peaks pueden no
diferenciarse bien, sin embargo, el ARN de insecto ha demostrado una tendencia
a adquirir estructuras secundarias durante estos analisis, por lo que se debe
considerar mas el tamafio y la sefial total que la diferenciacion de los dos peaks
(Winnebeck y cols., 2009).
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Tabla S1: sumario de secuenciacion de muestras de Dam-ID. Se expone la
estadistica de cada réplica de condiciones Control (Dam) y DAxud1.

Muestra Lecturas Pares Pares % alineado
totals seleccionados  alineados
Dam Control 1 75.004.478 27.717.008 21.555.517 77.7
Dam Control 2 61.906.492 22.413.172 17.885.711 79.8
Dam Control 3 78.743.176 29.158.027 22.422.522 76.9
Dam-DAxud1 1 67.899.514 24.513.003 18.066.083 73.7
Dam-DAxud1 2 57.455.046 20.802.281 16.392.197 78.8
Dam-DAxud1 3 84.554.602 31.367.752 24.247.272 77.3

Tabla S2: sumario de secuenciacion de muestras de ARN-seq. Se expone la
estadistica de cada réplica de condiciones Control, Ganancia de funcién
(GOF) y pérdida de funcion (LOF).

Muestras Lecturas totales Pares Pares alineados % alineados
seleccionados

Control -1  44.307.052 21.225.258 19.642.480 95,2

Control -2  47.006.348 22.498.202 20.608.183 94,8

Control -3 43.205.866 20.621.450 18.934.391 95
GOF-1 47.844.698 22.725.556 21.005.424 94,8
GOF-2 46.485.820 22.103.375 19.306.644 94,3
GOF-3 40.671.264 19.328.899 17.631.158 95,3
LOF-1 49.727.758 23.789.308 21.787.264 95,3
LOF-2 37.186.476 17.453.639 15.941.893 90
LOF-3 39.012.234 18.556.937 17.042.848 94,8
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ANEXO 2: Datos y graficos adicionales de DamiD-seq

nut>Gald; UAS-mCherry.Dam

nut>Gal4; UAS-mCherry.Dam-DAxud?

mi>Gald

Figura S3: Expresion especifica de mCherry en discos imaginales y prueba
de transgénico. El panel A indica al lado izquierdo el genotipo de las larvas que
estan al lado derecho, en que se observa que la expresién especifica de
mCherry en el disco imaginal. En B se muestran reacciones de PCR con
partidores que amplifican los fragmentos flanqueados por secuencias GATC, de
un tamanio entre 500-2000, que tienen adaptadores para posterior secuenciacion.
En el carril 1 se corri6 la muestra con ADN genémico tratado de animales YW, El
carril 2 corresponde a nub>Gal4; El carril 3 corresponde a UAS-Dam; Carril 4 a
UAS-Dam::DAxud1; Carril 5 es nub>Gal4; UAS-Dam; Carril 6 es nub>Gal4; UAS-
Dam::DAxud1. Ladder 1Kb.




Figura S4: Mapa de

posicionamiento de las
secuencias DamlD-seq. Se
grafican los datos de

posicionamiento de DAxud1 en
todos los genes en un soélo
grafico, con los genes escalados
a 2000 bases (zona inferior). En
! la zona superior se agruparon los
- e genes a los cuales se les asoci6

""" 10>  un peak significativo. Bajo el
= : grafico se grafican todos los
genes corregidos a unas escala
= de 2kb. A partir de estos datos se
construyeron los perfiles
metagendmicos.
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Figura S5: Perfil metagenémico clusterizado desarrollado a partir del
programa SICER. Escala de genes 2000 bases. SICER es una herramienta
alternativa desarrollada para analisis de nucleosomas, que identifica peaks
amplios. Esta técnica arroj6 méas de 9000 peaks significativos, por lo que fue
considerado poco selectivo. Detalles del programa estan en el articulo de Xu y
colaboradores, 2014.
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ANEXO 3: Interaccion fisica y genética de DAxud1 con el factor de
transcripcion Caudal y otras proteinas nucleares.

