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1. RESUMEN

Las regiones altamente conservadas de las homeoproteinas, como el
homeodominio y el motivo YPWM en los diversos organismos, permiten la
actividad funcional de estas homeoproteinas. Los homeodominios estan
ampliamente estudiados, pero se cuenta con muy poca informacion acerca
de la actividad funcional del tetrapéptido YPWM en sistemas in vivo. En la
especificidad funcional de otras homeoproteinas como Ubx y Abd-A, el
tetrapéptido YPWM ha mostrado ser o no necesario dependiendo de su gen
blanco

Interesantemente, los resultados obtenidos en nuestro laboratorio
indican que el tetrapéptido “YPWM” de Antp es indispensable y crucial
para la activacion y represion de los genes blanco tsh, Scr y el elemento
fih250kon),

El objetivo de este trabajo es analizar el requerimiento del motivo
YPWM de Antp para la activacion del potenciador dppb674LacZ de
decapentaplegic (dpp).

Para cumplir con el objetivo planteado en este trabajo, se
visualizaron los patrones de expresion del potenciador dpp674LacZ, de
Antp endogena y de Antp ectdpica dirigida mediante dos sistemas: un
promotor de choque térmico (HS) y el potencador patched (ptd. Ademas, se
realizaron cruzas genéticas con el fin de integrar los transgenes necesarios
para sobre-expresar Antp con HS (HS-Antp/dpp674LacZ) y con ptc (ptc-
Gal4 /UAS-Antp/dpp674LacZ) en embriones de D. melanogaster. Una vez
que se obtuvo la activacion ectopica del potenciador dppb674LacZ con Antp
silvestre dirigida con pte, se evalué el efecto de Antp mutante en el
tetrapéptido YPWM (UAS-AntpAriA), sobre la expresion del potenciador
dpp674LacZ.

Los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis demuestran
que: a) Antp silvestre dirigida con el potenciador ptc fue capaz de activar el
potenciador dppb674LacZ, mientras que dirigida con el promotor de choque
térmico no fue capaz de activar este elemento y que b) el tetrapéptido
YPWM de Antp no es necesario para que Antp active la expresion del
potenciador dpp674LacZ.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Graba et al (2003)
y Tour et al (2006) que demostraron que la activaciéon del gen dpp, y su
represion por Abd-A es independiente del tetrapéptido YPWM. Por lo que se
sugiere que la regulacion del gen dpp por las homeoproteinas durante el
desarrollo embrionario de D. melanogaster es independiente de este
motivo.

Melisa Gémez Velizquez
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Lo anterior constituye la primera evidencia de q@ﬂ
motivo YPWM en Antp, ya que la activacion/represion genes blanco
tsh, Scr y el elemento consenso fkh250¢ obtenidos por Canales del

Castillo (2005) en nuestro laboratorio mostré en todos los casos qué se )
requiere el motivo YPWM para la activacion funcional de Antp.
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2. INTRODUCCION

La biologia del desarrollo es la ciencia que permite el estudio y
desciframiento del maravilloso enigma de como una “simple” célula (cigoto)
puede dar origen a un organismo complejo. Curiosamente todas las células
en un individuo eucariota cuentan con la misma informaciéon genética. Lo
que conduce a la siguiente pregunta: scomo se logra la diferenciacion
celular?. Esta claro que este proceso esta directamente influenciado por
los genes, es decir, la regulacion de la expresiéon génica permite que los
genes se expresen en un tiempo y espacio determinado durante el
desarrollo de un organismo eucariota. Cuando un gen se expresa fuera de
su espacio y tiempo normal puede traer consecuencias severas, desde
malformaciones hasta cancer. Interesantemente, mutaciones de este tipo
dieron la clave de co6mo funcionan estos genes en el control genético del
desarrollo.

En la mosca de la fruta Drosophila melanogaster se ha encontrado
que los responsables de la diferenciacion celular son ocho genes maestros:
los genes homedticos o selectores que tienen sus ortdologos en todo el reino
animal, y que comparten dos secuencias altamente conservadas: el
homeodominio y el tetrapéptido YPWM (Tirosina-Prolina-Triptofano-
Metionina). Hasta la fecha, se ha demostrado la importancia funcional del
homeodominio, y se sabe que el tetrapéptido “YPWM”, a diferencia del
homeodominio, no establece contacto con el ADN e interactia con
cofactores que presumiblemente modulan la especificidad funcional de la
homeoproteina. La actividad funcional del tetrapéptido no es muy clara a
la fecha, ya que una homeoproteina puede o no requerir el tetrapéptido
para realizar su funcién de activacion o represion, tanto de genes blanco
como en secuencias reguladoras como los  potenciadores.
Interesantemente, los resultados obtenidos en nuestro laboratorio por
Canales-del Castillo en el 2005 permiten concluir que el tetrapéptido
“YPWM” de Antp es indispensable y crucial para la activacion y represion
de los genes blanco analizados (tsh, fkhy Scr).

Debido a lo anterior, en este trabajo analizaremos el requerimiento
del motivo YPWM en la proteina homedtica Antp para la activacion del
potenciador dpp674LacZ.

El hecho de que el 61 % de los genes de enfermedades humanas tengan
su analogo en D. melanogaster, asi como el 50% de las proteinas de
mamiferos, facilita la extrapolacién de los resultados a la especie humana.

Melisa Gémez Velizquez
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3. ANTECEDENTES
3.1 Biologia del desarrollo

El concepto de embriéon es asombroso y construir un embrioén es lo
mas dificil que alguien puede hacer. Para llegar a ser un embrién hay que
partir de una sola célula, hay que respirar antes de tener pulmones,
digerir antes de tener intestino, construir huesos cuando se es solo pulpa
y formar arreglos ordenados de neuronas antes de saber como pensar.

Para plantas y animales la tinica forma de pasar de cigoto a adulto
es a través del desarrollo del embrion. Mientras la mayor parte de la
biologia se enfoca en estudiar las estructuras adultas y su funcién, la
biologia del desarrollo considera las etapas de transicion mas interesantes.

Las preguntas que se intentan resolver por los bidlogos del desarrollo
son de “llegar a ser” mas que de “ser”. Decir que un mamifero XX es
hembra y un mamifero XY es macho no explica la determinacién del sexo
en biologia del desarrollo. Mas bien, esta ciencia se encarga de saber como
es que un genotipo XX da lugar a una hembra y como el genotipo XY da
lugar a un macho (Gilbert, 1997).

3.1.1 Los problemas de 1a biologia del desarrollo

El desarrollo tiene dos grandes funciones: generar diversidad celular
y orden dentro de cada generacion y asegurar la continuidad de la vida de
una generacion a la siguiente. Asi, hay dos preguntas fundamentales en
biologia del desarrollo: ¢Como es que de un cigoto se origina un adulto? y
cOmo es que un adulto da origen a otro adulto? Cada especie tiene sus
propias respuestas, pero se han establecido ciertas generalidades.
Tradicionalmente estas preguntas se han subdividido en cuatro problemas
generales para la biologia del desarrollo:

El problema de la diferenciacién. Una sola célula, el cigoto, da lugar
a cientos de diferentes tipos celulares (células musculares, neuronas,
eritrocitos, etc.). Esta generacion de diversidad celular se conoce como
diferenciacion. Dado que cada célula del cuerpo contiene el mismo
material genético, es necesario entender como es que el mismo material
genético puede producir diferentes tipos de células.

El problema de la morfogénesis. Nuestras células diferenciadas no
estan distribuidas al azar. Sino que estidn organizadas en tejidos y en
organos. Estos organos estan distribuidos de cierta manera: los dedos
estan en la punta de la mano y no en el medio, los ojos estan en la cabeza
y no en los pies. El establecimiento de este orden se denomina

4
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morfogénesis. ;Como es que las células se auto-organizan para dar lugar a
este orden?

El problema del crecimiento. Somos mas grandes que el cigoto, pero
como es que las células supieron cuando dejar de dividirse? Si cada
célula de nuestro rostro hubiera llevado a cabo un ciclo mas de division
celular, seriamos considerados como deformes.

El problema de la reproduccion. El 6vulo y el espermatozoide son
células muy diferenciadas. Solo ellas pueden transmitir las instrucciones
para crear un organismo de generacion en generacion. ¢Como es que estas
células forman la siguiente generaciéon y cuales son las instrucciones en el
nicleo y el citoplasma que les permiten funcionar de esta manera?

Recientemente se ha enfatizado un quinto problema:

El problema de la evolucién. La evolucién implica cambios heredados
en el desarrollo. Cuando se dice que la extremidad de un solo dedo del
caballo actual tiene un ancestro de cinco dedos, se dice que los cambios en
el desarrollo del cartilago y los musculos ocurrieron a través de muchas
generaciones en los embriones de los ancestros del caballo. ¢Cémo es que
los cambios en el desarrollo crearon nuevas formas del cuerpo?, ¢Cuéles
cambios heredables son posibles dadas las restricciones impuestas por la
necesidad del organismo de sobrevivir mientras se desarrolla? (Gilbert,
1997). '

3.1.2 Las etapas del desarrollo animal

Los organismos multicelulares se originan mediante un proceso

relativamente lento de cambios progresivos que se denomina desarrollo.
En la mayoria de los casos, el desarrollo de un organismo multicelular
comienza con una sola célula, el huevo o cigoto, el cual se divide por
mitosis para producir todas las células del cuerpo. El estudio del
desarrollo animal se conoce tradicionalmente como embriologia, haciendo
referencia que entre la fertilizacion y el nacimiento, el organismo en
desarrollo se conoce como embrion. Pero el desarrollo no se detiene al
nacer ni en la vida adulta. La mayoria de los organismos nunca dejan de
desarrollarse. Por eso se dice que la biologia del desarrollo estudia los
procesos embrionarios y otros tipos de desarrollo.
La vida de un nuevo individuo comienza con la fusion del material genético
de los gametos (6vulo y espermatozoide). Esta fusion, llamada fertilizacion,
estimula al cigoto a comenzar su desarrollo. Las siguientes etapas del
desarrollo, en conjunto se denominan embriogénesis. A través de todo el
reino animal existe una increible variedad de tipos embrionarios, pero la
mayoria de los patrones de embriogénesis abarcan variaciones en cuatro
temas:

Melisa Gémez Velizquez
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1.-Inmediatamente después de la fertilizacion ocurre la divisién. La
division es una serie de divisiones mitdticas extremadamente rapidas, en
las cuales el enorme volumen del citoplasma del cigoto es divido en
muchas células pequenas. Estas células se llaman blastomeros, y al final
de la division generalmente forman una esfera llamada blastula.

2.- Una vez que el grado de divisiones mitéticas ha disminuido, los
blastomeros sufren movimientos dramaticos en los cuales cambian
posiciones relativas unos con otros. Esta serie de re-arreglos celulares se
denominan gastrulacion. Como resultado de la gastrulaciéon, el embrion
tipico contiene tres regiones celulares, lamadas capas germinales. La capa
mas externa, el ectodermo, da lugar a las células de la epidermis y del
sistema nervioso; la capa mas interna, el endodermo, da lugar a la parte
del tubo digestivo y sus érganos asociados (pancreas, higado, pulmones,
etc.); v la capa del centro, el mesodermo, da lugar a varios organos
(corazon, rifiones, etc.), tejidos conectivos y células sanguineas.

3.- Una vez que estas fres capas germinales estin establecidas, las
células interactian entre si y se reacomodan para producir tejidos y
organos. Este proceso se llama organogénesis. Muchos 6rganos contienen
células de mas de una capa germinal. Ademas durante la organogénesis,
ciertas células realizan largas migraciones desde su lugar de origen hasta
su localizacién final, por ejemplo las células precursoras de la sangre y de
los linfocitos.

4.- En muchas especies, una parte especializada del citoplasma del
cigoto da lugar a los precursores de los gametos. Estas células se
denominan células germinales y se consideran a parte por su funciéon
reproductiva. El resto de las células del cuerpo se llaman células
somaticas. La separacion de las células somaticas de las céhilas geminales
es a menudo una de las primeras diferenciaciones que ocurren durante el
desarrollo animal. Las células germinales eventualmente migran a las
gonadas, donde se diferencian en gametos. El desarrollo de los gametos,
llamado gametogénesis, usualmente no se completa hasta que el
organismo alcanza la madurez fisica.

