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l. RESUMEN

Los sentidos son el mecanismo fisioldgico por medio del cual percibimos y analizamos el
mundo mediante los estimulos internos como los externos, éstos son la conexion con el
entorno. El propédsito fundamental de los érganos de los sentidos es recabar informacion
acerca del medio circundante para poder procesarla y generar una respuesta 6ptima para

garantizar nuestra supervivencia.

El sistema olfativo es esencial para los seres vivos ya que permite evaluar y distinguir los
recursos alimenticios de sustancias toxicas, ademas de que nos otorga algunas
caracteristicas, tales como la atraccion sexual y el cortejo. El estudio del sistema olfativo,
al igual que otros sistemas sensoriales no es algo trivial, para hacerlo se suelen utilizar
animales modelo, entre ellos Drosophila melanogaster ya que es un sistema mas simple
gue los vertebrados y la anatomia del sistema olfatorio es altamente conservada entre
invertebrados y vertebrados. Es por eso que en el presente estudio se realizaron ensayos
de comportamiento que permiten medir deficiencias olfativas mediante la trampa Hedgie y
la implementacién y estandarizacion de un nuevo ensayo a los ya descritos, hombrado
como “Trampa horizontal” los cuales fueron optimizados a través de prueba y error y una
evaluacién cuidadosa de los resultados en distintas condiciones. En este trabajo se evalu6
el indice de atraccion de moscas macho de 5-8 dias post-emergencia pupal, expuestas a
acido lactico al 2% y 4-Metilciclohenaxol (sustancia atrayente y repelente, respectivamente),
las moscas evaluadas fueron las lineas mutantes L4 y L70, las cuales se generaron a través
de un tamizado de moscas utilizando un elemento P{GawB} insertado aleatoriamente. En
la linea L4 el sitio de insercion de este elemento se localiza en el gen escargot el cual esta
alterando la expresion del gen. Mientras que en la linea L70 el sitio de insercion se localiza
cercano al cluster de miR-310/313, lo que causa una desregulaciébn de este
respectivamente, sabiendo que el gen esg es blanco del cluster miR310/313 y que la
sobrexpresion del cluster miR310/313 inhibe a esg, moscas las cuales tienen afectado este
gen en distintas proporciones presentan alteraciones en sus 6rganos quimiosensoriales,
uno de esos es el sistema olfativo. Con la ayuda de los ensayos olfativos realizados en este
trabajo se logré obtener una prueba mas de que mutantes de esg presentan alteraciones
en la percepcion sensorial, tal es su respuesta olfativa la cual se vio disminuida para
sustancias como el acido lactico el cual en condiciones control actia como un atrayente

para Drosophila melanogaster.




Il. INTRODUCCION

2.1 Ciclo de viday ventajas de estudio de Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, ha sido utilizada como organismo modelo desde hace 100
afos en los campos de la genética y la biologia del desarrollo [1] debido a su facil
manipulacion, a la produccion de mucha progenie y a que tiene un ciclo de vida
relativamente corto (aproximadamente de 15 dias) Ademas, se ha demostrado que
sus procesos celulares estan conservados en mamiferos [2]. Cabe resaltar que
Drosophila melanogaster posee solamente cuatro pares de cromosomas, Su
genoma se encuentra completamente secuenciado y existen distintos centros de
almacenamiento de lineas de moscas con mutaciones en genes especificos [3].
Finalmente, la ventaja mas grande que ofrece es que puede manipularse

genéticamente de manera simple y relativamente barata.

En los dltimos 100 afios, la experimentacion en la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster ha contribuido a la obtencion de conocimientos sobre la herencia, la
neurociencia, interacciones poligénicas entre otros. El hecho de que las moscas
sirvan como modelos genéticos para el estudio de enfermedades humanas es un
concepto reciente [2]. La mosca comparte la mayoria de los principales
neurotransmisores que se encuentran en mamifero, asi como todas las moléculas
involucradas en la sinapsis neuronal. Sus proteinas sindpticas son, en promedio
>70% similares a sus contrapartes de mamiferos y generalmente cada proteina de

mamifero tiene un ortélogo en la mosca de la fruta [4].

Drosophila melanogaster, vulgarmente conocida como “la mosca de la fruta o mosca
del vinagre” recibe este nombre a que generalmente se le encuentra alimentandose
de frutas en proceso de fermentacion o desarrollarse en liquidos acidos como el
vinagre [3]. Drosophila presenta una metamorfosis completa: embrion, larva, pupa
y adulto, (ilustracion 1). La mosca cuenta con un sistema nervioso inervado por
aproximadamente 200 mil neuronas, las cuales son capaces de llevar a cabo
muchos comportamientos complejos [2] tales como responder a estimulos del

entorno que las rodea.
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llustracion 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster, incluye 4 fases: huevo, larva, pupa y adulto [3].

2.2 Sistema Nervioso general en Drosophila melanogaster.

Drosophila melanogaster al igual que todos los animales cuenta con un sistema
nervioso que se encarga de procesar la informacién del entorno (estimulos
externos) o las sefiales del propio organismo (estimulos internos) y generar

respuestas adecuadas segun la situacion.

El sistema nervioso se forma a partir de células precursoras independientes que se
separan del ectodermo, la capa germinal mas externa del embrién, estas células
proliferan y migran hasta la posicion definitiva del primordio neural para dar lugar a
las neuronas y células gliales que constituiran el sistema nervioso. Este consta de
un cerebro alojado en la parte anterior de la mosca el cual esta conectado al ganglio
toracico abdominal (ilustracion 2a) por medio de fibras amielinicas mientras que el
sistema nervioso periférico comprende el conjunto de nervios que conecta el
sistema nervioso central con el resto del organismo (ilustracion 2b). Dentro del

sistema nervioso periférico se diferencia un sistema nervioso sensorial el cual es el
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encargado de incorporar la informacion proveniente de las neuronas sensoriales [5]

[6].
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llustracion 2. Sistema nervioso de Drosophila melanogaster. En A se muestra el sistema nervioso central de
Drosophila melanogaster el cual costa del cerebro, l6bulos dpticos (OL) y el ganglio toracico-abdominal
(ThAGgl). En B se muestra el sistema nervioso periférico de Drosophila melanogaster en el cual se compone
de neuronas sensoriales y de axones de motoneuronas [6].

2.3 Sistema sensorial en Drosophila melanogaster.

El sistema sensorial es el encargado de procesar la informacion sensorial que
proviene del entorno generando nuestra interaccion con el ambiente. Esto se logra
a través de los 6rganos sensoriales ya que a través de ellos se reciben las sefiales
del medio y promueven reacciones apropiadas a los estimulos ambientales. Los
organos sensoriales cuentan con receptores sensoriales, estructuras con células
especializadas en detectar variaciones especificas del medio ambiente y
transformar el estimulo a impulso nervioso que luego alcanza un area especifica del

cerebro.
Los receptores sensoriales se clasifican segun el tipo de estimulo que captan en:

e Mecanorreceptores: Son los 6rganos sensoriales mas simples; se basan en

pelos o setas tactiles. Se encargan de captar estimulos mecénicos y de
sonido, algunos de estos receptores son los del tacto en la dermis (sentido
del tacto) los del equilibrio del oido interno y los de la audicion (sentido del

oido).




e Fotorreceptores: Se estimulan por la luz y transmiten esta sefial al cerebro

(sentido de la vista).

e Termorreceptores: Responden al cambio de temperatura, aumento o

disminucién de ésta. Estos estan dispersos por todo el cuerpo.

e Quimiorreceptores: Se estimulan a través de sefiales quimicas, como en los

sentidos del gusto y del olfato [7].