Dado que DAxud1 co-distribuye con la forma activa de la ARN Polimerasa ||
(RNA Pol llo), existia la posibilidad de que interactuasen fisicamente, posibilidad
que se veia reforzada por el dato de que Spt5, factor de elongacién de la
transcripcion, interactuaba con DAxud1 en ensayos de doble hibrido
(www.thebiogrid.org; Chatr-Aryamontri y cols., 2015). Ademas, el fenotipo de
ganancia de funcion de DAxud1 es suprimido en un background heterocigoto
mutante para Stp5 (Figura S10). En base a esto, se realizd6 una co-
inmunoprecipitacion a partir de extractos de tejidos que expresaban
DAxud1::GFP, con posterior western blot para ARN Polimerasa llo el
inmunoprecipitado (Figura S6). Los resultados para esta aproximacion dieron

negativo.

Figura S6: Western blot para inmunoprecipitaciones de DAxud1. Utilizando el
epitope GFP de DAxud1::GFP se realizaron inmunoprecipitaciones para revelar si
existe interaccion con componentes de la cromatina relacionados con
transcripcion, en este caso ARN polimerasa fosforilada. A) Inmunoblot para ARN
Pol llo y B) Inmunoblot para DAxud1::GFP, utilizando el anticuerpo anti-GFP. |P:
inmunoprecipitado; NB: non-bound, fraccién no precipitada; Input: proteina total.
Se utilizaron 300ug para realizar la inmunoprecipitacion.
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Como una alternativa para identificar proteinas que interactian con DAxud1
se procedié a hacer un andlisis por espectrometria de masa de las proteinas
inmunoprecipitadas junto a DAxud1::GFP. La inmunoprecipitacion se realizdé a
partir de extractos de proteina de discos imaginales provenientes de larvas de
tercer estadio del genotipo nub>Gal4; UAS-DAxud1::GFP, en el que el epitope de
GFP se utilizé para la inmunoprecipitacién. Las proteinas inmunoprecipitadas se
sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% y posterior tincién con
Lumitein™ en gel de acrilamida, compatible con espectrometria de masas (Figura
S7). Se hicieron tres réplicas experimentales a partir de extractos provenientes de

grupos experimentales distintos.
1.

Se identificaron 4 bandas mayores ademas de la correspondiente a la de
DAxud1::GFP. Las bandas de cada electroforesis fueron exiraidas vy
posteriormente se sometieron a digestion y espectrometria de masas para revelar

la identidad (Tabla S3).

Aungue se tomaron los cuidados pertinentes en cuanto a limpieza y pureza
de la muestra, las proteinas con mayor cobertura fueron las pertenecientes al
complejo Actina-Miosina, ya que sus elementos aparecen en casi todas las
bandas secuenciadas. Este es un problema muy frecuente en la espectrometria de
masa de extractos de proteinas (Mellacheruvu y cols., 2013), e incluso es un factor
que disminuye la cobertura y el puntaje de las proteinas que realmente
representan la banda correspondiente a la muestra. Se consideraron las proteinas
con las siguientes mayores coberturas en la lista y con localizaciéon nuclear. Este

criterio se usé para identificar las proteinas de cada banda.
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Figura S7: Inmunoprecipitacion de DAxud1::GFP a partir de extractos
proteicos de discos imaginales. La tincion de proteinas que se utilizd fue
Lumitein™ después de la electroforesis en gel de acrilamida. Se realizé el mismo
procedimiento para discos nub>Gal4; +/+ de a modo control, pero sin GFP, siendo
este el control negativo para la inmunoprecipitacion. Carriles: input (proteinas
totales antes de inmunoprecipitar), NB (non-bound fraction; proteinas que se
rescataron del sobrenadante al precipitar las bolitas de agarosa con el anticuerpo
GFP unido), IP (proteinas que co-inmunoprecipitaron con las bolitas de agarosa
producto de la interaccién del anticuerpo anti-GFP, arrastrando los posibles
complejos que formaria DAxud1::GFP).
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Tabla S3: principales proteinas identificadas por espectrometria de masa. Se
indica el porcentaje de la secuencia cubierta, el peso molecular descrito en bases
de datos, su identificaciéon, peso molecular relativo observado en la revelaciéon de
la electroforesis y comentarios sobre el resultado.