3.1.3 Modelos de estudio en biologia del desarrollo

Los organismos usados como modelos por los bidlogos del desarrollo
son:

« Cordados
o Branchiostoma lanceolatum
o Danio ferio
o Xenopus laevis
o Guallus gallus
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o Mus musculus
e Invertebrados
o Caenorhabditis elegans
o Drosophila melanogaster
e Plantas
o Arabidopsis thaliana
o Snapdragon

3.2 Drosophila melanogaster como modelo de estudio

Drosophila melanogaster, cuyo nombre
literalmente significa “amante del rocio de
vientre obscuro®, fue adoptada como
animal de experimentaciéon genética (Fig.
1) por Thomas Morgan a principios del
siglo XX y hasta la fecha es uno de los |
principales modelos de estudio en bioclogia
del desarrollo y en toxicologia genética.
Existen varias razones por las cuales es
considerada un buen modelo genético: a)
La mosca tiene un tamafio muy pequeiio,
asi que ocupa poco espacio, b) Es facil de Figura 1. Drosophila como modelo
manejar y su dieta es econémica, c) Los dcestude
machos no presentan recombinaciéon génica y esto facilita los estudios, d)
Tienen un ciclo de vida corto, €} Una hembra ovopocita alrededor de 1000
huevos a lo largo de su vida, f) Es factible tener una gran poblacion en
poco tiempo y esto hace mas confiables los analisis estadisticos, g} El
embrién se deposita fuera de la hembra, asi que pueden estudiarse las
diferentes etapas, h) La etapa de blastodermo es un sincitio {muchos
nuacleos embebidos en un mismo citoplasma) por lo que el DNA que se
inyecta tiene facil acceso a todo el nicleo, y finalmente i) Su genoma esta
totalmente secuenciado (13 601 genes).

3.2.1 Generalidades de 1a mosca de la fruta

Drosophila melanogaster es un insecto, que pertenece al orden de los
dipteros, es decir, posee solo dos alas y mide entre 3y 5 mm de largo. A
25°C y 60% de humedad tarda de 10 a 14 dias en desarrollarse. Durante
este tiempo pasa por embridn, tres estadios larvarios, se convierte en pupa
hasta que finalmente se transforma en adulto. La duracion aproximada de

cada etapa a 25 °C es: -
Desarrollo embrionario 1 dia
Larva de primer estadio 1 dia
Larva de segundo estadio 1 dia
Larva de tercer estadio 2 dias
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Formacion del pupario 4 horas
Pupa 4.5 dias

Un adulto puede vivir poco mas de 20 dias bajo las mismas
condiciones (25 °C y 60% de humedad). La temperatura es un factor que
influye directamente en la velocidad de su desarrollo, a temperaturas altas
se acelera y a temperaturas bajas se retrasa.

3.2.2 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

El huevo es de forma ovoide con una cubierta denominada corién,
del cual sobresalen dos finas proyecciones aplanadas en sus extremos, las
cuales previenen que el huevo se hunda en un medio semiliquido. En el
extremo contrario se encuentra un poro pequerio, por donde entra el
esperma al huevo y pasa por el ovioducto al tutero (llamada vagina en
Drosophila). El desarrollo empieza inmediatamente después de Ia
fertilizacién y esta dividido en dos periodos: el periodo embrionario
transcurre dentro del huevo, hasta la eclosiéon de la larva, y el periodo
post-embrionario que consiste en la larva, la pupa y el adulto (Fig. 2}.

La larva es un organismo blanco vermiforme, segmentado y con
piezas bucales mas oscuras. Estas dejan surcos en el medio semisélido
donde se mueven y comen. Debido a
que la piel no es elastica, la pequetia
larva debe mudar periédicamente su
cuticula para alcanzar un tamafio
adulto. El periodo entre dos mudas
sucesivas se llama instar. Tanto el
tamafio de la larva como el nuamero
de dientes en sus piezas bucales son
un indicativo del instar en que se
9\ encuentra. La larva de tercer instar

se alimenta y se desplaza hacia un
‘ lugar mas seco para transformarse
/

Ciclo de vida de

Dbl en pupa. El cuerpo de la larva se

reduce y su cuticula se transforma
en una pared pigmentada, dura y
rigida, que constituye el pupario,
dentro del cual la larva se
transforma en adulto. Poco después
de que los adultos machos
eclosionan del pupario, éstos son
fértiles y maduros sexualmente,
Figurs 2. Ciclo de Vida de Drosophila  Tieniras que las hembras tardan un
melanogaster poco mas. Una vez que la hembra es
sexualmente madura, se aparea
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repetidamente con diferentes machos. Ellas almacenan el semen en los
receptaculos ventrales y lo utilizan para fecundar los huevos mas tarde.

3.3 Mutaciones homedéticas

En 1894 William Bateson acufié el término “homeosis” para describir
la transformacion parcial o completa de un segmento del cuerpo por otro
homologo. Estas transformaciones fueron denominadas en general
mutaciones homeoéticas en base al término homedsis previamente descrito.

Tiempo después, en 1919 C(Clavin Bridges observd una mosca
mutante en la que los halterios o balacines (estructuras necesarias para la
estabilizacion del vuelo) se transformaron en alas, dando la apariencia de
una mosca con dos pares de alas. Estas mutaciones fueron consideradas
“reversiones a un estado de evolucién temprana® ya que se piensa que el
ancestro comiin de lepidopteros, dipteros y coledpteros tenia cuatro alas.

No fue sino hasta 1978 que Edward Lewis, un genetista americano
galadormado con el premio Nobel en 1995, propuso la existencia de ocho
genes maestros que controlan el desarrollo embrionario de Drosophila.
Sus experimentos mostraron que la identidad de los segmentos que
componen la porcién posterior del cuerpo de 1la mosca (metatérax hasta el
octavo segmento abdominal) son determinados por los genes del complejo
Bithérax (BX-C), mientras que la identidad de los dos primeros segmentos
toracicos (protéorax y mesotdérax), asi como los segmentos de la cabeza
(mandibular, maxilar y labial), resultan de la expresion de genes del
complejo Antennapedia (ANT-C), como se muestra en la figura 3.

Sex comibs M!Sﬂl Wm-qi tm't’h}

Figura 3. Expresioa de los genes homedticos en Drosophila
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3.4 Control de la identidad en Drosophila melanogaster

Los insectos estan compuestos de una serie de segmentos. Algunos
de los ancestros evolutivos de los insectos estan compuestos de segmentos
indistinguibles uno de otro. Los segmentos de los insectos actuales son
mas avanzados y se han especializado para cumplir funciones especificas.
Por ejemplo los segmentos toracicos, en general, se especializaron en la
locomocioén y por lo tanto desarrollaron patas y alas.

La organizacion del plan corporal a lo largo del axis antero-posterior
(AP) en el embrion de D. melanogaster comienza con los genes de efecto
materno que actian como morfogenos generando gradientes proteicos.
Posteriormente, los gradientes activan el establecimiento del patron de
expresion de los genes gap que generan ciertos dominios (anchos). Mas
adelante, los genes de la regla del par y luego los genes de polaridad
segmental afinan estos dominios en segmentos de expresion mas delgados
que se denominan parasegmentos.

Posteriormente, los genes homedticos, se encargan de asignar la
identidad a cada parasegmento. Los genes homedticos se caracterizan
porque no se necesitan para formar estructuras, sino que actiian como
interruptores que prenden o apagan diferentes cascadas de diferenciacion
celular.

3.4.1 Segmentos y parasegmentos

Tradicionalmente los segmentos han sido considerados como las unidades
de construccion en el desarrollo. Sin embargo son los parasegmentos (ps) y
no los segmentos las unidades de importancia en el desarrollo de los
embriones de D. melanogaster. Los ps estan fuera de fase con los
segmentos; en la epidermis un segmento contiene un par de
compartimentos anterior y posterior. En cambio, un parasegmento esta
compuesto de un segmento posterior y otro anterior, es decir los ps se
traslapan en los segmentos. Los parasegmentos se extienden al
mesodermo (Lawrence, 1993) y se muestran en la figura 4.

3.5 Genes homedéticos

Los genes homedticos inicialmente fueron identificados como
mutaciones dominantes que cambian la identidad de estructuras. Uno de
los ejemplos mejor conocido es la mutacién Antennapedia (Antp), en la
cual las antenas de la cabeza de la mosca adulta se transforman en patas.

La activacion de los genes homedéticos esta controlada por los genes gap, la
regla del par y polaridad de segmentos. Se sabe que mutaciones en los

10
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genes de la regla del par, alteran la expresion de los genes homeéticos,
cuyos dominios de expresion de son parasegmentales.

Figura 4. Segmentos y parasegmentos en el embrion de Drosophila melanogaster

La funcién de un gen homeético es epistatica respecto a su vecino
anterior, es decir, los genes que se expresan mas posteriormente
enmascaran la funciéon de los genes que se expresan mas anteriormente.
Sin embargo, es posible forzar la expresion de los genes en regiones fuera
de su lugar normal de expresion (expresion endégena) mediante

mutaciones (o} introduciendo
transgenes que logren este fin.
Esto 1ltimo se utiliza en biologia
del desarrollo para determinar las
posibles funciones de los genes
homeoticos. Los genes selectores
homedticos de Drosophila se
encuentran en dos complejos en el
cromosoma 3. En el complejo
Antennapedia se encuentran los
genes homeédticos Labial (Ib),
Proboscipedia (pb), Deformed (dfd),

Melisa Gémez Velizquez
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Figura " 5. Expresibn colinear de los gemes
homedticos en el embribn de Dvosophila
melanogaster
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Sex Comb Reduced (Scr) y Antp. El complejo Bithorax esta integrado por los
genes homedticos: Ultrabithorax (Ubx), Abdominal-A (Abd-A) y Abdominal-B
(Abd-B).

En el embriéon de Drosophila, la expresion de los genes homedéticos
en su eje antero-posterior corresponde a la distribucion fisica de estos
genes a lo largo del cromosoma, es decir, mientras mas cercano este un
gen del extremo 37, se expresara en regiones mas anteriores del embrién.
A esto se le llama regla de la colineariedad o distribucion colinear (Fig. 5) y
también fue propuesta por Lewis (Lewis, 1978).

Figura 6. Mutante Bithorax, Ubx no se expresa de manera adecuada y el tercer segmento se transforma
¢n ¢l segundo segmento torkcico

Los genes homedéticos presentan el fenémeno llamado prevalencia
posterior, mediante la cual los genes homeéticos posteriores reprimen la
funcioén de los que son expresados mas anteriormente (Duboule y Morata,
1994).

Una caracteristica propia de los genes homedticos es que las
mutaciones con pérdida de funciéon producen la transformaciéon de una
parte mas posterior del cuerpo en una anterior como se muestra en la
figura 6, y las mutantes con ganancia de funcion presentan
transformaciones como en Antennapedia (Fig. 7).

Figura 7. Mutante Antennapedis, Antp se expresa en las antenas ocasionando la transformacién de
antena por pata

i2
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Esto indica que los genes homéoticos controlan la identidad de los
segmentos y la especificacion del plan maestro del cuerpo desde la
embriogénesis hasta el desarrollo larvario, de pupa y adulto.

Hasta la fecha, se sabe que los genes homeodticos establecen la
identidad de los parasegmentos en el embrion de D. melanogaster. Este
grupo de genes no es exclusivo de la mosca de la fruta, ya que se han
encontrado en todo el reino animal y en plantas; las secuencias de union
al ADN son muy similares entre genes homeoéticos y entre grupos ortélogos
de genes, ademas las secuencias de ADN a las que se unen los genes
homedéticos son también muy similares. Por esto es dificil entender como
es que actiian in vivo.

En mamiferos, los genes homeéticos se denominan genes Hox, y
existen 39 que estan organizados en cuairo grupos cromosomicos: HoxA,
HoxB, HoxC y HoxD. Se piensa que este arreglo surgié evolutivamente por
duplicacion y divergencia génica de un grupo Hox ancestral, que condujo
a la generacion de subgrupos de genes paralogos.

Los genes ortologos son aquellos que tienen la misma funcién en
diferentes especies, los genes paralogos son aquellos que tienen mas de
una copia en el genoma, con posibles modificaciones y por lo mismo tienen
funciones redundantes y los genes homologos son aquellos que tienen un
mismo origen pero diferente funcion (Fig. 8).

Especiacién

Figura 8. Los genes ortélogos, pardlogos v homdlogos

3.5.1 Genes homedticos y evolucion

Como ya se menciondé los genes homedticos se encuentran
distribuidos en todo el reino animal y se piensa que cambios en estos

13
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genes podrian influir en la evolucién morfolégica de los animales mediante
cuatro mecanismos como se muestra en la figura 9. Estas modificaciones
podrian ser: a) alteraciones en el numero de genes Hox, ya sea una
disminucién o un aumento, puede llevar a modificaciones en la escala de
phylum; b} cambios amplios en los patrones de expresion de los genes Hox,
pueden provocar un aumento en el numero de segmentos, con
implicaciones en la escala de clase; c) cambios sutiles al interior de los
dominios de expresion de los genes Hox, lo cual causa la modificacion de
algunas caracteristicas de los segmentos y d} cambios en la regulacion o
funcion de los genes blanco, los cuales pueden modificar la morfologia en
la escala de orden.