Los insectos proporcionan un sistema atractivo para el estudio de la percepcion
sensorial, en particular Drosophila melanogaster, dado que su sistema nervioso
tiene un numero de células menor que el de los vertebrados por lo que proporciona
una opcion atractiva para investigar el funcionamiento de estos sentidos, la
codificacion sensorial y ademas, permite comprender la base mas elemental de

procesos biolégicos sumamente complejos [8] [9].

2.4 Sistema quimiosensorial en Drosophila melanogaster.

Los sistemas quimiosensoriales les permiten a los animales orientarse y decidir en
un entorno quimico. Los sentidos del olfato y el gusto responden a sustancias
quimicas permitiendo evaluar y distinguir los recursos alimenticios de sustancias
peligrosas que se encuentren en el ambiente [10]. La quimiorrecepcion mediante el
olfato es una modalidad sensorial clave para la supervivencia de los animales
otorgandoles orientacion espacial, cortejo, atraccion sexual, busqueda del alimento

y deteccidn de sustancias toxicas.

Los quimiosentidos fueron uno de los primeros sistemas sensoriales en aparecer en
la evolucion. La anatomia del sistema olfatorio es altamente conservado entre

invertebrados y vertebrados [11].




2.5 Percepcion olfativa en Drosophila melanogaster.

El proceso olfativo es complejo. Uno de los principales problemas es determinar
como el cerebro discrimina un olor de otro. Todos los animales poseen una "nariz",
un organo sensorial olfativo que permite el reconocimiento y la discriminacién de la

informacion quimica volatil en el medio ambiente.

Como todos los demas animales superiores, las moscas huelen con o6rganos
olfatorios localizados exclusivamente en la cabeza. Las unidades especificas del
sistema sensorial son las sensilas, las cuales son 6rganos que constan de células
especializadas tales como las neuronas receptoras que responden directamente al
estimulo, células auxiliares (célula de la vaina o sheath cell y célula alveolar o socket
cell) las cuales rodean a la neurona y contribuyen en la composicion quimica de la
linfa de la sensila para el correcto funcionamiento de las neuronas receptoras y la
célula encargada de formar el “pelo o queta sensorial” (célula del tallo o shaft cell )
(ilustracion 3) [11].

‘\\ mechaqosensory
N bristle

socket cell

shaft cell

sheath cell

neuron

llustracion 3. Esquema de sensila olfatoria en Drosophila melanogaster. Se muestran los componentes
celulares de una sensila olfatoria, la cual esta inervada por una ORN en verde, haciendo énfasis en las células
auxiliares y sus distintos tipos [16].

Las neuronas receptoras olfativas (ORN) son células especializadas que se
encargan de reconocer estimulos volatiles. En cada sensila se encuentran hasta

cuatro ORNSs. Todas las neuronas receptoras olfativas de moscas se encuentran en

6



el tercer segmento de la antena (funiculo) y en el palpo maxilar (ilustracion 4a) el

cual equivaldria a la nariz en mamiferos.
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Ilustracién 4. Organos olfativos en Drosophila melanogaster. En A se muestra una microfotografia electrénica
de barrido de una cabeza de mosca, que indica los principales érganos quimiosensoriales. En B se muestra un
esquema de la superficie exterior de estos érganos olfativos, asi como sus componentes estructurales [12].

Ambos apéndices olfativos estan cubiertos con pelos llamados “quetas o pelos

sensoriales” que se encargan de proteger a las ORN del entorno externo.

Las sensilas se clasifican de acuerdo al tipo de queta que producen. La antena esta
cubierta con tres diferentes tipos: basicénica, tricoideas, y coeloconica, que difieren
en tamafio, morfologia y los tipos de sustancias detectadas por neuronas
subyacentes. Las sensilas se distribuyen en el segmento de la antena en un patron
estereotipado y bilateralmente simétrico, con grandes sensilas basiconicas
agrupadas en el lado medial-proximal de la antena, sensilas tricoideas agrupadas
en el borde lateral-distal y pequefias sensilas basiconicas y coelocénicas
intercaladas en la region media de la antena (ilustracion 4b). En cada antena hay
entre 1100-1250 ORN aproximadamente [12].




Las neuronas olfatorias dentro de los pelos sensoriales extienden un axon desde el
extremo basal de la neurona y envian proyecciones a 1 de 43 glomérulos dentro del
I6bulo antenal (AL) del cerebro [13] [14], el homologo funcional del bulbo olfatorio

en mamiferos [12].
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llustracion 5. Esquematizacién de una sensila olfativa en Drosophila melanogaster. En A se muestra un
esquema de una sensila olfativa tipica la cual esta inervada por dos ORN (gris y azul), se indican los principales
componentes de una neurona olfatoria. En B se muestra una tincidon de inmunofluorescencia de un cerebro
completo de mosca con Or83b; los axones de ORN marcados con GFP y sus terminales en verde, neuropilo de
cerebro en rojo y nucleos en azul. En C se muestra un esquematico general del sistema olfativo de Drosophila,
asi como sus proyecciones al SNC Los axones palpares maxilares atraviesan el ganglio subesofagico (SOG)
hasta alcanzar el I6bulo antenal (AL), AN, nervio antenal; LN, nervio labiomaxilar; OL, lI6bulo dptico; SOG,
ganglio subesofagico [12] [15].

El palpo maxilar es una estructura mas simple que la antena y contiene solo
alrededor de 60 sensilas basicénicas en cada palpo (ilustracion 4b), cada una
inervada por dos ORN. Las ORN del palpo maxilar también terminan en el AL, pero
a diferencia de los de la antena estos se fasciculan con neuronas gustativas en el
nervio labial y se proyectan a través del ganglio suboesofagico (SOG) hasta
alcanzar el AL (ilustracién 5c) [12] [15].

El AL es el principal centro de asociacién olfativa del sistema nervioso central en
insectos, el cual esta inervado por el apéndice olfatorio principal, la antena y los
palpos maxilares. En la mayoria de los insectos los AL se subdividen en unidades
estructurales, es decir los glomérulos, los cuales son sitios de integracién sinéptica
entre las terminales axénicas de los aferentes olfatorios y con neuronas de segundo

orden, es decir neuronas de proyeccion.
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Una interneurona o0 neurona integradora es una neurona del sistema nervioso
central, pequefia y de axdn corto, que interconecta con otras neuronas, pero hunca
directamente con receptores sensoriales o fibras musculares, funcionan como un
puente comunicando a las neuronas sensoriales con neuronas motoras. Las
interneuronas olfatorias se componen de dos clases principales: interneuronas
locales, intrinsecas al I6bulo antenal, aquellas cuyas prolongaciones no salen de la
propia estructura y establecen la comunicacion neuronal dentro de la misma y
neuronas de proyeccion, que conectan el I6bulo antenal con los centros cerebrales
superiores como son los cuerpos fungiformes (MB) y las astas laterales (LH) los
cuales controlan comportamientos complejos como el aprendizaje, la memoria y

respuestas olfativas aprendidas e innatas, respectivamente [13].