Cobertura | MW Descripcion Peso relativoen | Comentarios
[kDa] electroforesis

7,10 246,5 CAD protein Proteina >250 Factor de transcripcién. Expresion en
kDa disco de ala.

21,71 91,0 DAxud1 Proteina El peso extra aprente de 40 kDa es por el
alrededor 130 Tagg GFP
kDa

26,85 71,3 Lamin Proteina entre Proteina de unién a cromatina. Rol
100y 70 kDa represor. Expresion en disco de ala.

20,15 45,7 CG8003 Proteina Proteina sin funcion estudiada. Dominio
alrededor 50 kDa | zinc finger. Expresion disco de ala.

17,34 38,2 14-3-3z Proteina de Proteina nuclear y citosélica. Se ha
alrededor 30kDa descrito rol franscripcional.

Las proteinas identificadas fueron Caudal (CAD), Lamin, la proteina
codificada por el gen CG8003 y 14-3-3z. Caudal (CAD) es un factor de
transcripcién que ha sido muy estudiado por su participacién en definiciéon del eje
antero-posterior del embrién de Drosophila (McGinnis,W y cols, 1992; Moreno &
Morata, 1999). En larva y adulto hay pocos estudios, pero se ha vinculado como
un efector rio abajo de la via Wg, en que seria requerido para el desarrollo (larvas)
y a la vez la regeneracién (Adulios) del intestino posterior y placa anal de

Drosophila (Moreno & Morata, 1999).

Lamin es una proteina estructural del nuacleo, también tiene un rol
regulatorio en el proceso de transcripcion, ya que interactia directamente y

estructura en orden mayor la cromatina (Dechat y cols., 2010).
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CG8003 es una proteina que en su secuencia se han reconocido dominios
zinc finger de unién a ADN, caracteristicos de algunos factores de transcripcion.
Cabe destacar que su franscrito se expresa fuertemente en sistema nervioso
central de larva y adulio, asi como en ovariolos de hembra en Drosophila

(Chintapalli y cols., 2007), patrén de expresion similar al de DAxud1.

14-3-3z es una proteina que se encuentra tanto en citosol como en nucleo.
A nivel de tejidos su transcrito se expresa fuertemente en sistema nervioso central

y en menor medida en disco imaginal de ala (Chintapali y cols., 2007).

Para testear si realmente ocurre interaccién functional entre las proteinas,
se co-expres6 DAxud1 junto a constructos que producen pérdidas o ganancias de
funcién de Caudal (Figura S8). Estos experimentos mostraron que el fenotipo de
ala aberrante de ganancia de funcién de DAxud1 es revertido al co-expresar un
interferente de Caudal (Figura S8 F), sugiriendo que actuarian en conjunto en el

contexto del desarrollo del tejido imaginal de ala.

Ahondando en las interacciones con Caudal, se encontré que uno de los
motivos recurrentes en las secuencias en que se localiza DAxud1 (datos de
DamlD-seq) es similar a la secuencia de uniéon a ADN de Caudal (Figura S9), que

se encuentra en 775 de las 1589 secuencias de peaks analizadas.
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nub>Gal4; UAS-CD8::RFP nub>Gal4; UAS-DAxud1::GFP/UAS-CD8::RFP
D

nub>Gal4; UAS-Caudal nub>Gal4; UAS-IR Caudal

nub>Gal4; UAS-DAxud1::GFP/UAS-Caudal nub>Gal4; UAS-DAxud1::GFP/UAS-IR Caudal

Figura S8: Co-expresion de ARN interferente de Caudal suprime fenotipo de
ganancia de funcion de DAxud1. Se observé una marcada reversion del
fenotipo. En la parte inferior de cada ala se indican los genotipos A) Ala de animal
control; B) Ala de animal con ganancia de funcion de DAxud1; C) Ala de animal
con ganancia de funcién de Caudal; D) Ala de animal con ganancia de funcién E)
Ala co-expresando ganancia de funcién de DAxud1 y Caudal. En esta
combinacién genética no nacieron machos debido a que en estos la expresiéon de
Gal4 es mayor que en hembras, posiblemente produce exacerbacion del efecto de
muerte celular; F) Ala co-expresando ganancia de funcion de DAxud1 e
interferente de Caudal. Animales desarrollados a 29°C.
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Figura S9: Motivo identificado por DREME tiene similitud con el Motivo de
union a ADN de Caudal. El alineamiento se realizé con la herramienta TOMTOM,
que utilza la base de datos JASPAR, disponibles en internet.
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nub>Gal4; UAS-DAxud1 nub>Gal4; UAS-DAxud1/Spt5