Figura 9. Modificaciones en los genes homedticos que podrian inflwir en la evolucién morfoligica

3.6 El homeobhox

Todos los genes homeodticos comparten una secuencia de 180 pares
de bases altamente conservada (homeobox) que codifica para un dominio
de 60 aminoacidos, denominado homeodominio (HD). El HD consta de
tres alfa-hélices y un brazo N-terminal y se une a una secuencia especifica
de ADN en el surco mayor, mientras que el brazo N-terminal interacciona
con el surco menor (Fig. 10}.

El homeobox de antennapedia se utilizé como sonda para rastrear

los ocho genes maestros propuestos por Lewis. Tiempo después se
descubrioé que estos genes no son exclusivos de la mosca de la fruta, sino

14
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que se encuentran en todos los organismos
del reino animal, desde levaduras hasta
vertebrados superiores incluyendo al
hombre.

El homeobox también se ha
encontrado en genes de efecto materno y de
segmentacion, los cuales delimitan Ila
expresion de los genes homedéticos; asi como
también en posibles cofactores como
extradenticle y su ortélogo en vertebrados:
Pbx (Sprules et al., 2003).

3.7 Antennapedia

Figura 10. E1 contacto del HD en el
Se ha observado que el producto del ADN se realiza en Ia tercers hélice

gen Anip, actia principalmente sobre 108 4. reconocimicnto

segmentos mesotdracicos. Esto significa que

las regiones del térax del adulto requieren la funcién de Antp, incluyendo
las porciones de los tres pares de patas y regiones especificas de
mesotorax dorsal. Struhl en 1981 realizo experimentos con clonas de tejido
mesotéraxico de las patas que eran deficientes para la funcién Antp y
observé que desde la embriogénesis temprana el tejido se transformé en
antena. Estos experimentos sugirieron que la funciéon de Antp promueve la
identidad del segmento mesotéracico suprimiendo el desarrollo de la
cabeza. Asi que se plantedé la hipétesis de que la funciéon de Antp se
requiere en todos los segmentos toracicos para suprimir el desarrollo de la
cabeza y promover el desarrollo de los apéndices toracicos (Struhl, 1981).
De esta manera en D. melanogaster, las antenas y las patas que son
estructuras homoélogas, difieren unas de otras como el resultado de la
accion de Antp. Esta promueve la identidad de la pata mediante la
represion de los genes determinantes de la antena. En los discos de las
pata, Antp previene el desarrollo de la antena reprimiendo al gen
homothorax (hth), esto es regresando la ruta del desarrollo al estado basal,
el cual es pata. Sin embargo, Antp no forma parte en la generacion de este
estado basal, solo contribuye al desarrollo normal de la pata mediante la
modificacion del estado basal (Casares y Mann, 1998). Adicionalmente,
Antp se requiere en el mesodermo del intestino medio para dirigir la
formacion de una constricciéon transversal en el tubo digestivo, para el
desarrollo apropiado del sistema nervioso periférico (Zeng et al, 1993). En
embriones mutantes los cuales carecen del gen Antp los segmentos
mesotoriacicos se desarrollan como el primer segmento: prothérax y en
clonas mutantes de adultos (sin Antp) las células de la pata se diferencian
como estructuras de antena (Wakimoto y Kaufman, 1981).

I5
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3.7.1 Estructura del gen de Antennapedia

Antennapedia tiene dos promotores P1 y P2 que originan dos RNAm.
El RNAm que se origina cuando se activa el P1 contiene los exones A, B, D
y E, asi como una secuencia no traducible en el extremo 5 de 1512
nucledétidos. El RNAm que se origina cuando se activa el P2 contiene los
exones C, D y E, asi como una secuencia no traducible en el extremo 5 de
1727 nucledtidos. En los exones A, B y C existen muiltiples codones de
inicio (AUG). El exon D consta de 252 nucleétidos y es codificado por los
dos promotores, ademas no presenta ningin codén de inicio y se
caracteriza porque en cultivo celular puede iniciar la traduccion al unirse
de manera interna al ribosoma.

Muchos RNAm en Drosophila contienen regiones 5° no codificantes
con muchos codones de inicio aparentemente obsoletos, esto sugiere que
la unién interna al ribosoma puede ser un mecanismo comiun para que se
inicie la traduccion y posiblemente se lleve a cabo su regulacion.

3.7.2 Unidn de Antennapedia al ADN

La estructura tridimensional de
Antennapedia (Fig. 11) analizada por
espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (NMR) en solucidn,
mostré tres a-hélices con una “vuelta”
de 5 aminoacidos entre la hélice I y la
hélice II, y una “vuelta® de 4
aminoacidos entre la hélice II y hélice
I (Gehring et al, 1992). La estructura
tridimensional del motivo “hélice-
vuelta-hélice” también se encuentra
altamente conservada en los
homeodominios de las homeoporteinas Figura 11. El contacto del HD de Antp en

de diferentes especies (Qian et al, o ADN se resliza en Ia tercera hélice de
1989). reconocimiento

El analisis de los complejos Antp-ADN mostré que los contactos
mas importantes se localizan en la hélice de reconocimiento (III/IV) que se
une al surco mayor del ADN mientras que el extremo N-terminal se une a
bases especificas del surco menor del ADN (Otting et al., 1990).

3.8 Genes blanco

Las homeoproteinas determinan el destino celular al actuar como
factores de transcripcion que regulan la expresion de otros genes, que en
conjunto se denominan genes blanco. Los genes blanco de Antennapedia
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son connectin, apterous, spalt major y teashirt (Manak et al, 1995).
Algunos genes blanco codifican para factores de transcripcion, otros para
proteinas estructurales, moléculas de superficie celular y factores de
crecimiento. Dentro de los genes blanco mejor caracterizados a 1a fecha se

encuentran decapentaplegic (dpp) y teashirt (tsh).

3.8.1 Teashirt

tsh es uno de los genes blanco de Antennapedia mas estudiado
hasta la fecha (Manfroid et al.,, 2003), es un gen homeodtico especifico de
region que codifica para un factor de transcripcion que tiene tres motivos
atipicos de dedos de zinc. tsh se requiere para que los tres segmentos
toracicos y los ocho segmentos abdominales en el embrion de D.
melanogaster se desarrollen correctamente (Fasano et al.,, 1991; Roder et
al., 1992; de Zulueta et al.,, 1994) También se requiere en la morfogénesis
de intestino medio (Mathies et al.,, 1994), para el desarrollio de las partes
proximales de los apéndices en el adulto (Erkner et al.,, 1999; Wu y Cohen,
2000; Soanes et al., 2001) y para moldear el ojo en la mosca adulta (Pan y
Rubin, 1998; Bessa ef al., 2002; Singh et al., 2002).

3.8.2 Decapentaplegic

El producto del gen decapentaplegic (dpp) pertenece a la familia del
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). Este gen fue el primer
miembro de la familia de genes TGF-B que se encontré en organismos no
mamiferos, sugiriendo que uno o mas miembros de esta familia existieron
antes de que los linajes de los artré6podos y los vertebrados divergieran
(Padgett et al., 1987).

En embriones de D. melanogaster, es necesario para la gastrulacion
normal, para el establecimiento de la polaridad dorso-ventral y para la
formacion de la segunda constriccion del intestino medio en el mesodermo
visceral.

3.8.2.1 Mesodermo visceral

El intestino de Drosophila melanogaster esta compuesto de dos
capas de células: el mesodermo visceral y las células endodermales. El
mesodermo visceral es un buen modelo de estudio de los genes homeéticos
dado que se expresan de manera tal que no se traslapan en diferentes
bloques de células. La regulaciéon de su desarrollo esta mediada por cuatro
genes homeoéticos: Scr, Antp, Ubxy Abd-A.

Durante la embriogénesis se forman tres constricciones en
posiciones especificas del intestino medio de Drosophila melanogaster. La
constriccion del centro se forma entre los dominios de expresion de Ubx y
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Abd-A, mediante la activacion de dpp en el PS7 y wg en el PS8
respectivamente. Se ha visto que en ausencia de cualquiera de estos dos
genes blanco, no se forma la constriccion del centro correctamente
(Capovilla y Botas, 1994). Se sabe que exd interactiia con Ubx en el PS7
para activar a dpp, ya que en ausencia de exd, dpp no se expresa
correctamente y la segunda constriccion no se forma (Rauskolb y
Wieschaus, 1994).

3.8.2.2 Potenciadores del gen dpp

Capovilla y Botas en 1994 identificaron una secuencia de 674 pares
de bases del potenciador del gen dpp (dpp674LacZ) capaz de dirigir la
expresion del gen reportero lacZ en células del mesodermo visceral donde
normalmente se expresa dpp. Al expresar ectOopicamente ultrabithorax
usando un promotor de choque térmico en embriones que contienen
dppb674LacZ, se observo que dicho potenciador dirige la expresion de dpp
en las células del mesodermo visceral que no expresan Abd-A del ps 2 al 7.

Por otro lado, Manak y cols en 1995 identificaron una secuencia de
813 pb en el potenciador del gen dpp que dirige la expresiéon de LacZ de
forma similar al potenciador descrito por Capovilla.

Fig 12. Sitios de unién de Ubx y Abd-A en ¢l potenciador y dpp813LacZ. Tomuda de
Manak y cols., 1995

En ambos potenciadores se describieron los sitios de unién de Ubx y
Abd-A y se observo que sus secuencias se traslapaban ya que el extremo 3°
de dppb674LacZ corresponde a la region 5° de dpp813LacZ (Manak et al,
1995). Un estudio mas detallado del potenciador dpp674LacZ demostro
que la region 3" es necesaria para el correcto funcionamiento de este
potenciador en la represion de la homeoproteina Abd-A (Capovilla y Botas,
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1998). Se sabe que la expresion de dpp en el ps7 no depende totalmente de
Ubx ya que en embriones donde no se expresa Ubx, se detectan pequerias
cantidades de dpp en el ps7 del mesodermo visceral {Rauskolb y
Wieschaus 1994) lo que indica que es probable que existan otros
elementos que activen su expresion.

En la figura 12 se muestra parte de la secuencia del potenciador
dpp813LacZ, con los sitios de unién de Ubx y Abd-A en las cajas que se
ubican en la parte inferior de la secuencia. Las cajas A, B, E, F e I de este
potenciador corresponden a los sitios de uniéon de Ubx y Abd-A en el
extremo S del potenciador dpp674LacZ (Manak et al, 1995). En
consecuencia, dpp responde a Ubx y Abd-A, ya que es gen blanco de
ambas homeoproteinas. A pesar de que dpp no es gen blanco de Antp
{Manak et al, 1995), es decir, no tiene efecto alguno en su expresion,
Rasulko y cols en 1994 describieron que en embriones donde no se
expresaba Antp se observaba una ligera alteracion en la expresion de dpp
en el ps4 y 7 de mesodermo visceral. Ademas, Manak y cols en 1995
describieron el potenciador dpp813LacZ del gen dpp que reproduce su
expresion en el ps7. También observaron que al sobre-expresar la
homeoproteina Antp con un promotor de choque térmico se obtuvo una
activacion ectopica del potenciador dpp813LacZ en regiones anteriores al

ps7?.
3.9 Homeoproteinas y el tetrapéptido YPWM

Los genes homedticos codifican a homeoproteinas; las cuales actiian
como factores de transcripcion que se unen a sus genes blanco especificos
controlando asi su expresion mediante la activacién o represiéon génica.

Estas homeoproteinas contienen la region  conservada
(homeodominio) que presenta alta relevancia funcional ya que se unen a
secuencias de ADN que son altamente similares, en algunos casos en las
mismas células por lo que es muy dificil explicar como es que realizan las
diferentes funciones en el desarrollo in vivo de la mayoria de los
organismos.

Por otro lado, como se muestra en la tabla 1, al comparar la
secuencia de aminoacidos de las diferentes homeoproteinas, se encontro
que la mayoria presenta otra secuencia altamente conservada en el
extremo N-terminal: el tetrapéptido YPWM, (Tirosina-Prolina-Triptofano-
Metionina), también conocido como hexapéptido o pentapéptido (Phelan et
al., 19935).

El tetrapéptido YPWM es un motivo de caracter hidrofébico y una
cantidad variable de aminoacidos lo separan del homeodominio, 1a cual
varia en las diferentes homeoproteinas y en sus isoformas.
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El analisis de estructura mediante Resonancia Magnética Nuclear en
solucion del YPWM de Antennapedia muestran que este motivo no tiene
una estructura definida en solucioén (Qian et al, 1989). Estudios in vitro en
los cuales se deleta o sustituye el tetrapéptido, se observa cue no se altera
la interaccion ADN-proteina, de esto se concluye que este motivo no
influye en la unién al ADN (Knoepfler y Mark, 1995).