El reconocimiento de olores se logra mediante receptores olfatorios (ORs) que
residen en las ORNSs. Para esto, las células accesorias secretan proteinas de unién
a odorantes (OBPs) encargadas de solubilizar los odorantes hidrofébicos y acarrear
a los odorantes hacia los receptores olfatorios.

Ademas de funcionar como acarreadoras de odorantes funcionan asistiendo en la
finalizacién de la respuesta olfativa removiendo el ligando del receptor. Hay por lo
menos 30 de estas pequefias proteinas en Drosophila, las cuales tienen una
extensa conservacion filogenética entre insectos [16]. Los receptores olfatorios de
insectos son proteinas acopladas a la membrana dendritica, la cual es atravesada

siete veces por éstas proteinas [12][17].

El sistema sensorial olfativo emplea un numero extremadamente grande de
receptores, cada uno capaz de reconocer un pequefio nimero de ligandos

(ilustracién 6).

Mediante electrofisiologia de la sensilia la cual, es una técnica que se encarga del
estudio de propiedades eléctricas de células y tejidos biologicos mediante el cambio
de voltaje, se asignaron receptores olfativos especificos a los tipos de sensilas y se
intentd identificar los ligandos olorosos para la mayoria de las receptores olfativos

de moscas [18].




A partir de este analisis se logro identificar que los receptores olfativos expresados
en las sensilas tricoideas reconocen feromonas, como el receptor Or67d el cual se
activa fuertemente por la unién de la feromona 11- cis-vaccenyl acetate (VA)
(ilustracién 6) [19][20].

Los receptores olfativos expresados en las sensilas basiconicas antenales y del
palpo maxilar tienden a activarse fuertemente por olores relacionados con la
alimentacion. Los receptores de las sensilas coelocénicas responden a estimulos
como aminas (isoamilamina, heptilamina, propanol, butanol), amoniaco y vapor de

agua (humedad) (ilustracién 6) [21].
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llustracion 6. Distribucién y composicidon de los ORs de Drosophila. Se muestra una lista completa de ORs
expresados en cada érgano sensorial olfativo, subdivididos por clase funcional y tipos de sensilas. La identidad
de los receptores expresados en las sensilas coelocdnica antenales que detectan el vapor de agua y amoniaco
es desconocida [14].

Como ya se habia expuesto, el encargado de reconocer el ligando o la sustancia
volatil es el receptor olfativo. La gran mayoria de las neuronas receptoras olfativas
expresan dos tipos de receptores de manera conjunta: Or83b (codificado por el gen
Orco) y algun otro. Or83b es un co-receptor obligado para todas las neuronas

olfativas y se conserva notablemente entre las especies de insectos. Tiene




homologos claros en otras especies de insectos que comparten casi el 70% de

identidad de aminoacidos con Or83b.

El co-receptor no interactia directamente con el ligando (molécula de olor), sino que
se une a otro receptor olfativo que es el que une a la sustancia odorifica. A diferencia
de la conservacion del co-receptor Or83b con diversas especies de insectos los
receptores odorantes convencionales son altamente divergentes [12] [22].

Estudios previos han caracterizado mutantes de Orco en Drosophila, las cuales
pierden la capacidad de percibir aromas tanto en etapa larvaria como en adulta. Las
mutantes de Orco estan alteradas en la percepcion sensorial de los olores naturales
tales como el acetato de etilo o el etanol. El cual su atraccién normal es dependiente
tanto del receptor Orco, como del OR del odorante, Or42b [23] [24].

2.6 Ensayos de comportamiento

Drosophila melanogaster es un organismo modelo en el cual se realizan diversos
estudios de comportamiento, tales como; coordinacibn motora, cortejo,
apareamiento, percepcion olfativa, respuesta a estimulos visuales, funciones de

aprendizaje y memoria, entre otros [25].

Para el estudio de la percepcion olfativa en Drosophila melanogaster se emplean
diversos disefios experimentales tales como el laberinto en Y en el cual se usa un
conector de tubo de plastico de tres vias donde se une a tres viales de vidrio por
medio de puntas de pipetas de 1ml cortadas (ilustracion 7a), de esta manera se
forman un vial de “carga” y dos viales de “trampa” los cuales contienen los odorantes

a analizar (ilustracion 7b) [26].

El laberinto en T usa el mismo principio que el laberinto en Y, esta formado por una
columna central y vertical con dos compuertas hacia las trampas donde se ingresan
las moscas a las cuales se les hara la prueba olfativa, los viales de recoleccion de
la izquierda y derecha son los que contienen el odorante a probar o la sustancia
control (ilustracion 7c) [27][28].
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llustracion 7. Pruebas olfativas mediadas por laberintos en Ty Y. En A se muestra las partes que componen el
laberinto en Y. En B se muestra el funcionamiento del laberinto en Y, en los viales del costado se encuentran
las sustancias odorantes. En C se muestra el funcionamiento de un laberinto en T, sus partes las cuales se
componen de una placa de carga y dos viales de recoleccién. [27,28 29].

Otro ensayo de percepcion olfativa en Drosophila melanogaster que es de interés
es el “ensayo de trampa Hedgie” o por sus siglas en inglés Hedgie trap assay (HTA)
el cual es un ensayo de trampa modificada donde se cubre un vaso precipitado de
vidrio con una tapa la cual contiene tres orificios, dos de los cuales se sellan con
gasas para permitir el intercambio de aire y en el tercero es por donde se introducen
las moscas en el vaso de precipitado. A su vez, dentro del vaso de precipitado se
encuentran dos viales los cuales funcionan como las trampas. Estan cubiertos por
una tapa que contiene una punta de pipeta cortada y al final de los viales se

encuentran las sustancias odorantes (ilustracion 8a) [29].

A

llustracion 8. Pruebas olfativas mediadas por ensayo de trampa Hedgie. En A se muestra un dibujo
esquematico de la trampa Hedgie asi como su funcionamiento, la trampa en rojo indica la sustancia
experimental y la trampa de control en verde [22].



Todos los ensayos de percepcion olfativa se realizan en obscuridad o en luz roja
tenue para reducir el papel potencial de las sefiales visuales externas y enfocarse

en las sefales quimiosensoriales [28].
[ll.  ANTECEDENTES

Estudios previos han empleado a Drosophila melanogaster como organismo modelo
para el estudio de la percepcion olfativa mediante ensayos multimodales debido a
gue su sistema olfativo tiene principios organizativos similares a los de vertebrados,
pero a una escala muy reducida (45 OR comparando con >1300 en ratones) [30].
Tales ensayos son ampliamente aplicables para estudiar el papel de los factores

genéticos y ambientales en el comportamiento de la mosca.

En el laboratorio, se identificaron mutantes que presentan una respuesta alterada a
la nicotina, a través de un tamizado genético utilizando un elemento P{GawB}
insertado al azar en el genoma. De esta manera se identificaron las lineas L70 y L4,
gue presentan hiper-sensibilidad a la nicotina. Esto se caracteriz6 haciendo ensayos
mediante exposicion de nicotina volatilizada. La sensibilidad de la linea L70 se debi6
a la insercion del elemento P {GawB} cercano al cluster de miR-310/313, lo que
causa una desregulacion de éste, mientras que la linea L4 tiene una insercion del
elemento P{GawB} en el gen escargot, lo que causa una alteracioén en la expresion

de esg.