Figura S10: Alelo mutante de Spt5 rescata fenotipo de muescas en las alas
producidas por sobreexpresion de DAxud1. Animales desarrollados a 25°C.
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Métodos Anexo 3

Protocolo de Western Blot
Preparacion de las muestras y electroforesis:

Las muestras se prepararon con tampén de carga 6X para western blot
directo y tampén de carga 2X SDS para Western Blot para inmunoprecipitaciones.
La cantidad de proteina preparada para cada carril fue 80 pg. Las mezclas de
proteinas y tampoén de carga se calentaron a 94°C por 5 min seguido por una
centrifugacion leve para que todo el material esté en el fondo. Las muestras se
cargaron junto con el marcador de peso molecular (5 pl), y se llevé a cabo un
primer tiempo de electroforesis con 75V por 15 minutos para que las muestras
traspasen el gel concentrador. Seguido de este tiempo, el voltaje se subié a 120 V

y se dejé correr por dos horas.

Transferencia:

Se retir6 el gel de acrilamida de la camara y se retiré el excedente de gel
concentrador. Se cortdé una membrana de nitrocelulosa (0,45 um de diametro de
poro (Whatman, USA)), del mismo tamafio que el gel y previamente humedecida
con tampoén de transferencia se puso junto a él, flanqueada por laminas de papel
filtro. Eso se puso en un sistema de transferencia en que el lado de la nitrocelulosa
da hacia el polo positivo para realizar la transferencia encerrada en un "sandwich"

de plastico que sirve como adaptador a la camara. Sumergido el "Sandwich" en la
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camara de transferencia, el proceso se llevé a cabo a 400 mA, el tiempo varié

dependiendo el tamafio de las proteinas, pero es entre una y dos horas.

Terminada la transferencia, la membrana se retir6 y se marcaron los pesos
moleculares del ladder, para someterla a proceso de bloqueo, el que se realiza
con TBS-T 0,1%, con leche en 1-5% p/v dependiendo el anticuerpo, o bien BSA si
es que se revelaron proteinas con epitopes fosforilados (ARN Polimesara llo). El
proceso de bloqueo se realizé siempre en una hora. Lo usual fue incubar el
anticuerpo por 16 horas a 4°C, pasado el tiempo se realizaron tres lavados con
TBS-T 0,1%, (10 minutos cada uno) para luego incubar con anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa. La incubacién se realizé durante dos horas en TBS-T

0,1% en leche 5% para todos los anticuerpos secundarios.

Revelado

Previo al revelado la membrana se lavé tres veces en TBS-T 0,1% por 10
minutos. Luego, la membrana se incubé en partes iguales de los reactivos A y B
del kit de ECL (Pierce, Super West Pico/Femto ECL (enhanced
chemiluminiscence)) por 3 minutos. Se elimind el exceso de reactivo, y se colocé
la membrana entre laminas de plastico. Las peliculas para rayos X se expusieron

entre 1 — 20 minutos y fueron reveladas utilizando maquina para revelado (AGFA).

Co-inmunoprecipitacién de DAxud1 ~

Para éste experimento se requirieron 300 ug de proteina de disco imaginal
de ala para cada ensayo. Los discos fueron disectados a 4°C y puestos en PBS
1X, los discos se acumularon durante tiempos de 40 minutos, al pasar ese tiempo,
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se pusieron en un tubo Eppendorf, se someti6é a spin de quince segundos (5000
rpm) y cuidadosamente con pipeta se extraj!o el PBS en exceso. Esa muestra se
guardd a -80°C hasta acumular material suficiente (400 discos). Las proteinas se
extrajeron segun el protocolo indicado en la seccién anterio