3.9.1 Anilisis de Ia funcién del tetrapéptido YPWM in vitro

Uno de los mecanismos mas estudiados de cémo los genes
homedticos realizan su actividad tejido-especifico, es mediante Ila
interaccion con cofactores. En Drosophila uno de los cofactores mas
estudiados es el producto del gen extradenticle (exd), ya que su ausencia
tanto cigoética como materna origina mutaciones homedéticas, pero no
altera la expresion de los genes homeéticos (Mann et al, 1999). Exd,
también tiene su ortdlogo en vertebrados: Pbx que es un oncogen que
transforma las células pre-B normales en cancerosas; existen tres tipos
diferentes: Pbx1, Pbx2 y Pbx3, el primero es el mas estudiado.

TABLA 1
Conservacion del tetranéptido en varias clases de homeovnroteinas

Anteanapedia Sex combs reduced
D. melonogasier Antp LYPWMR D. melanogastey Scx © IYPYWMK
D. melanogaster Ubx FYPvMA M. maaculus Hoxa-S IYPWMR
D. melanogasier sbd-A RYPWMT X leevis Hoxbs5 IFPWMR
Xenopus larvis Home-6 IYPWMNQ M_muscubs Hoxb-$ IFPWR
Mus muociles Hoxe-b JYPWMQ Homo sapiens Hoxe-$ IYPWMT
M e Hoxb-6 VY PWHMQ Proboscipedia
M. mucscukss Hoxb-7 IYPWMR D. melanogasser pb EYPWNK
M. muscubes Hoxb-8 LFPWMR M. mmsculus Hoxb-3 IPPwMK
X laevis Hosb-8 LPPWMR H. mpiens Hoxb-2 EFPWHK
M. musculses Homd-8 MFPPWMR L sapeeos Homd-3 IPPWMK
M. mwscubes How-8 MFPWMR Bmpty spiracies

Deformed D. melanogasier cms LYPWLL
D. melanogaseer DAd TYPHMK H. sspiens EMX1 FYPWVL
M. mvscuhes Hoxd-4 VYPWMK H. sapiens EMM2 FYPWLI
M. pusculys Hoxa-4 VYPWMK
X leevis Hosb-4 VYPWMK
M. musculus Hoxb-4 VY PWMR
M. muscudus Hoxc-4 VY PWMK

Tomada de Saskia et al., 1995

El analisis de interaccion con ADN in vitro ha demostrado que tanto
exd como Pbx forman heterodimeros con las homeoproteinas uniéndose a
secuencias de ADN especificas, siendo dicha interaccién a través del
tetrapéptido YPWM (Sprules et al, 2003). Esto ultimo, fue demostrado en
el sistema de dos hibridos de levaduras donde se requeria la interaccion de
ultrabithorax con exd para activar al gen reportero LacZ, y al sustituir los
tres tltimos aminoacidos del YPWM de ultrabithorax por un bloque de

20

Melisa Gémez Velizquez



ivacién 1 del motive YPWM de ene enciador d LacZ j X

alaninas, se perdié la capacidad de activar a LacZ (Johnson et al., 1995 ).
Estos resultados demostraron que el tetrapéptido es necesario para la
interaccion Ubx-exd.

En 1999 Passner y cols., analizaron este complejo mediante
Cristalografia de Rayos X que les permitié proponer un modelo de unioén a
ADN de Ultrabithorax-Extradenticle, en donde el YPWM de Ubx se une a
un sitio hidrofébico del homeodominio de extradenticle (Fig. 13).

Asi mismo, en el caso del cofactor Pbx se ha determinado que la
sustitucion de los (iltimos dos residuos del YPWM (tript6fano y metionina)
por alaninas o Ia delecion completa del motivo, elimina Ia unién de Pbxla
con Hoxd-4, Hoxbb6 y Hoxb7 (Phelan, 1995 y Chang, 1996). Experimentos
de EMSA (del inglés: Electrophorety mobility shift assay) y competencia de
péptidos han demostrado que el tetrapéptido YPWM incrementa la
capacidad de unirse a Pbx y que el heterodimero formado posee una mayor
afinidad por el ADN (Koepfler y Mark, 1995). Ademas, el analisis de la
estructura del complejo Hox/Pbx/ADN mediante Cristalografia de Rayos X,
mostré que en el homeodominio de Pbx se forma un sitio hidrofébico
donde se une el YPWM, a manera de interaccién llave-cerradura (Qiang y
Kamps, 1996 y Sprules et al., 2003).

Aunque el tetrapéptido es en muchos casos indispensable para la
interaccién proteina-cofactor, también se requiere el homeodominio y en
algunos casos el enlazador o linker: region que une al homeodominio y al

tetrapeptldo (Shen et al., 1997).

Ocho de los nueve genes homeodticos
del locus Hox-B codifican para proteinas
que contienen un hexapéptido conservado.
Las ocho proteinas {(HoxB-1 a HopxB-8) se
unen al ADN en presencia de Pbxla, esto
no ocurre si se encuentran solo las
proteinas Hox sin Pbxla (Shen et
al.,1996).

En e <caso de HoxB-8 el
hexapéptido, asi como su distancia
relativa al homeodominio son importantes
para la uniéon cooperativa entre ADN,
HoxB-8 y Pbx (Neuteboom et al., 1995).

Figura 13 . Complejo Ubsx-Exd-ADN .
Abd-B vy sus ortologos en
vertebrados, como Hoxa9, HoxalO y Hoxb9, presentan un tetrapéptido
muy diferente al de las homeoproteinas de la clase Antennapedia. Sin
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embargo, conserva el triptofano (W) y cuando se realiza la mutaciéon de este
residuo, Abd-B es incapaz de unirse a Pbx (La-Ronde y Wolberger, 2003).

-3.9.2 Anilisis funcional de YPWM utilizando al ratén como modelo de
estadio

Hasta la fecha, pocos estudios se han centrado en el analisis
funcional del tetrapéptido YPWM in wivo. En el caso de HoxB-8, Ia
mutaciéon del hexapéptido en los ratones, muestra el mismo fenotipo que
se observa cuando los genes Hox HoxA-7, HoxB-7 y HoxB-9 han perdido
su funcién. Asi mismo, exarminaron sus respectivos patrones de expresion,
y no se observé ninguna variacion. Estos resultados sugirieron que la
mutacion de HoxB-8 en el hexapéptido alteraba la funcion de HoxA-7,
HoxB-7 y HoxB-9 al unirse a sus secuencias blanco (Medina-Martinez et

al., 2003).

En otro estudio realizado con Hox-1, se observd que al mutar la
secuencia de su hexapéptido se eliminé la interaccién con Pbx, asi como
su actividad en potenciadores blancos en modelos celulares. Por otro lado,
la mutacion del hexapéptido de HoxA-1 presentd defectos en ratones
similares a los que se presentan cuando HoxA-1 pierde su funcién
(Remacle et al.,, 2004). Lo anterior, sugiere que la actividad de HoxA-1
depende de su interaccion con Pbx y que ocurre a través del hexapéptido.

Se ha propuesto que la interaccion Hox-Pbx es importante en los
grupos de genes paralogos de 3'como HoxA-1 y HoxB-1 {Remacle et al,

2004).

3.9.3 Anilisic funcional de YPWM utilizando a la mosca de la fruta como
modelo de estundio

En Drosophila melanogaster la homeoproteina Abd-A reprime la
expresion de dpp en los parasegmentos (ps) 8 al 12, y activa la expresion
de wingless (wg) en el ps8. Cuando se expresa ectOpicamente, Abd-A
reprime a dppen el ps 3, 4 y 7 y activa a wg en segmentos anteriores al
ps8. En embriones donde se expresa ectopicamene Abd-A con el motivo
YPWM sustituido por un bloque de alaninas, se pierde la capacidad de
reprimir a dpp en los ps 3,4 y 7, pero es capaz de seguir activando a wg
fuera de su sitio normal. En resumen, la mutacion de YPWM cambié la
actividad represora de AbdA a activadora (Graba et al, 2003).

En la homeoproteina labial, el motivo YPWM también juega un papel
represor. El tetrapéptido impide la interaccion de esta homeproteina con el
ADN, ya que es incapaz de activar a sus genes blanco y de esta manera
los reprime. Labial necesita a extradenticle para unirse al ADN y actuar
como factor de transcripcion, es decir, activar sus genes blanco. Cuando
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se muta el tetrapéptido, labial puede unirse al ADN sin necesidad de exd
(Chan et al., 1996). En base a este y otros estudios se ha establecido que el
hexapéptido de labial inhibe la union de esta homeoproteina al ADN y que
EXD -induce un cambio conformacional en labial que aumenta su
especificidad. Ademas, se ha observado que al sobre-expresar de manera
ectopica la homeoproteina labial silvestre y mutante en el hexapéptido se
observa el mismo efecto, sin embargo la letalidad aumenta en un 50%
cuando se sobre-expresa la homeoproteina labial mutante en el
hexapéptido (Chan et al, 1996).

Debido a que HoxA-5 es el ortélogo en mamiferos de Scr y también
contiene el motivo YPWM, solo que se le denomina hexapéptido, se evaludé
la funcion del hexapéptido de HoxA-5 en moscas trasnsgénicas. Una linea
contenia la secuencia completa de HoxA-5 unida a un promotor de choque
térmico, mientras que otra contenia la secuencia de HoxA-5 con el
hexapéptido deletado unida también a un promotor de choque térmico. Al
sobre-expresar ambas proteinas se encontré que solo la homeoproteina
con la secuencia completa de HoxA-5 fue capaz de reproducir las
funciones de la homeoproteina Scr, mientras que ningin efecto se
presentd cuando se sobre-expreso la proteina que tenia el hexapéptido
deletado (Zhao et al., 1996).

La homeoproteina Ultrabithorax (Ubx) define la identidad del primer
segmento abdominal (Al) en larvas de tercer estadio de D. melanogaster. Al
expresar ectopicamente Ubx, se transforma el tercer segmento toracico (T3}
en Al. La sustitucién en los tres ultimos aminoacidos del YPWM por
alaninas y su expresion ectdpica, origind que los segmentos toracicos se
transformaron en el segundo segmento abdominal (A2) (Galant et al,
2002). En el embrion de D. melanogaster Ubx juega un papel tanto
represor como activador. En el mesodermo visceral, Ubx activa la
transcripcion del gen dpp en el parasegmento 7, donde dpp es necesario
para que se forme la segunda contriciéon del intestino medio. En la
epidermis del térax embrionario, Ubx activa y mantiene la activaciéon del
gen teashirt (tsh). En la epidermis ventral del abdomen embrionario, las
homeproteinas Ubx y Abd-A previenen la formacion de extremidades al
reprimir directamente la transcripcion de gen Distallless (DI} que
promueve la formacion de apéndices (Vachon et al, 1992). Al sobre-
expresar la isoforma la de Ubx en embriones de D. melanogaster, se
obtiene una activaciéon ectopica de dpp en mesodermo visceral y de tsh en
epidermis, asi como una represion de DIL Interesantemente, al deletar el
motivo YPWM, Ubx perdio la capacidad de reprimir a DI, pero conserva la
capacidad de activar dpp y tsh. (Tour et al, 2005). Esto quiere decir que el
tetrapéptido YPWM puede o no ser indispensable, dependiendo de la
homeoproteina asi como de su gen blanco.
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Actualmente, extradenticle se considera cofactor de ultrabithorax y
de abdominal-A necesario para activar a dpp y a wg respectivamente
{Graba et al, 2003). Sin embargo, exd no es necesario para que Abd-A
reprima a dpp, ni para que Ubx regule la formacién de halterios o
balancines y suprima la formacion del ala (Galant et al., 2002). Existen
otros cofactores que interaccionan con YPWM en Antp (Prince et al., 1996}
y probablemente otros no identificados hasta la fecha y/o las
homeoproteinas no siempre requieren de cofactores para realizar su
funcion.

En nuestro laboratorio Canales-del Castillo (2005) demostré que la
expresion de Antp ectopica activo a los genes blanco tsh y las secuencias
reguladoras de Scr. Interesantemente, la proteina mutante en YPWM
(AntpAAAd) no fue capaz de activar a tsh y al elemento fkh ni de reprimir 1la
expresion de Scr. Es decir, el tetrapéptido YPWM es necesario para la
activacion y represion de los genes blanco en Antp. Lo anterior es
altamente relevante ya que la actividad funcional de los diferentes genes
blanco puede ser regulada por interacciones proteina-proteina a través del
tetrapéptido YPWM modulando la seleccion de los genes blanco de Antp
que permiten el desarrollo del torax reprimiendo los genes de la cabeza en
D. melanogaster.