Mediante ensayos de perdida de funcion del gen esg los cuales se llevaron a cabo
para tratar de disminuir ain mas los niveles de esg en la linea L4 (ya que no se
puede tener una ausencia total de esg porque esto es letal) y determinar los efectos
asociados a la pérdida de funciébn de esg, se utilizaron lineas de moscas
transgénicas que expresan un RNA interferente contra esg. Dirigiendo este RNAI
con la linea L4 se encontré que estas moscas pierden la probdscide, acortamiento
del 3er segmento de la antena y en casos mas drasticos los palpos maxilares llegan
a estar ausentes. Estas lineas que no presentan la probdscide no manifestaron
hipersensibilidad a nicotina. Por lo que supusimos que la hipersensibilidad a nicotina
en nuestra linea L4 es debida a alteraciones en los quimiorreceptores y pueden ser

susceptibles a no percibir bien los olores.




3.1 El factor transcripcional Escargot (Esg)

Escargot forma parte de uno de los tres miembros de la familia SNAIL, estos son
factores de transcripcion con dedos de zinc, siendo los otros miembros de ésta
familia los genes snail y worniu. Se ha demostrado que son genes muy conservados
entre distintas especies de vertebrados e invertebrados. La familia SNAIL en
Drosophila melanogaster es critica para la formacion del mesodermo en el

desarrollo embrionario y juega un papel clave en la diferenciacion neuronal [31][32].

En Drosophila escargot se expresa en todas las etapas del ciclo de vida: en el
embrion se expresa principalmente en las células ectodérmicas; en la etapa larval
se expresa principalmente en los discos imaginales e histoblastos y en adulto se
expresa en los testiculos y el intestino delgado, entre otros lugares [33]. Es esencial
para el mantenimiento de la diploidia de las células que a su vez daran lugar al tejido
adulto del abdomen de la mosca [34]. Esg juega un papel critico en el desarrollo

traqueal y es un regulador clave en la adhesién celular [35].

Ademas se cree que deficiencias en esg pueden cambiar la arquitectura de las
redes neuronales periférica [36].

A su vez, en el laboratorio se rescatd el fenotipo de sensibilidad a nicotina en la
linea L4 al sobre-expresar a escargot usando al sistema GAL4-UAS (ver mas
adelante). Ademas, se encontré que los dafios que generan la pérdida del gen esg

o la desregulacion del cluster de microRNAs 310/313 es dosis dependiente.

Usando el programa TargetScanFly, que permite predecir posibles blancos de
mMiRNAs, se encontré que el cluster mir-310/313 tiene interaccion genética con el
gen esg, el cual cuenta con sitios blancos para la secuencia semilla del clister mir-

310/313. De tal forma que la sobrexpresion del claster mir-310/313 inhibe a esg.
3.2 El cluster de microRNAs mir-310/313

Los microRNAs son RNAs pequeiios (de entre 17 y 25 nucledétidos), no codificantes,
gue se encargan de regular la expresion génica a nivel transcripcional. Pueden estar
organizados en el genoma como un gen independiente (intergénicos) o dentro de

genes que codifican para una proteina (intronicos). Los microRNAS reconocen sitios
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de unién en las regiones 3'UTR de la regién no codificante del RNA mensajero
(RNAm) e inducen tres tipos de efectos alternativos: a) inhibicién de la traduccion,
b) degradacion del RNAm o c) secuestro de los RNAmM en cuerpos citoplasmaticos

que los inactivan [37].

Se expresan en una amplia variedad de organismos. Muchos microRNAs estan bien
conservados entre especies, y muchos componentes de su maquinaria se han
encontrado incluso en Archaea y eubacterias, siendo su origen muy antiguo. En
humanos los microRNAs son alrededor del 3% del genoma [38].

El cluster de microRNAs 310/313 se expresa en etapas tempranas del desarrollo
embrionario en Drosophila melanogaster y disminuye conforme avanza el desarrollo
(estadios de larva y pupa), para desaparecer por completo en el estadio adulto [39].
El cluster de microRNAs regula genes los cuales participan en respuestas como
mantener la adherencia de las capas celulares en el epitelio, proporcionando la
funcion contréctil [40], establecimiento de la polaridad celular de la segmentacion
de los embriones [41], en la transmision sinaptica normal en la unién neuromuscular
de Drosophila [42]. La sobrexpresion o deficiencia de este clister de microRNAs
trae consigo malformaciones en el desarrollo embrionario de la mosca. El clluster
mir-310/313 forma parte de una familia de microRNAs y estos incluyen; mir-92a,
92b, 310, 311, 312 y 313. Se consideran familia porque contienen la misma
secuencia semilla que son los primeros 7 nucleotidos que es lo que define el sitio

blanco del RNAm en donde se va a pegar.

Los mir-92a y mir-92b se encuentran en el cromosoma 3, a diferencia del cluster
mir-310/313 que se encuentra en el cromosoma 2, sin embargo se ha reportado que
se expresan de manera muy similar: tienen una expresion elevada en el desarrollo

temprano y disminuye conforme avanza el desarrollo (larva y pupas) [39].




IV.  JUSTIFICACION

Los 6rganos sensoriales nos permiten percibir y reaccionar al mundo, y de ellos
depende la supervivencia del organismo; por lo cual entender como se desarrollan,

determinan y funcionan los érganos sensoriales es sumamente importante.

Emplear a Drosophila como organismo modelo para realizar ensayos olfativos en
respuesta a sustancias atrayentes o repelentes es una buena opcién debido a que
es un sistema simple y es posible analizar la actividad de las neuronas olfativas in
vivo mediante la exposicion a odorantes. La respuesta de los estimulos ocasionados
por los olores atrayentes o repelentes es similar en Drosophila y en vertebrados por

lo que es una buena alternativa para entender como funciona el érgano olfativo.
V. HIPOTESIS

Considerando que esg es un gen importante para el desarrollo de las sensilas
guimiosensoriales, su reduccion en las lineas L4 y L70 provoca alteraciones en la

percepcion olfativa.

V1. OBJETIVOS
6.1 OBJETIVO GENERAL

-Evaluar el sentido del olfato de las lineas L70 (sobrexpresion del cluster de

miR310/313) y L4 (alteraciones del gen esg).
6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.-Implementar un ensayo de los ya descritos para poder evaluar la percepcion
olfativa.

2.- Evaluar la percepcion olfativa en las lineas mutantes L4 y L70 en Drosophila

melanogaster.

3.- Comparar que trampa es mas viable para la elaboracion de pruebas olfativas.




VIl.  MATERIALES Y METODOS

7.1 Mantenimiento de moscas y lineas utilizadas

Todas las lineas de moscas fueron mantenidas a temperatura ambiente en un ciclo
de luz /obscuridad de 12 hrs, en viales y botellas con comida de maiz preparada de
la siguiente manera: para 0.5 L se usa 10.5 g de levadura, 3.5 g de agar, 24.37 g de
dextrosa, 10.5 g de sacarosa, 30 g de maiz. Todos los ingredientes se mezclan y
se calientan hasta que hiervan, se deja enfriar a menos de 60°C y se colocan 2 ml
de &cido propidnico. Se mezcla bien y se vierte en viales y botellas.

Las lineas transgénicas L70 (w 1118; P {GawB-GAL4 miR310 / 313} L70) y L4 (w
1118; P {GawB-GAL4. esg} L4) fueron generadas en nuestro laboratorio por la
movilizacion del elemento P {GawB}. Las lineas Ore-R y w18 junto con las demas
lineas usadas: esg®°¢3, UAS-miR310-313, UAS-RNAiesg (34063) en este trabajo

se obtuvieron de Drosophila Stock Center Bloomington en Bloomington, Indiana.

7.2 Sistema UAS/GAL4

El sistema UAS/GAL4 que se desarroll6 en Drosophila melanogaster es una
herramienta ampliamente utilizada debido a que permite dirigir la expresion de
cualquier gen de interés en tejidos y tiempos concretos. Se trata de un sistema que
consta de dos elementos, ambos externos del genoma de la mosca, los cuales se
introducen empleando elementos P, que son transposones exclusivos de
Drosophila. Uno de los elementos de este sistema es el factor de transcripcion de
levadura GAL4 el cual se expresa bajo el control de secuencias reguladoras de un
gen enddgeno de la mosca. Gal4 por si solo no tiene ningun efecto, su efecto
principal es unirse a una region UAS (upstream activator sequence) y activar la
transcripcion de genes diana (blancos) que se encuentran unidos rio abajo a los
sitios UAS los cuales se encuentran integrados en otra linea transgénica

(ilustracion 9).




En Drosophila melanogaster los dos componentes se encuentran en lineas
separadas, por lo que para obtener los sujetos experimentales es necesario realizar
cruzas de lineas transgénicas portadoras de los transposones “driver” que contiene

a GAL4 y el efector que contiene a la fusion UAS- gen de interés.

o

X ALy
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T{UAS 'j’lﬁ\iorgenex }T T{ Promoter | @4 7

P- Element P- Element

F1 ¢

llustracion 9. Esquema del sistema UAS/GALA4. Caricatura del funcionamiento del sistema bipartito UAS/GAL4
usado para la expresion de genes de manera tejido especifico. Consiste en expresar de manera controlada el
gen localizado rio debajo de la secuencia UAS en los tejidos donde se expresa GAL4 (modificado de Brand y
Perrison, 1993).
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llustracion 10 Diagrama del elemento P{GawBj}, el cual se encuentra insertado en L70 y L4, cuenta con secuencias
tales como Hsp, W*, Bluescript y codifica para Gal4 bajo las secuencias regulatorias de esg o los microRNAs.
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7.3 Esquema de cruzas

1.- L4-GAL4/CyO;+/+ X +[+;+/+

L4—GAL4 L4 — GAL4

Cyo +

2.- Orcol/ +; +/+ X +/+; +/+

Tt
+' +
orco' 4 Orco
+ ' H +
3.- L4-GAL4/CyO;+/+ X +/+; RNAiesg/RNAiesg

+ RNAiesg
+’RNAiesg

L4 + Cy0 RNAiesg

+ "RNAiesg + o+

4.- +/+; +/+; X esgs°¢e-3/CyO; +/+

esg35ce—3 . +
Cyo '+

esgSSCe—S Cy0

5.- +/+; L70/L70 X +/+; +/+




6.- Orcol/ Orcol; +/+
7.-L70/L70; +/+

Los genotipos marcados en rojo son mis lineas de moscas experimentales a las

cuales les haré los respectivos ensayos de respuesta olfativa.

7.4 Ensayos de preferencia

7.4.1 Recoleccion de moscas para ensayos

Aislar a machos de la linea de interés en grupos de aproximadamente 50-55 bajo
anestesia con frio, recolectarlos durante 0-3 dias post-eclosion y esperar 5 dias
para que tengan entre (5-8 dias) y poder realizar el ensayo. Durante este tiempo

se mantienen a los machos en viales con comida fresca.

7.4.2 Elaboracion de trampas modificadas Hedgie para ensayos de

respuesta olfativa

Se disefid una variante a la trampa Hedgie (descrita anteriormente) para la
evaluacion de la percepcion olfativa, cuyo principio basico fue exponer a las
moscas a sustancias odorificas (repelente y atrayente) las cuales se

encontraban dentro de viales y medir su atraccion o repulsion a éstas.

Las trampas se hicieron con viales de 4.5 cm de alto x 2.5 cm de diametro los
cuales seran tapados con tapones de esponja bien lavados sin usar detergente.
En la parte media de estos tapones se introdujo una punta azul de micropipeta
cortada en la parte inferior en un didmetro donde pueda introducirse una sola
mosca Y la parte superior recortarla segun se requiera, Esto hace la funcién de

un embudo.

Para cubrir las trampas usar un vaso de plastico de 10 cm de alto x 5 cm de
diametro. Las tapas que usaremos seran las de las cajas de Petri, en las cuales
se pegaron dos trampas con cinta doble cara (ilustracion 11). Se colocaron los

estimulos a ensayar en cada trampa




Las moscas experimentales se vaciaron en el vaso de plastico previamente
anestesiadas con frio prescindiendo de CO:2 para evitar interferencia en los
resultados. Todo el sistema se invirtid y se introdujo dentro de una caja para
evitar efectos fototaxicos en el tiempo en el que se llevaba a cabo el
experimento. Las moscas permanecieron en la trampa 24 h, posteriormente se
contabilizd el numero de individuos localizados en el vial con la sustancia de

interés y el nimero de individuos localizados en el vial control.

PR

o

llustracion 11 Trampa modificada Hedgie para el estudio de la percepcion olfativa. Fotografia: Luz
Duran-Mendoza.

7.4.3 Elaboracion de trampas horizontales para ensayos de respuesta
olfativa

Se disefid un sistema similar a los ya caracterizados para la evaluacion de la
respuesta olfativa en Drosophila melanogaster. Se utiliz6 un ensayo de eleccion de

dos botellas que ofrecian olor a atrayente y olor a repelente.

1-. Las trampas se hicieron con tres botellas de plastico de 10cm de alto x 4.5 cm
de ancho con un volumen de 177ml las cuales son nuevas.

2.- La botella del centro cuenta con agujeros en los laterales de aproximadamente
2.5 cm de diametro y las de los extremos cuentan con agujeros de 0.5 cm de

didmetro en un solo lado de forma que pueda introducirse una punta azul de
micropipeta.
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3.- Se usaron tres viales de 8 cm de alto x 2 cm de diametro entre cada botella, los
cuales tienen un agujero de 0.5 cm al fondo donde se introdujo una punta azul de
micropipeta cortada en la parte inferior en un didmetro donde pueda introducirse
una sola mosca y en la parte superior segun se requiera, suficiente para que los
individuos fueran capaces de llegar a su destino, mas no de regresar una vez
efectuada su decision. Las cuales se introdujeron dentro de las botellas de los
laterales (ilustracion 12).

4.- Se aseguraron las trampas con cinta Maskin para fijar los viales a las botellas.

5.-Se colocé el estimulo a ensayar en las trampas laterales las cuales se cubrieron

por una franela porosa para evitar que los olores se saturen dentro de la trampa.
6.- Se introdujeron las moscas a ensayar en la trampa de en medio y fue tapada.