En base a todo lo anteriormente descrito, el tetrapéptido YPWM ha
mostrado ser necesario para que diferentes homeoproteinas activen o
repriman sus genes blanco y/o sus secuencias reguladoras
(potenciadores). En el caso de la homeoproteina Antp este motivo mostrd
ser indispensable para su actividad funcional en los genes blanco tsh, Scr
¥y fkhfcon] , por lo que decidimos analizar si este tetrapéptido es necesario
en la activacion del potenciador dpp674LacZ.
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4. IMPORTANCIA DEL TRABAJO

Las regiones altamente conservadas en las homeoproteinas, como el
homeodominio y el motivo YPWM, de los diversos organismos permiten la
actividad funcional de estas homeoproteinas. Los homeodominios estan
ampliamente estudiados mediante su reconocimiento a las secuencias
nucleotidicas en el ADN. Sin embargo, se cuenta con muy poca
informacion acerca de la actividad funcional del tetrapéptido YPWM en
sistemas in vivo. Interesantemente, los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio por Canales-del Castillo en el 2005 permiten concluir que el
tetrapéptido “YPWM” de Antp es indispensable y crucial para la activacion
y represion de los genes blanco tsh, fkh y scr. E]l mecanismo molecular de
activacion-represion de los genes blanco explica la interaccion con
diferentes cofactores en una forma dinamica en los diferentes genes blanco
para permitir la especificidad funcional de las diferentes homeoproteinas
durante el desarrolio embrionario de D. melanogaster. Debido a lo anterior,
en este trabajo analizaremos el requerimiento del motivo YPWM en la
proteina homedtica Antennapedia para la activaciébn del potenciador
dppb674LacZ de decapentaplegic (dpp).

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el motivo YPWM de la homeoproteina Antennapedia es

necesario para la activacion del potenciador dpp674LacZ del gen blanco
dpp en el mesodermo visceral.

51 Objetivos particulares

1) Amplificar las lineas de moscas wild type y transgénicas: Oregon (wild
type), HS-Gal4, ptch-Gal4, dpp674LacZ, HS-Antp, UAS-Antp silvestre y
UAS-Antp AAAA

2) Caracterizar el patréon de expresion endogena del potenciador
dpp674LacZ.

3) Disefiar y realizar de las siguientes cruzas génicas con las moscas
transgénicas
HS-Antp

x dpp674LacZ
HS-GAL4/ dppb674LacZ x UAS-Antp wt
HS-GAL4/ dppb674LacZ x UAS-Antphssa
pte-GALA x dpp674LacZ
pte-GALA /dppb674LacZ x UAS-Antp wt
pto-GALA4/ dppb674LacZ x UAS- AntpArAA

4) Estandarizar la activacion del potenciador dpp674LacZ mediante la
expresion ectopica de la homeoproteina Antp silvestre.
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5) Determinar la activacion ectopica del potenciador dpp674LacZ mediante
la expresion ectopica de la homeporoteina Antp mutante con el
tetrapéptido sustituido por un bloque de alaninas.

6. HIPOTESIS

El motivo YPWM de la homeoproteina Antennapedia que se
encuentra hacia el extremo N-terminal es necesario para que esta
homeoproteina reconozca y active el potenciador dpp674LacZ de dpp en el
mesodermo visceral del embrion de la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster.

26
Melisa Gémez Velizquez



Activaciom funcional def motive YPWM de Antpen e enciador d LacZ %

7. ESTRATEGIA GENERAL
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8. MATERIALES Y METODOS

Para confirmar que las moscas presentaran el patron expresion del
potenciador dppp674LacZ, se amplificaron las lineas que contienen la
construccién 674dpplacZ (152 y 153). Una vez que se obtuvieron
suficientes adultos (alrededor de 250) se realizaron colectas de 4 horas y
los embriones se dejaron desarrollar 12 horas para que tuvieran de 9 a 12
horas de desarrollo y parte de la poblacion estuviera en el estadio 13, que
ocurre de las 10h30 a las 11h30.

Posteriormente, realizamos la deteccion del patron de Antp
endogena. Para ello, se amplifico la linea Oregon y una vez que se
obtuvieron suficientes adultos, se realizaron colectas de 4 horas y los
embriones se dejaron desarrollar 12 horas. Después analizamos el patrén
de expresion de Antp ectopica dirigida con el potenciador de choque
térmico (HS) se amplificé la linea HS-Antp. Una vez que se obtuvieron
suficientes adultos (alrededor de 250) se indujo la sobre-expresion de Antp
siguiendo el protocolo establecido por M. Capovilla en 1994, el cual
consiste en colectar embriones durante seis horas, dejar que se desarrollen
seis horas, darles un choque térmico de 37°C durante 30 minutos y dejar
que se desarrollen cuatro horas mas.

Ademas, determinamos el patron de expresion de Antp ectdpica
dirigida con el potenciador patched (ptc). Para ello, se amplificaron las
lineas ptc-Gal4 y UAS-Antp, se colectaron hembras virgenes de la linea ptc-
Gal4 y se cruzaron con machos de la linea UAS-Antp. Después se realizo la
cruza y se hicieron dos tipos de colectas: una sincronizada y otra no
sincronizada. En la primera se realizaron colectas de 4 horas y los
embriones se dejaron desarrollar 12 horas para que los embriones
alcanzaran de 9 a 12 horas de desarrollo. En la segunda se hicieron
colectas de toda la noche (aproximadamente de 12 horas).

Por otro lado, analizamos si Antp ectdopica dirigida con el promotor
de choque térmico (HS) era capaz de activar el potenciador dp674LacZ.
Para ello, se amplificaron las lineas HS-Antp y dpp674LacZ (152), se
colectaron hembras virgenes de la linea HS-Antp ¥ se cruzaron con
machos de la linea dpp674LacZ (152). Para inducir Antp ectopica se siguid
el protocolo establecido por M. Capovilla en 1994 previamente descrito.

Posteriormente, determinamos si Antp. ectOpica dirigida con el
potenciador patched (ptc) era capaz de activar la expresion ectdépica del
potenciador dpp674LacZ. Para esto, se amplificaron las lineas ptc-Gal4,
UAS-Antp y dpp674LacZ (153) y se realizaron dos cruzas genéticas. En la
primera, se colectaron hembras virgenes de la linea ptc-Gal4 y se cruzaron
con machos de la linea dpp674LacZ (153). En la segunda se colectaron
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hembras virgenes de la primera cruza (ptc-Gal4/dpp674LacZ) y se
cruzaron con machos de la linea UAS-Antp.

Finalmente, analizamos si las dos lineas (A010-7 yA010-11} de Antp
mutantes en el tetrapéptido YPWM (AntpA2Ad) dirigidas con el potenciador
patched (ptd eran capaz de activar la expresion ectépica del potenciador
dppb674LacZ. Lo anterior se realizé mediante amplificacion de las lineas
pte-Gal4, UAS-Antp A010-7, UAS-Antp A010-11 y dpp674LacZ (153) y se
realizaron dos cruzas genéticas. En la primera, se colectaron hembras
virgenes de la linea ptc-Gal4 y se cruzaron con machos de la linea
dpp674LacZ (153). En la segunda se colectaron hembras virgenes de la
primera cruza (ptc-Gal4/dpp674LacZ) y se cruzaron con machos de la
linea UAS-Antp A010-7 y machos de la linea UAS-Antp A010-11.

Para inducir la expresion de Antp ectépica con el potenciador ptc en
las cruzas de Antp y sus mutantes, se realizaron colectas de 4 horas y los
embriones se dejaron desarrollar 12 horas, debido a que el potenciador ptc
se expresa desde etapas tempranas durante el desarrollo del embrién y no
es necesario ninguin tipo de estimulo externo, como es el caso del promotor
de choque térmico.

En todos los casos, una vez que los embriones alcanzaron el tiempo
de desarrollo deseado, se les removid el corion (decorionizacién), fueron
filados y posteriormente se les removid el la membrana vitelina
(devitelinizacion). Los embriones se almacenaron a -20°C y cuando se
tenian suficientes se realizdé la inmunofluorescencia o Ila
inmunohistoquimica para detectar el patrén de expresion de Antp y del
potenciador dpp674LacZ. Este ultimo se visualizdé al detectar B-
galactosidasa, que es codificada por el gen reportero LacZ.

A continuacién se describe con mas detalle cada paso de la
metodologia: la amplificacién, sexado, realizacion de cruzas genéticas,
colecta de embriones, decorionizacion, fijacion, devitelinizacion,
inmnunofluorescencia e inmmunohistoquimica.

8.1 Descripcion de lineas de moscas transgénicas

Las lineas de moscas transgénicas utilizadas en este trabajo fueron
las siguientes:

Oregon (wild type o silvestre): Esta linea es Drosophila melanogaster
silvestre o wildtype, es decir, no tiene ninguna construccion.

HS-Antp: Esta linea productora contiene un promotor de choque térmico
fusionado rio arriba de la secuencia que codifica para la homeoproteina
Antennapedia silvestre. La insercion se encuentra en el tercer cromosoma.
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pte-Gald /Cyo;FICI/MKRS: Esta linea productora contiene el potenciador
patched fusionado rio arriba de la secuencia que codifica para el factor
transactivador de levadura Gal4. La insercion se localiza en el segundo
cromosoma y tienen como marcador fenotipico el balanceador Curly, es
decir alas rizadas.

dpp674LacZ F7 (II) 13.378 (152). Esta linea reportera contiene el
potenciador de 674 pares de bases del gen decapentaplegic (dpp) fusionado
rio arriba con el gen reportero LacZ. La insercidon se localiza en el segundo
cromosoma.

dpp674LacZ 719 (III) 13.379 (153): Esta linea reportera contiene el
potenciador de 674 pares de bases del gen decapentaplegic (dpp) fusionado
rio arriba con el gen reportero LacZ. La inserciéon se localiza en el tercer
Cromosoma.

yw; UAS-Antp: Esta linea reportera contiene las secuencias UAS
fusionadas rio arriba de la secuencia que codifica para la homeoproteina
Antp silvestre.

yw; UAS-Antp AHD 6.1. Esta linea reportera contiene las secuencias UAS
fusionadas rio arriba a la secuencia que codifica para la homeoproteina
Antp con delecibn del homeodominio. Esta delecién incluye los
aminoacidos 246 al 463 de la proteina Antp y abarca toda la region del
homeodominio, el extremo N-amino terminal de este, la region del
tetrapéptdo YPWM y parte de la region central de la homeoproteina. La
insercion se localiza en el tercer cromosoma.

yw; UAS-Antp A010-7: Esta linea reportera contiene las secuencias UAS
fusionadas rio arriba de 1a homeoproteina Antp mutante en el tetrapéptido
YPWM, el cual esta substituido por un bloque de alaninas. La insercion se
localiza en el segundo cromosoma.

yw; UAS-Antp A010-11: Esta linea reportera contiene las secuencias UAS
fusionadas rio arriba de 1a homeoproteina Antp mutante en el tetrapéptido
YPWM, el cual esta substituido por un bloque de alaninas. La insercién se
localiza en el tercer cromosoma.

8.2 Amplificacion y mantenimiento de las lineas de moscas
transgénicas

Todas las lineas de Drosophila melanogaster se mantuvieron como
homocigotas viables o lineas balanceadas a 18°C en tubos con comida
estandar (agar, harina de maiz, aziicar, levadura y propionato de sodio)
suplementada con levadura seca activa. Las lineas se amplificaron
depositando alrededor de 200 moscas en frascos con comida estandar
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durante 2 a 5 dias o0 hasta que se observd la presencia de embriones a
25°C y 60% de humedad. Dependiendo de la linea los adultos tardaron de
10 a 14 dias en eclosionar.

8.3 Sexado y realizacion de cruzas genéticas

Una vez que las moscas empiezan a nacer, se vacia el frasco y
después de no mas de 8 horas transcurridas a 25°C o 12 horas a 18°C, los
adultos se anestesian con bioxido de carbono y con ayuda del
estereoscopio, se realiza el sexado en base a su dimorfismo sexual: a) El
tamario de las hembras por lo general es mayor que el de los machos, b)
Las hembras tienen los 1ltimos tres segmentos abdominales separados y
la coloracion de éstos es uniforme, mientras que los machos presentan los
ultimos tres segmentos abdominales fusionados y melanizados, c) La
punta del abdomen es redondeada en machos y puntiaguda en hembras,
y d} los machos presentan peines sexuales: una hilera de
aproximadamente 10 cerdas cortas y gruesas, de color oscuro y con
apariencia de peine que se localizan en la region basal del tarso de las
patas del primer segmento toracico.

En las cruzas génicas se utilizaron machos de una linea o cruza y
hembras virgenes de otra. Las hembras virgenes son aquellas que tienen
menos de ocho horas de desarrollo a 25°C o menos de 12 horas a 18°C.

Las cruzas de moscas se realizaron en la proporcion  3:1
(hembra:macho), se dejaron aparear por 12 horas a 25°C y se mantuvieron
viables en frascos con comida estindar suplementada con levadura activa
seca.

8.4 Colecta, decorionizacion, fijacion y devitelinizacion de los
embriones de D. melanogaster

A) Colecta. Las moscas producto de las cruzas, se colocaron en un
matraz de plastico con perforaciones en la base y en el cuello se colocé una
caja de petri pequefia que se conoce como caja de puesta (agar, azlcar,
jugo de frutas y acido propidnico). A esta caja se le realizaron estrias con
unas pinzas y se les agregdé un poco de levadura en polvo. El matraz se
invirtio de tal manera que la caja de puesta quedd en la base y las moscas
se pusieron a ovopositar a 25°C.

B) Decorionizacion. Los embriones estian protegidos del medio
ambiente por una cubierta gruesa llamada corién, de la cual salen dos
proyecciones que le sirven al embriéon para fijarse al alimento. Para
eliminar esta cubierta, los embriones se lavaron durante tres minutos con
cloro al 4%, se pasaron a una malla a través de un filtro/ embudo, se
lavaron con agua destilada, se enjuagaron con Tritén X-100 0.03%/ NaCl
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0.04% y finalmente se lavaron otra vez con agua destilada. Se observaron
los embriones al estereoscopio y la ausencia de las proyecciones del
embrion, indica que la decorionizacion se ha realizado de forma correcta.

C) Fijacion. En un tubo eppendorf de 1.5ml., se mezclaronn 500uL
de heptano, 100uL de formaldehido y 400ul del buffer PIPES, después se
agregaron los embriones y se colocaron en el brazo de agitaciéon durante 30
minutos a temperatura ambiente.

D) Deviltelinizacién. Se eliminé la mitad del sobrenadante, dejando
la fase de fondo (los 500pL de heptano) y se agregaron 500uL de metanol.
Se colocaron en el brazo de agitacion a temperatura amiente durante 5
minutos. Después se eliminé todo el sobrenadante y se hicieron tres
lavados con metanol al 100% agitando por inversion. Los embriones se
almacenaron a -20°C toda 1la noche o se durante meses.

8.5 Deteccion de B-galactosidasa y Antennapedia en embriones de
D. melanogaster

Este procedimiento se realizd a temperatura ambiente, a menos que
se especifique lo contrario. Los embriones se rehidrataron reemplazando
sucesivamente el metanol con 30%, 50%, 70% y 100% de PBS/metanol
(v/v). Se agitaron por inversion y se dejaron 5 minutos en cada solucion;
se permeabilizaron eliminando el sobrenadante y agregando 500uL de PBS
+ Tritén X-100 0.1% (PBT), se agitaron por rotacién durante una hora.
Para bloquear se eliminé el sobrenadante y se agregaron S00ul. de PBT +
albumina sérica bovina (BSA) 10%, preparada al momento. Se colocaron
en el brazo de agitaciéon durante una hora.

Se agregaron 20 puL de la dilucién con el anticuerpo primario diluido
en PBT/BSA 0.1%, preparada al momento, o el volumen suficiente para
cubrir los embriones, se agitaron con una micropipeta vy se dejaron
incubando toda la noche a -4°C. Como anticuerpos primaros se utilizaron
anti- B-gal de conejo y anti- B-gal de ratén con diluciones de 1:100 y 1:500
respectivamente y anti-Antp 4C3 de raton diluido 1:250. Después de no
mas de 24 horas de haber colocado el anticuerpo primario se hizo un
lavado rapido por inversion y tres de 30 minutos con PBT agitando por
rotacion. Se eliminé el sobrenadante y se agregd el segundo anticuerpo un
anti-ratén o un anti-conejo, dependiendo del anticuerpo primario utilizado,
diluido en PBT/BSA 0.1% preparada al momento. Para anti-Antp de ratén,
se utilizé el anti-raton aclopado al fluorocromo FITC diluido a 1:200; para
anti-B-gal de raton se utilizé el anti-ratén acoplado a la enzima peroxidasa
de rabano (HRP) diluido a 1:250; y para anti-B-gal de conejo se utilizo el
anti-conejo acoplado al fluorocromo Alexa diluido a 1:50 Se agregaron 20
pL de la diluciéon o el volumen suficiente para cubrir los embriones. Se
agitaron con una micropipeta y se incubd de 3 a 4 horas a temperatura
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ambiente. Si se utilizaron anticuerpos acoplados a un fluorocromo, el tubo
eppendorf se envolvid con papel aluminio evitando asi la exposicion a la
luz. Una vez transcurridas las horas de incubacion, se eliminé el
sobrenadante, se realizé un lavado rapido por inversion y 2 de 30 minutos
con PBT agitando por rotacion, seguidos de dos lavados rapidos por
inversion con PBS 1x + Tween 20 0.05%.

Para la deteccion cuando se utiliza el anticuerpo conjugado con HRP,
se agregaron 1 mL de 3-3 diaminobenzidina 0.3mg/mL y 2ul de peréxido
de hidrégeno al 3% y se dejaron incubando por 5 a 10 minutos o hasta la
aparicion de la reaccion colorimétrica en los embriones. Se detuvo la
reaccion con varios lavados con PBS 1X + Tween 20 0.05%. Posteriormente
se deshidrataron reemplazando el PBS 1X + Tween 20 al 0.05%.
sucesivamente el con 30%, 50%, 70% y 100% de etanol /PBS (v/v) durante
2 minutos cada uno y finalmente se agregan 60 pl de glicerol 40%/
PBS60% (v/v)] ¥ se montaron en un portaobjetos colocindoles un
cubreobjetos.

Para la deteccion cuando se utiliza anticuerpo conjugado con FITC,
después de los lavados con PBS + Tween 20 0.05% se deshidrataron los
embriones agregando sucesivamente etanol /PBS (v/v) al 30%, 50%, 70%
y 100% durante 2 minutos cada uno y finalmente se agregaron 60 uL de
glicerol 40%/ PBS60% y se montaron en un portaobjetos colocandoles un
cubreobjetos.

La deteccion de las sefnales especificas en los embriones se realizd
mediante observacion en Microscopia visible de las reacciones enzimaticas
(HRP). Para 1a deteccion de las sefiales fluorescentes se utilizé microscopia
confocal-laser con un Microscopio Olympus IX70, usando el canal de
deteccion BAS10IF y BAS50RIF, con 556 nm (rojo} y 494 nm (verde) de
longitud de onda de excitacion respectivamente y una apertura confocal
minima para obtener la maxima resolucion de las imagenes.
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9. RESULTADOS

Para determinar si el tetrapéptido YPWM de la homeoproteina Antp
era necesario para activar el potenciador dpp674LacZ en embriones de
Drosophila melanogaster de estadio 13, primeramente se confirmé el
patrén de expresion del potenciador dpp674LacZ. Posteriormente se
analiz6 la expresion endoégena y ectopica de Antp de dirigida con dos
sistemas: un promotor de choque térmico (HS) y el potencador patched
(ptd. Finalmente, se evalud el efecto de la expresion ectépica de Antp
mutante en el tetrapéptido YPWM (UAS-AntpAsAA) dirigida con pic en la
expresion del potenciador dpp674LacZ, en comparacion con la expresion
ectopica de Antp silvestre. Cada punto se describe a continuacién.

9.1 Visualizacion del patron de expresion de dpp674LacZ

El primer punto de la estrategia a seguir para determinar si el
tetrapéptido YPWM de la homeoproteina Antp era necesario para activar el
potenciador dpp674LacZ en embriones de D. melanogaster, consistidé en
visualizar el patron de expresion del potenciador dpp674LacZ que mas
adelante se utilizara para evaluar el efecto de Antp silvestre y mutante
sobre dicho potenicador. Asi que se analizaron dos lineas transgénicas de
D. melanogaster que contenian la construccién dpp674LacZ (lineas 152 y
153; ver materiales y métodos). Esta construccion consiste en el
potenciador o “enhancer” (de aqui en adelante denominado potenciador) de
674 pb del gen dpp unido al gen reportero LacZ, el cual codifica para la
proteina p-galactosidasa como se muestra en la figura 14.

Estas lineas de moscas transgénicas contienen el transgen en el
segundo (linea 152} y el tercer cromosoma (linea 153). Los resultados
obtenidos en las dos lineas mostraron como se esperaba que este
potenciador dirige la expresion del gen reportero LacZ al parasegmento 7
(ps7) del mesodermo visceral en embriones de estadio 13 que ocurre de
las 10 h 30 a las 11 h 30 de desarrollo. En la figura 15A se muestra el
patron de la linea 152 y en la figura 15B el patrén de la linea 153, los
embriones procesados mediante inmunofluorecencia e
inmunohistoquimica respectivamente.

9.2 Expresion ectopica de Antennapedia utilizando dos sistemas
de expresion

De los ocho genes homedticos que establecen el eje antero-posterior en el
embrion de D. melanogaster, aqui se estudié Antennapedia. Antes de
dirigir esta homeoproteina de manera ectbépica, se visualizd el patron de
expresion de Antp endégena en embriones de estadio 13 de la linea
silvestre Oregon (sin construcciones). Los resultados mostraron, como se
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esperaba que dicha homeoproteina se expresa del parasegmento 3 al Sy a
lo largo del cordon nervioso del sistema nervioso central como se muestra
en la figura 16A.

> Region reguladora

o

Potenciador

‘ -
—
e

!
EEENEE s

Figura 14. Linea transgénica dpp674LacZ en Drosophila melanogsater. A La constniccion
dpp674LacZ consiste en una porcion de 674 pb de todo el potenciador del gen dpp, unido mediante
ingenieria genética al gen reportero LacZ que codifica para la proteina B-Gal. Asi el gen LacZ queda bajo
la regulacon de estas 674 pb que forman parte del potenciador del gen dpp. B. Esta construccion en el
genoma de la mosca transgénica es reconocida por la maquinaria transcripcional en el mismo tiempo y
espacio que el potenciador del gen dpp, es asi como esta linea trasngénica (C) reproduce parte de Ia
expresion endogena del gen dpp en embriones de D. melanogaster.

Para dirigir ectopicamente la expresion de Antp, se utilizaron dos
sistemas de expresién: un promotor de choque térmico (HS) y el
potenciador patched (ptc).

9.2.1 Promotor de choque térmico (HS)

La expresion ectopica de Antp con el promotor de choque térmico se
realiz6 en embriones colectados de la linea que tiene el promotor HS unido
a la secuencia codificante de la homeoproteina Antp (HS-Antp) y se les di6
un choque térmico de 37°C durante 30 minutos (Capovilla, 1994). Los
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resultados mostraron que el promotor HS activdo Antp de manera ubicuota,
es decir, a lo largo de todo el embrién observandose una mayor expresion
de Antp en la region en la que esta homeoproteina se expresa

endogenamente (ps3-5 y cordon nervioso) como se muestra en la figura
16B.

A appraLacz s | B dpp674LacZ (153)

ps7

Figura 15. Expresiéa del potenciador dpp674LacZ. Los embriones de Drosophila melanogaster fueron
tratados con el anticuerpo anti B-gal como se describe en materiales y métodos. La seiial detectada mediante
inmunofluorescencia (A) e inmunohistoquimica (B) muestra 1a expresiéon del potenciador dpp674LacZ en el
parasegmento 7 {ps7) del mesodermo visceral de los embriones. La region anterior del embrion se encuentra
a la izquierda y 1a parte ventral hacia arriba (Vista lateral, estadio 13).

9.2.2 Potenciador patched (ptc)

El otro sistema que se utilizé para dirigir la expresion ectopica de
Antp fue el potenciador ptc. Para ello se utilizé el sistema binario
UAS /Gal4 mediante la cruza de la linea ptc-Gal4 con la linea UAS-Antp, se
hicieron colectas de 4 a 12 horas y los embriones se dejaron desarrollar
sin darles ningin estimulo, pues el potenciador pic se expresa de manera
constitutiva desde etapas tempranas y durante el desarrollo del embriéon.
Los resultados mostraron que el potenciador ptc dirigié la expresion de

Antp hacia la region anterior de los 14 parasegmentos del embrion como se
muestra en la figura 16C.