7.- La trampa fue dejada en una caja cubierta de la luz por 24 h para evitar efectos

fototaxicos, a 25°C a que eligieran una trampa.

8.- Se tom¢ la trampa y se contabilizaron las moscas localizadas en los extremos

con la sustancia de interés y el numero de individuos en el extremo control.

9. Posteriormente se calculé el indice de atraccion.

Ilustracion 12 Prototipo de laberinto horizontal utilizado para pruebas olfativas. Fotografia: Luz Durdan-Mendoza.

22



7.4.4 Estimulos a ensayar

En las botellas de los extremos del laberinto se colocé una sustancia de interés, ya
sea un odorante atrayente en este caso acido lactico al 2% en papel filtro de 1cm?;
o un odorante repelente, 4-metilciclohexanol (4-MCH) puro y en el otro extremo

papel filtro de las mismas dimensiones, pero Unicamente con agua.

7.4.5 Anédlisis estadistico

El nivel de atraccion de los individuos hacia las sustancias evaluadas fue
determinado mediante el siguiente indice de Atraccion (IA) propuesto por Fuyama
en 1976:

. » #moscas [olor experimental] — #moscas [olor control]
Indice de Atraccion (Al) =

Total de moscas usadas

Donde valores de 1 fueron interpretados como “Extrema atraccion”, mientras valores

de -1 como “Extrema repulsion”.

Para el analisis estadistico de los datos se utiliz6 one-way ANOVA con una P de

0.05. Cada ensayo se realizara por cuatriplicado.

La media y desviacion estandar fueron calculadas para cada tratamiento y los
controles mediante el programa estadistico Graphpad Prism 6.01.




VIIl.  RESULTADOS

8.1 Pruebas olfativas en trampas modificadas Hedgie

El objetivo del presente estudio fue evaluar la respuesta olfativa de las lineas
mutantes con las cuales se cuentan en el laboratorio; la linea L4 y la linea L70,
para medir tal respuesta se comenzé utilizando la trampa Hedgie con las
modificaciones descritas en Materiales y Métodos.

Fue necesario establecer las condiciones Optimas para la realizacion de los
ensayos olfativos a través de prueba y error y el analisis de los resultados de las

distintas condiciones.

En la llustracién 13A se muestra la trampa Hedgie original y en la 13B la trampa
adaptada con los materiales con los cuales se cuentan en el laboratorio. En la
ilustracion 14 se muestran las modificaciones posteriores que se hicieron para

un mejor funcionamiento de dicha trampa.

llustracion 13 Trampa Hedgie. En A se muestra el sistema original de la trampa Hedgie [29]. En B se muestra la trampa
Hedgie la cual ha sido modificada con materiales del laboratorio. Fotografia: Luz Duran-Mendoza.
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Ilustracion 14 Modificaciones de la trampa Hedgie. En A se muestra la segunda modificacion. En B se muestra la tercera
modificacién. En C se muestra la cuarta modificacion. Fotografia: Luz Durdan-Mendoza.

Utilizando el primer prototipo de la trampa modificada Hedgie (ilustracién 13b), se
efectuaron ensayos de olfato en moscas adultas de las lineas white y Oregon-R las cuales
tenian entre 5-8 dias post-eclosion, sometidas a 12-16 h de ayuno en viales con placas
himedas de algoddn en la base para evitar su deshidratacion. En un papel filtro de 1 cm?
se colocaron 45 ul del odorante atrayente (acido lactico al 2% diluido en agua) o del
repelente (4-MCH puro). Se usaron estas concentraciones porque ya habian sido evaluadas
(Trabajo de licenciatura de Allende Becerra-Estefania). Ninguna de las dos lineas respondio
de la manera esperada segun lo reportado, dado que no se observo la atraccion hacia la
sustancia atrayente (Acido lactico) ni la suficiente repulsion hacia la sustancia repelente (4-
MCH) (Gréfico 1). Aunando esto se observaron algunas anormalidades, tales como que un
gran numero de moscas que eran sometidas al ensayo optaron por no escoger un vial al
cual introducirse y permanecian fuera.

Respuesta olfativa de moscas de 5-8 dias (Trampa Hedgie)

0.5

R e

Ac.lac !!ol *\A!H Agua

B White ®Ore-R

Grdfico 1. Respuesta olfativa de moscas White y Oregdn, utilizando el primer prototipo (ilustracién 12b).
IA: indice de atraccidn, Ac. lac: Acido lactico, 4-MCH: 4-metil-ciclohexanol.

Grdfico 2. Respuesta olfativa de moscas White y Oregdn, utilizando el tercer prototipo (ilustracion 13b). IA:
indice de atraccidn, Ac. lac: Acido lactico, 4-MCH: 4-metil-ciclohexanol.

Grdfico 3. Respuesta olfativa de moscas White y Oregdn, utilizando el primer prototipo (ilustracion 12b).
1A indice de atraccidn Ac lac: Acido 1Actico 4A-MCH: A-metil-ciclahexannl



Es asi, que considerando esto y otras anormalidades tales como la baja atraccion de las
moscas hacia el acido lactico y, la muerte de una cantidad importante de moscas, entre
otras cosas, se realizaron ciertas modificaciones a la trampa y a las condiciones que se

habian establecido, generando nuevos prototipos (ilustracion 14).

Con el fin de probar estos nuevos prototipos, se llevaron a cabo otras pruebas olfativas, de
la manera antes descrita, con la modificacion de que ahora las moscas no se dejaron en
inanicidn, para de esta forma evitar un agotamiento fisico de los individuos, sino que se
mantuvieran en viales con alimento fresco después de ser recolectadas hasta el momento
de realizar el ensayo olfativo. La primera modificacion consistié en introducir dentro de la
trampa un algodén el cual estaba himedo para evitar su deshidratacion (ilustracion 14a)
y de esta forma evitar que muriera gran parte de la poblacion, el algodén humedo no mejoré
la viabilidad de las moscas lo cual llevo hacer otra modificacion en el prototipo. Inicialmente
los viales que contenian las sustancias odorificas (atrayente y repelente) estaban tapados
con tapones de esponja, los cuales después de cada ensayo eran bien lavados con extran
al 0.2%, pero en este nuevo prototipo se sustituyeron los tapones de esponja por tapones
de algodén (ilustracion 14b) debido a que era muy probable que la parte volatil de la
sustancia odorifica quedara impregnada en los tapones de esponja y por esta razén no
estuvieran encogiendo, ademas que después de varios usos de los tapones de esponja y

su posterior lavado estos comenzaban a deshacerse.

Utilizando esta segunda modificacion, los datos obtenidos no resultaron del todo
satisfactorios, pues aun asi gran parte de la poblacién utilizada seguia sin escoger una de
las dos trampas a la cual introducirse, ademés la muerte de una cantidad importante de
moscas (Grafico 2), razdn por la cual nuevamente se modificé la trampa para generar una

tercera modificacion (ilustracién 14c).




Respuesta olfativa de moscas de 5-8 dias (Segunda modificacion)
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Grdfico 8. Respuesta olfativa de moscas White y Oregdn, utilizando el tercer prototipo (ilustraciéon 13b). IA: indice
de atraccidn, Ac. lac: Acido lactico, 4-MCH: 4-metil-ciclohexanol.

IEGro?fico 9. Respuesta olfativa de moscas White y Oregdn, utilizando el tercer prototipo (ilustracién 13b). IA: indice
(de atraccién, Ac. lac: Acido lactico, 4-MCH: 4-metil-ciclohexanol.
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$Grdfico 10. Respuesta olfativa de moscas White y Oregdn, utilizando el tercer prototipo (ilustracién 13b). IA:
|‘,I'ndice de atraccidn, Ac. lac: Acido lactico, 4-MCH: 4-metil-ciclohexanol.

L
Grdfico 11. Respuesta olfativa de moscas White y Oregdn, utilizando el tercer prototipo (ilustraciéon 13b). IA:
indice de atraccidn, Ac. lac: Acido lactico, 4-MCH: 4-metil-ciclohexanol.
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8.2 Pruebas olfativas en trampas horizontales evaluando dos condiciones

al mismo tiempo

A causa del poco éxito obtenido con la trampa modificada Hedgie se opté por
implementar la elaboracion de una trampa a las ya descritas que funcionara para
realizar ensayos olfativos, el de laberinto horizontal (ilustracién 12), cuyo principio
general al igual que en las demas trampas consta de darle a escoger a las moscas entre
dos opciones, pero en este caso en un lado se colocara la sustancia atrayente y en el

otro la repelente.

Para las pruebas en esta hueva trampa se hicieron 5 ensayos, en cada uno se utilizaron
un promedio de 55-60 de machos o hembras de las lineas white u Oregon-R de una
edad de 5-8 dias post-eclosion las cuales se mantuvieran en viales con alimento fresco
después de ser recolectadas hasta el momento de realizar el ensayo olfativo a las
cuales se les daba a escoger entre dos sustancias. Dado que la sustancia atrayente
probada en los ensayos anteriores pareciera no haber sido lo suficientemente atrayente,
en esta trampa se opté por usar como atrayente agar con piloncillo el cual es usado
para que las moscas pongan huevos (previamente preparado por la técnico del
laboratorio) al cual adicionalmente se le agregaba 20% de jugo de manzana (jumex).
Una vez que se solidificaba se procedia a cortar en partes iguales y se le untaba comida
de moscas la cual constaba de levadura con agua. En el lado del repelente, en las
primeras pruebas se colocaron 45 pl de 4-MCH en papel filtro de 1cm? (no se muestra
la imagen). Mas adelante se cambi6 la forma de colocar el repelente a colocarlo de la
misma forma que el atrayente, es decir sobre agar con piloncillo, jugo de manzana al
20% y levadura (figura 15), con el fin de que se tuvieran las mismas condiciones y que
lo Unico que variara fuera el olor del repelente. Se redujo la cantidad del repelente ya

que con 1pl agregado las moscas parecian percibir el olor de la sustancia.
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llustracion 19 Uso de laberinto horizontal utilizado para pruebas olfativas. En la trampa del lado derecho se colocé la
sustancia repelente (4-MCH) sobre el agar con levadura (se alcanza apreciar) mientras que la trampa del lado izquierdo
solo contiene el agar con levadura actuando como el lado atrayente. Fotografia: Luz Duran-Mendoza.

Grdfico 13. Tabla comparativa de decisién por género en las distintas lineas de moscas, White y Ore-R
utilizando la trampa horizontal (ilustracidn 15). Atrayente: Agar c/piloncillo, jugo y levadura, Repelente: Agar
c/piloncillo, jugo, levadura y 1ul de 4-MCH.

llustracion 20 Uso de laberinto horizontal utilizado para pruebas olfativas. En la trampa del lado derecho se colocd la
sustancia repelente (4-MCH) sobre el agar con levadura (se alcanza apreciar) mientras que la trampa del lado izquierdo
solo contiene el agar con levadura actuando como el lado atrayente. Fotografia: Luz Duran-Mendoza.

Grdfico 14. Tabla comparativa de decisién por género en las distintas lineas de moscas, White y Ore-R
utilizando la trampa horizontal (ilustracién 15). Atrayente: Agar c/piloncillo, jugo y levadura, Repelente: Agar
c/piloncillo, jugo, levadura y 1ul de 4-MCH.

llustracion 21 Uso de laberinto horizontal utilizado para pruebas olfativas. En la trampa del lado derecho se colocé la
sustancia repelente (4-MCH) sobre el agar con levadura (se alcanza apreciar) mientras que la trampa del lado izquierdo
solo contiene el agar con levadura actuando como el lado atrayente. Fotografia: Luz Durdn-Mendoza.

Grdfico 15. Tabla comparativa de decisién por género en las distintas lineas de moscas, White y Ore-R
utilizando la trampa horizontal (ilustracion 15). Atrayente: Agar c/piloncillo, jugo y levadura, Repelente: Agar
c¢/piloncillo, jugo, levadura y 1ul de 4-MCH.

llustracion 22 Uso de laberinto horizontal utilizado para pruebas olfativas. En la trampa del lado derecho se colocé la
sustancia repelente (4-MCH) sobre el agar con levadura (se alcanza apreciar) mientras que la trampa del lado izquierdo
solo contiene el agar con levadura actuando como el lado atrayente. Fotografia: Luz Durdn-Mendoza.

B Hembras Ore-R 24 4 22
B Machos White 54 0 14
Hembras White 17 9 28

B Machos Ore-R ~ ® Hembras Ore-R B Machos White Hembras White

Grdfico 16. Tabla comparativa de decisidon por género en las distintas lineas de moscas, White y Ore-R
utilizando la trampa horizontal (ilustracién 15). Atrayente: Agar c/piloncillo, jugo y levadura, Repelente:
Agar c/piloncillo, jugo, levadura y 1ul de 4-MCH.

Grdfico 17. Respuesta olfativa en la trampa horizontal de moscas control y moscas mutantes, de 4-7 dias
post-eclosién. Preferente: Agar c/piloncillo, jugo y levadura, Aversién: Agar c/piloncillo, jugo, levaduray 1l
de 4-MCH. NS No significativo (P <0.05 en ANOVA y comparacion multiple, n=5.Grdfico 18. Tabla
comparativa de decisidon por género en las distintas lineas de moscas, White y Ore-R utilizando la trampa
horizontal (ilustracidn 15). Atrayente: Agar c/piloncillo, jugo y levadura, Repelente: Agar c/piloncillo, jugo,
levadura y 1ul de 4-MCH.



Una vez establecidas las condiciones para las pruebas olfativas en la trampa horizontal, se
procedi6 a evaluar la respuesta de D. melanogaster, determinando asi el IA (indice de
atraccion) de las lineas control (white y Oregon-R) y las lineas experimentales (Orco?,
Orco?, L70/+y L4/+)

En un principio al evaluar las trampas de esta forma (atrayente y repelente a la vez) lo que
se buscdé hacer fue un paradigma de eleccién de dos olores experimentales a la vez [43] y
ver si D. melanogaster preferia un olor sobre el otro, para esto empecé evaluando a las
lineas control Oregon-R y White. Al calcular el IA para las moscas Oregon-R encontramos
gue muestran una mayor preferencia hacia el lado atrayente, mientras que ninguna de las
otras lineas (White, Orco?, Orco?, L70 o L4) muestra preferencia alguna por alguno de los

olores (Grafico 4 y tabla 1).
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Grdfico 23. Respuesta olfativa en la trampa horizontal de moscas control y moscas mutantes, de 4-7 dias post-
eclosién. Preferente: Agar c/piloncillo, jugo y levadura, Aversién: Agar c/piloncillo, jugo, levadura y 1ul de 4-
MCH. NS No significativo (P <0.05 en ANOVA y comparacién multiple, n=5.