Figura 16. Patron de expresion de Antp endégena y de Antp ectépica usando el promotor HS y el
potenciador pic. Los embriones fueron tratados con anti-Antp 4C3 como se describe en materiales y
métodos. A. Antp endogena (verde) se expresa del ps3 al ps5 y a lo largo del cordon nervioso del embrion.
B. El promotor de choque térmico dirige la expresion de Antp de manera ubicuota en todo el embrion,
ademas de 1a endégena (ps 3 al 5 y cordon nervioso) (C) mientras que el potenciador patched (ptc) dirige la
expresion de esta homeoproteina en la parte anterior de los parasegmentos a lo largo del embrion. La region
anterior del embrién se encuentra a la izquierda y la parte ventral hacia arriba (vista lateral, estadio 13)en A
y B, en C la regi6n anterior del embrién se encuentra a la izquieda (vista dorsal).
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En el caso del sistema HS se dirigi¢ Antp ectépicamente de forma
directa y fue necesario estimular al embriéon mediante choque térmico (fig
17A), en cambio el sistema ptc se dirigid Antp ectdopicamente de forma
indirecta con el sistema binario UAS /Gal4 y sin necesidad de un estimulo
externo como se muestra en la figura 17B.

B Activacién indirecta

Figura 17. Sistemas de activacién ectépica de Antp. A El promotor HS dirige Antp ectopica de forma
directa cuando se estimula al embrion con un chogue térmico de 37°C durante 30 min. B. El potenciador
ptc dirige Antp ectGpica de manera indirecta utilizando como intermediarios la proteina Gald y las
secuencias UAS, ademas no necesita de un estimulo externo.

9.3 Antp dirigida con el promotor de choque térmico no activéd de
manera ectopica el potenciador dpp674LacZ

Para determinar si Antp silvestre {Antp wt) dirigida con el promotor
HS era capaz de activar la expresion ectépica de dpp674LacZ, se cruzo la
linea transgénica que contenia un promotor de choque térmico unido a
Antp (HS-Antp) con la linea que contenia el potenciador dpp674 unido al
gen reportero LacZ (dpp674LacZ) como se muestra en la figura 18.

En los embriones colectados de esta cruza se realizd la induccion
ectopica de Antp usando un choque térmico a 37°C durante 30 minutos
(Capovilla, 1994). La figura 19A muestra el patrén de expresion del
potenciador dppb674LacZ (ps7 del mesodermo visceral). La figura 19B
muestra la expresién ectépica de Antp a lo largo de todo el embriéon
usando el promotor HS. La tincién de inmunofluorescencia doble mostré
que la sobre-expresion de Antp con el promotor de choque térmico (verde)
no fue capaz de activar ectépicamente la expresion del potenciador
dpp674LacZ hacia las regiones anteriores del ps7 (rojo) a pesar de la
presencia de Antp de manera ubicuota a lo largo de todo el embrién (Fig
19C). Dada la posibilidad de que la cantidad de esta homeoproteina no
fuera la suficiente para lograr la activacion ectépica del potenciador
dpp674LacZ, la duraciéon del choque térmico se extendié de 30 a 45
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minutos, sin embargo, no fue posible detectar la activacion ectopica del
potenciador dpp674LacZ (resultados no mostrados).

x
]

dpp674LacZ HS-Antp/dpp674LacZ

d

Figura 18. Cruza de dos lineas de moscas para la integracién de dos transgenes. Hembras
virgenes de la linea linea transgénica que contenia un promotor de choque térmico unido a Antp (HS-
Antp) se cruzaron con machos de la linea que contenia el potenciador dpp674 unido al gen reportero
LacZ (dpp674LacZ).

A

Figura 19, Activacién nnia del potenciador dppt74l.acZ por Antp silvesire wsando HS, los
embriones fueron tratados con anti-Antp (verde) y anti-f-gal (rojo) como se describe en matriales y
métodos. A Expresion endogena del potenciador dpp674LacZ en el ps7 de mesodermo visceral B.
Expresion ectdpica de Antp silvestre (verde) usando el promotor de choque térmico. C. La sobre-
expresion de Antp (verde) dirigida con el promotor de choque térmico mo activd ectdpicamente el
potenciador dpp674LacZ en la region anterior del ps7.

9.4 Activacion ectopica del potenciador dpp674LacZ por Antp
silvestre dirigida con el potenciador patched

Para determinar si Antp silvestre (Antp wt) dirigida con ptc era capaz
de activar ectopicamente al potenciador dppb74LacZ se analizaron los
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Figura 20, Esquema de cruzas genéticas para Ia integracién de los tres transgenes. A Hembras virgenes de
la linea pc-Gal4 se cruzaron con machos de 1a linea dpp674L.acZ, de la cruza 1 se colectaron hembras virgenes
de alas normales (no curly; recuadro rojo). B. Estas hembras se cruzaron con machos de la linea UAS-Antp
silvestre y la mutante UAS-Anip**** obteniendo aproximadamente un cuarto de la cruza con los tres
transgenes: ptc-Gal4 / Uas-Antp / dpp674LacZ (recuadro verde).
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embriones producto de las dos cruzas que se describen en el siguiente

parrafo.

-La integracion de los tres transgenes: ptc-Gal4, UAS-Antp wt y
dppb674LacZ, se realizo en dos cruzas genéticas. En la primera, hembras
virgenes de la linea transgénica que contenia el potenciador ptc unido al
gen que codifica para la proteina Gal4 (ptc-Gal4) se cruzaron con machos
de Ia linea que contenian la construccién dpp674LacZ ya descrita. Esta
cruza permitié la obtencion de dos fenotipos de alas en la descendencia:
uno de alas normales (no curly) y otro de alas rizadas (curly). Las moscas
con el fenotipo de alas normales contenian los transgenes ptc-Gal4 y
dppb674LacZ, como se muestra en la figura 20A. Por lo tanto, en la
segunda cruza se colectaron hembras virgenes de alas normales (no curly)
de la primera cruza y se cruzaron con machos de la linea que contenia la
secuencias UAS unidas al gen que codifica para la homeoproteina Antp wt.
En esta cruza aproximadamente un cuarto de la descendencia contenia los
tres transgenes integrados en el genoma (Fig 20B).

El objetivo de integrar los tres transgenes era poder ufilizar el
sistema binario UAS/Gal4; para que el potenciador ptc que activa desde
etapas tempranas la expresiéon de la proteina transactivadora Gal4 y
posteriormente se una a las secuencias UAS activando asi la expresion de
Antp en la regién anterior de todos los parasegmentos donde finalmente
Antp activa la expresion del potenciador dpp674LacZ (Fig 21).

Figura 21. Uso del sistema binarie UAS/Gald4 para analizar la activaciin de dpp674LacZ por Antp.
Los tres transgenes integrados en los embriones producto de la cruza 2, contienen la secuencia reguladora de
la trasncripcion (letras verdes) y la secuencia codificante a la proteina de interés (letras amarillas). El
potenciador ptc activa la expresion de la proteina transactivadora ‘Gal4 que se une a las secuencias UAS y
activa la expresion de Antp. Esta homeoproteina activa al potenciador dpp674LacZ que se detecta mediante
la expresion del gen reportero LacZ codificante a proteina P-galactosidasa, la cual puede detectarse
mediante inmunofluorescencia o inmunohistoquimica.
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La figura 22A muestra el patron de expresion del potenciador
dpob674LacZ. El analisis de la expresion ectépica de Antp AHD utilizada
como testigo negativo y dirigida con este mismo potenciador no activo al
potenciador dpp674LacZ en las regiones anteriores al ps7 como se
esperaba (Fig 22B). Estos embriones presentaron la expresion similar al
potenciador dppb674LacZ solamente en el ps7 (comparar fig 22 A y B).

La integracion de los tres transgenes mostré que en embriones de estadio
13, Antp silvestre dirigida con el potenciador ptc fue capaz de activar
ectOpicamente al potenciador dpp674LacZ en el mesodermo

A dpp674LacZ

Figura 22. Activacién ectdépica del potenciador dpp674LacZ por Antp silvestre usando pfc. Los
embriones fueron tratados con anti B-Gal como se describe en materiales y métodos. A. Expresion endogena
de dpp674LacZ en el ps 7. B. Deteccion del potenciador dpp674LacZ mediante expresion ectopica de Anip
AHD (testigo negativo) dirigida con el potenciador pic. C. La expreston ectopica Antp silvestre usando pic
fue capaz de activar la expresion del potenciador dpp674LacZ del ps2 al ps6é en mesodermo visceral de jos
embriones La regidn anterior del embrion se encuentra a la izquierda y la parte ventral hacia arriba (vista
lateral, estadio 13).

visceral desde el ps2 al ps6 (Fig 22C). Esta activacion presenté un patrén
discontinuo debido a que el potenciador pftc es un gen de polaridad
segmental que dirige a la homeoproteina Antp solo en la parte anterior de
los parasegmentos del embrién, en contraste con la expresion de p-gal en
todo el ps7.

9.5 El tetrapéptido YPWM de Antp no es necesario para la
activacion ectdpica del potenciador dpp674LacZ

Con la finalidad de determinar si el tetrapéptido YPWM (Tirosna-
Prolina-Triptofano-Metionina) de Antp es necesario para activar el
potenciador dpp674LacZ, se realizaron dos cruzas genéticas como las
descritas anteriormente en la figura 20, pero en este caso utilizando las
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lineas transgénicas AntpAAA (A010-7 y A010-11), que contenian las
secuencias UAS unidas a Antp mutante, en las cuales, el tetrapéptido
YPWM esta sustituido por un bloque de alaninas. Los embriones producto
de las dos cruzas con los tres transgenes integrados fueron analizados
mediante inmunofluorescencia. En la figura 23A se muestra la activacion
del potenciador dpp674LacZ que se obtiene al dirigir Antp ectépicamente
con el sistema ptc como se describié en el punto anterior. La expresion
ectopica de la homeoproteina mutante en el tetrapéptido YPWM fue capaz
de activar ectopicamente el potenciador dpp674LacZ en el mesodermo
visceral en regiones anteriores al ps7, como se observa en los ps2 al ps6 en
las dos lineas de Antp?2AA (Fig 23

B y C). Esta activacion fue detectada de manera discontinua de la misma
forma que Antp silvestre (comparar fig 23A con 23B y C).

ps7 Linea AD40-11

Figura 23. Activacién ectépica del potenciador dpp674LacZ com Antp**** usande prc. Los
embriones fueron tratados con anti §-Gal como se describe en materiales y métodos. A. La expresion
ectopica de Antp silvestre con pic activé al potenciador dpp674LacZ en el ps2 al ps6, asi como Antp
mutante en YPWM (Antp ) con pic fue capaz de activar al potenciador dpp674LacZ en el ps2 al
ps6 utilizando dos lineas de moscas trasngénicas con la construccion UAS-Antp***4, (linea A010-7
en B y linea A010-11en C)
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10. DISCUSION

El objetivo de este trabajo es determinar si el tetrapéptido YPWM de
la homeoproteina Antennapedia (Antp}) es necesario para activar la
expresion ectopica del potenciador dpp674LacZ.

Una forma utilizada en Biologia del Desarrollo para analizar la
funcion, ya sea de activaciébn o represion, de las homeoproteinas es
expresarlas ectopicamente en un lugar donde normalmente no lo hacen.
Esta estrategia fue utilizada para dirigir Antp de manera ectdpica en
embriones de Drosophila, utilizando dos sistemas de expresion: un
promotor de choque térmico (HS) y el potenciador patched (ptc). El primero
dirigié Antp en todo el embriéon, mientras que el segundo la dirigi6
solamente a la region anterior de los 14 parasegmentos. El promotor HS
solo se activa cuando el embriéon recibe un choque térmico, de ahi su
nombre; mientras que el potenciador ptc se expresa desde etapas
tempranas durante el desarrollo embrionario.

En este trabajo se seleccioné el potenciador dpp674LacZ para
evaluar el tetrapéptido YPWM de Antp porque la secuencia de dicho
potenciador es similar al dpp813LacZ, el cual responde a Antp aun cuando
dpp no es uno de sus genes blanco (Manak et al.,, 1995). Ambos
potenciadores reproducen la expresion del gen decapentaplegic (dpp) en el
ps7 del mesodermo visceral de embriones de Drosophila melanogaster de
estadio 13 (Capovilla y Botas, 1994; Manak et al., 1995).

Para analizar si Antp silvestre expresada ectépicamente con el
promotor HS activaba al potenciador dppb674LacZ, se realiz6 una cruza
para integrar los transgenes HS-Antp y dpp674LacZ. Desafortunadamente,
al dirigir ectépicamente Antp con el promotor HS, no fue posible lograr la
activacion de dppb674LacZ, a pesar de que Manak y cols en 1995
obtuvieron la activacion del potenciador dpp813LacZ al dirigir Antp
ectopicamente con el promotor HS. Para descartar la posibilidad de que la
cantidad de expresion de Antp no fuera la necesaria para la activacion, se
incrementd el tiempo del choque térmico de 30 a 45 minutos (datos no
mostrados}, sin embargo la expresién de Antp aumentada tampoco activd
el potenciador dpp674LacZ. Debido a que Manak y cols en 1995 utilizaron
tres choques térmicos en lugar de uno (Capovilla y Botas, 1994), y
obtuvieron la activaciéon ectépica de dpp813LacZ, se incrementd también el
numero de choques térmicos en los embriones y no se obtuvo la activacion
esperada (datos no mostrados). Estos resultados sugieren que la cantidad
de Antp dirigida con el promotor de choque térmico es suficiente para la
activacion de dpp813LacZ, pero no fue la necesaria para dpp674LacZ.
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Debido a la falta de activacion de dpp674LacZ con Antp dirigida con
el promotor HS, probameos si Antp dirigida con el potenciador ptc era capaz
de activar dpp674LacZ, utilizando el sistema binario UAS/Gal4 mediante
dos cruzas genéticas para integrar los transgenes ptc-Gal4, UAS-Antp y
dpp674LacZ. La expresién ectopica de Antp con el potenciador ptc permitio
claramente la activacién del potenciador dpp674LacZ en la regiéon anterior
de los parasegmentos 2 al 6 (Fig. 22C). El patron de activaciéon de
dpp674LacZ se observd interrumpido ya que el potenciador ptc dirige Antp
solo en la regibn anterior de los parasegmentos, es decir, hay una
activacion discontinua.

Estos resultados demuestran que el potenciador dppb74LacZ fue
activado dirigiendo la expresion ectopica de Antp con el potenciador ptc, lo
que no ocurridé cuando se dirigi6 Antp con choques térmicos. Resultados
similares fueron obtenidos por Canales-del Castillo {2005) en nuestro
laboratorio con la homeoproteina Scr. Esta homeoproteina, en embriones
de D. melanogaster se expresa endogenamente en el segmento by en el
segmento toracico 1 (T1l) y Antp reprime la expresion de Scr en el
segmento toracico 2 (T2). Al expresar ectopicamente Antp con el promotor
HS no se observé represion en los segmentos b ni en T1. Sin embargo, al
expresar Antp ectopicamente con el potenciador ptc, se observé una
represion parcial de Scr en T1 y b, asi como una ganancia de expresion en
la region anterior de los parasegmentos (Canales-del Castillo, 2005). Esto
indica que se pueden obtener diferentes efectos en la sobre-expresion de
una misma homeoproteina al utilizar diferentes sistemas para dirigirla
ectopicamente, debido probablemente a que las homeoproteinas se dirigen
en concentracion y tiempo y espacio diferentes en las células del embrién.

Ya que se obtuvo claramente la activacion de dpp674LacZ por Antp
silvesre dirigida con el potenciador ptc, se probaron dos lineas de Antp
mutante en el tetrapéptido YPWM en las que este motivo estaba sustituido
por un bloque de alaninas (AntpAA2A): AQ10-7 y AO010-11. En este
experimento se utilizé AntpAHD como testigo negativo. Esta homeoproteina
tiene la secuencia de Antp con delecion del HD y el YPWM (Fig. 22B). Antp
AHD no mostré activacion ectopica de dppb674LacZ, como se esperaba ya
que el homeodominio (HD) de las homeoproteinas es necesario para
realizar su funcion in vivo mediante uniéon al ADN (Bello et al, 1998).
Interesantemente, las dos lineas mutantes de Antp (A010-7 y A010-11)
utilizadas, fueron capaces de activar el potenciador dpp674LacZ del ps2 al
6 en forma discontinua de forma similar a Antp silvestre (Fig. 23 By C
respectivamente). Estos resultados demuestran que el fetrapéptido YPWM
de Antp no es necesario para la activacion de dpp674LacZ.

La activacion del potenicador dpp674LacZ por Antp no depende del
el motivo YPWM. Sin embargo, se ha demostrado que el motivo YPWM si es
necesario para la activacion/represion de algunos genes blanco de Antp:
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tsh, Scr respectivamente {Canales-del Castillo, 2005) Por lo tanto, se
sugiere que la homeoproteina Antp no siempre requlere del motivo YPWM
para realizar sus funciones de regulacion. Esto mismo ocurre en otras
homeoproteinas (Ubx y Abd-A) como se vera mas adelante.

La mayoria de las homeoproteinas presentan dos regiones altamente
conservadas: el homeodominio y el tetrapéptido YPWM, las regiones
conservadas como el homeodominio no son razén suficiente para explicar
la especificidad funcional de todas las diferentes homeproteinas. Asi que se
ha propuesto que las homeoproteinas interactian con diversos cofactores
como exd o su ortdlogo en mamiferos Pbx (Pelan, 1995; Chang, 1996 y
Sprules, 2003) para aumentar su especificidad funcional. Ademas, se ha
demostrado que dicha interaccion con cofactores se lleva a cabo mediante
el tetrapéptido YPWM de las homeoproteinas {Johnson et al, 1995;
Khnoepfler y Kamps, 1995; Chang et al., 1996).

Estudios in vivo en embriones de Drosophila melanogaster han
demostrado que en algunos casos el tetrapéptido YPWM es necesario para
que una homeoproteina realice su funcién, por ejemplo: labial lo necesita
para mantener su funciéon represora (Chan et al., 1996); HoxAS (el ortélogo
de Scr en mamiferos) para transformar T1 en T2, asi como para la
transformacién antena por pata (Zhao et al, 1996); Abd-A para activar wg
en el ps8 (Graba et al.,, 2003); Antp para activar tsh y el elemento fkh
[250°n] vy reprimir Scr (Canales-del Castillo, 2005); y Ubx para reprimir
Distal-less (Tour et al., 2006). Sin embargo, también existen reportes en los
cuales la actividad de algunas homeoproteinas es independiente de YPWM:
Abd-A no requiere YPWM para reprimir dpp en el ps8 al 12 de mesodermo
visceral (Graba et al., 2003); Ubx tampoco requiere YPWM para activar dpp
en el ps7 de mesodermo visceral, ni para activar tsh en la epidermis de la
cabeza (Tour et al.,, 2006). Estos resultados, incluyendo el nuestro,
postulan que el motivo YPWM puede o0 no ser necesario para la actividad
funcional de las homeoproteinas dependiendo de su gen blanco.

En el caso del gen dpp se ha evaluado la importancia del motivo
YPWM de tres homeoproteinas: Abd-A, Ubx y Antp. Se demostré que su
activacion por Ubx (Tour et al., 2006), su represion por Abd-A (Graba etal.,
2003) y la activacion de su secuencia reguladora por Antp es
independiente del tetrapéptido YPWM. Debido a que la
activacion/represion de dpp por Ubx y Abdominal-A, asi como la
activacion del potenciador dpp674LacZ no requieren el motivo YPWM, se
sugiere que la regulaciéon (activacién o represiéon) del gen dpp por las
homeoproteinas durante el desarrollo embrionario de D. melanogaster es
independiente del motivo YPWM.

Debido a que la razén por la cual los potenciadores dpp813LacZ y
dpp674LacZ responden a Antp no es clara proponemos tres posibles
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explicaciones: a) que Antp mimetice Ubx. Esto es poco probable ya que
difieren en solo 7 aminoacidos y estas ligeras diferencias entre los
homeodominios de las homeoproteinas son las que permiten Ila
especificidad in vivo (Gibson et al., 1990}. Sin embargo, la sobre-expresion
de Antp genera alta cantidades de la homeoproteina y es probable que por
competencia se unan a los sitios de uniéon de Ubx y de Abd-A a los que
normalmente no tiene acceso (Manak et al, 1995); b) que la secuencia
nucleotidica de la region reguladora completa del gen dpp al reducirse en
tamafio permite la union de la homeoproteina Antp; y ¢} que Antp active
otro gen que a su vez regule la activacion de los potenciadores, pues se ha
visto que existen genes no identificados que pueden activar dpp en
mesodermo visceral (Rauskolb y Wieschaus 1994).

11. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el desarrollo de esta tesis demuestran que:

» Antp silvestre dirigida con el potenciador ptc fue capaz de activar el
potenciador dpp674LacZ, mientras que dirigida con el promotor de
choque térmico no fue capaz de activar este elemento.

» El tetrapéptido YPWM de Antp no es necesario para que Antp active
la expresion del potenciador dpp674LacZ.

12. PERSPECTIVAS

La activacion del potenciador dpp674LacZ por Antp silvestre y Antp
mutante en el tetrapéptido debera ser verificada directamente sobre la
expresion del gen dpp. Esto ultimo es importante ya que Canales-del
Castillo en el 2005 encontrd que la activacion ectopica por Antp silvestre y
AntpAAsA del potenciador del gen tsh unido aun gen reportero no mostro el
mismo comportamiento que el gen tsh in vivo en los embriones de
Drosophila.

Ademas como dpp no es un gen blanco de Antp, también es
importante analizar otros genes blanco, tanto de Antp como de otras
homeoproteinas para determinar si el tetrapéptido YPWM es o no necesario
y tener asi una perspectiva mas amplia de la importancia real de este
motivo en Antp.
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14. APENDICE

Reactivo Procedencia
" Agar para Drosophila Labscientific Livingstone

Aziicar morena Comercial

BSA Molecular Probes

Cloro Comercial al 5 6 6%

3-3 Diaminonecidina 0.3 mg/ml.  Sigma-Aldrich

EGTA Sigma-Aldrich

Etanol CTR

Formaldehido Sigma-Aldrich

Harina de maiz Comercial

Heptano CTR

Jugo de uva Comercial

KCl1 Merk

KH>PO, Merk

Levadura Comervcial

Metanol CTR

MgSOa Sigma-Aldrich

NaCl CTR

Na2HPO4 Merk

Peroxido de Hidrégeno Comercial al 3%

PIPES (no acido} Research  Organics Inc (Grado
molecular)

Propionato de sodio Comercial

Tritéon X-100 Sigma-Aldrich

Tween 20 Sigma Aldrich

Preparacion de comida estidndar para Drosophila melanogaster. En
un litro de agua destilada disolver 100g de levadura por 10 min mediante
agitacion. Anadir 13.75g de agar y esperar a que se disuelva por
aproximadamente 10 min mediante agitacion. Agregar 100g de azicar
morena y esperar que se disuelva por aproximadamente 10 min en
agitacion. Afnadir 50g de harina de maiz y disolverporl0 min. Calentar a
ebullicién durantel5 min, esperar a que la temperatura baje entre 55 y 60
°C y disolver 10g de propionato de sodio en agitaciéon por 10 min. Servir el
alimento en frascos o viales y esperar a que soldifique por 45 min.
Espolvorear sobre la superficie levadura seca activa y almacenar a 18°C en
un lapso no mayor de una semana.

Preparacion de placas de puesta para Drosophila melanogaster.
Disolver mediante agitacion 8.5g de agar en 300 mL de agua destilada.
Agregar 5g de aziicar morena y disolver. Calentar a ebullicion. Esperar a
que la temperatura baje de 55 a 60°C y agregar 100mL de jugo de uva y
2.4 mlL de propionato de sodio. Homogenizar y servir en cajas petri de
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plastico pequenas. Esperar a que soldifique, tapar y almacenar a 4°C por
no mas de una semana.

Activaciém ional def motivo de Antpene nciador d facZ

- Soluciones utilizadas
Solucion Componentes Cantidad
NaCl 0.4% y Triton X-100 o NaCl 0.4g
al 0.1% o Triton X-100 100 pL
o Hy0 destilada 1L
*Buffer PIPES pH 6.9 o EGTA Z2mM 0.4683g
o MgS0,7H20 1mM 0.2464
o PIPES 90mL
o Hy0 destilada 1L
Buffer de Fosfatos Salino o NaCl 200g
(PBS) o KCl1 Sg
O KI'IQPOQ 5‘
o NaHPO4 27.8g
o Hz0 destilada 1L
PBS +Triton X-100 0.1% o Tritéon X-100 SO pL
(PBT 0.1%) o PBS SO0 mL
PBS + Tween 20 0.05 % o Tween 20 25 pL
(PBTween) o PBS 50 mL
PBT 0.1% + BSA 0.1% o BSA 0.010g
o PBT+0.1% 1 mL
PBT 0.1 % + BSA 10% o BSA 0.100g
o PBT+0.1% 1 mL

*Una vez que se agregaron todos los componentes, se ajusta el pH a 6.9 con HCl y NaOH, después
se debe esterilizar y almacenar una parte a -4°C.
**Todas las soluciones deben homogenizarse bien.

Solucion (V final 50 mL) V de PBS en mL V de alcohol en mL
Metanol 30%/PBS 70% 15 35

Metanol 50%/PBS 50% 25 25

Metanol 70%/PBS 30% 35 15

Metanol 100% 50 -

Etanol 30%/PBS 70% 15 35

Etanol 50%/PBS 50% 25 25

Etanol 70%/PBS 30% 35 15

Etanol 100% 50 -
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