VALORES DE RESPUESTA OLFATIVA UTILIZANDO LA TRAMPA HORIZONTAL
Oreg6n-R 0.57+0.1268
White 0.10 £+ 0.1684
Orco? 0.015 +0.1679
Orco? 0.072 £ 0.2272
miR/310-313 -0.134 + 0.2667
esg/-4* -0.002 + 0.29

Tabla 1. Valores de respuesta olfativa y desviacion estandar en moscas control y moscas experimentales utilizando la
trampa horizontal evaluado dos condiciones a la vez.

En un inicio se determiné a realizar las pruebas olfativas evaluando estas dos condiciones
a la vez (atrayente y repelente), sin embargo conforme se fueron haciendo la pruebas nos
encontramos con la problematica que las moscas escogian de forma al azar o no escogian,
manteniéndose en medio de la trampa, una posible razén de esto pude deberse a la mezcla
de ambos olores y a la saturacion, entre esta problematica y dado lo extrafio que nos
parecio que la linea white no se moviera (tuviera preferencia hacia alguno de los estimulos)

fue que se optd por regresar a evaluar una sustancia a la vez como en la trampa original.

Oregon-R
4-Metilciclohexanol Nada (en medio de las trampas) = Agar con piloncillo y levadura
2 12 39
3.77% 22.64% 73.58%
5 8 45
8.62% 13.79% 77.58%
0 2 52
0% 3.70% 96.29%
19 3 37
32.20% 5.08% 62.71%
22 9 21
42.30% 17.30% 40.38%

Tabla 2. Valores individuales de moscas Oregdn-R para la prueba olfativa en la trampa horizontal evaluados dos
condiciones a la vez, se calculé el porcentaje de moscas de cada una de las condiciones.




4-Metilciclohexanol

White

Nada (en medio de las trampas)

Agar con piloncillo y levadura

18 24 7
36.72% 48.98% 14.29%
15 22 7
34.09% 50% 15.91%
19 23 2
43.18% 52.27% 4.55%
26 2 18
56.52% 4.35% 39.13%
22 3 26
43.14% 5.88% 50.98%

Tabla 3. Valores individuales de moscas White para la prueba olfativa en la trampa horizontal evaluados dos
condiciones a la vez, se calculé el porcentaje de moscas de cada una de las condiciones.

4-Metilciclohexanol

Orco?

Nada (en medio de las trampas)

Agar con piloncillo y levadura

6 26 17
12.24% 53.06% 34.59%
7 36 5
14.58% 75% 10.42%
28 15 5
58.33% 31.25% 10.42%
6 18 36
10% 30% 60%
14 25 12
27.45% 49.02% 23.53%

Tabla 4. Valores individuales de moscas Orco? para la prueba olfativa en la trampa horizontal evaluados dos condiciones
a la vez, se calculé el porcentaje de moscas de cada una de las condiciones.
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Orco?

4-Metilciclohexanol Nada (en medio de las trampas) = Agar con piloncillo y levadura
9 0 45
16.67% 0% 83.33%
24 0 31
43.64% 0% 56.36%
43 9 3
50.59% 10.59% 38.82%
26 0 26
50% 0% 50%
17 2 33
32.69 3.85% 63.46%

Tabla 5. Valores individuales de moscas Orco? para la prueba olfativa en la trampa horizontal evaluados dos condiciones
a la vez, se calculd el porcentaje de moscas de cada una de las condiciones.

8.3 Pruebas olfativas en trampas horizontales

Para poder comparar con la trampa original, seguir caracterizando nuestras lineas
regresamos a las condiciones originales en donde solo usamos una sustancia a la vez
de un lado y del otro lado la sustancia control (agua) (figura 12), esta vez se utilizaron
2 lineas mas las cuales son: esg®°*" la cual es una mutacién puntual para escargot y
la linea L4/RNAiIV9794 la cual presenta una construccion de un RNAI contra esg y fue
cruzada con la linea L4 de tal forma que los niveles de esg se disminuyeran alin mas
sin resultar letal. Para esta trampa se realizaron 3 ensayos cada uno con un promedio

de 55-60 moscas macho.

Para asegurarnos que nuestra trampa estaba funcionando usamos como control agua
en ambos lados (Gréafico 5). En el Grafico 5 se puede ver que tanto las lineas control
como las mutantes no muestran una preferencia o una repulsién hacia ésta, obteniendo

un indice de atraccién de cero o cercano a cero, lo que era de esperarse.
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Grafico 5. Respuesta olfativa en la trampa horizontal de moscas control y moscas mutantes, de 5-8 dias post-
eclosién. IA: indice de atraccién, NS No significativo (P <0.05 en ANOVA y comparacién multiple) n=3.
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Grafico 6. Respuesta olfativa en la trampa horizontal de moscas control y moscas mutantes, de 5-8 dias post-
eclosién. IA: indice de atraccién, * Estadisticamente significativo, NS No significativo (P <0.05 en ANOVA y
comparacién multiple) n=3.




De esta manera, se observé que el indice de atraccion hacia el acido lactico 2% por parte
de las moscas control, Oregon-R (IA para Ore-R 0.80) y white (IA para white 0.66) era el
reportado en la literatura [44], en cambio las lineas mutantes presentan diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (Gréafico 5).Es decir, las lineas mutantes
L4 y L70 las cuales tienen atenuado el gen esg al igual que la mutante que carece de la
funcién de Orco, estan alteradas en la percepcion hacia el 4cido lactico a diferencia del
control. En el grafico del indice de atraccion hacia el 4-MCH (Grafico 6), se observé que la
respuesta olfativa del repelente tanto para las moscas control, Oregon-R (IA para Oregon-
R -0.60) y white (IA para white -0.5) como para las lineas mutantes era parecida entre si,
es decir que es estadisticamente no significativo respecto del control. Estos resultados nos

sugieren que las lineas mutantes si detectan los olores repulsivos, pero no los atrayentes.
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Grdfico 7. Respuesta olfativa en la trampa horizontal de moscas control y moscas mutantes, de 5-8 dias
post-eclosién. 1A: indice de atraccién, NS No significativo (P <0.05 en ANOVA y comparacién multiple)
n=3.




IX. DISCUSION

En la literatura se tienen reportados distintos disefios experimentales para el estudio de
la percepcion olfativa en Drosophilla melanogaster, desde los mas especificos como
son los electroantenogramas (EAG), la cual es una técnica de alta complicidad, pero de
elevada efectividad mediante la cual se registran y cuantifica la respuesta bioeléctrica
de la antena de un insecto frente a un estimulo de tipo quimico, hasta ensayos mas
generales como los ensayos de comportamiento, los cuales como se ha mencionado
anteriormente y como su nombre lo indica se trata de analizar y cuantificar el
comportamiento promedio de Drosophila melanogaster ante un estimulo quimico, esto
se logra mediante diversos disefios de trampas donde su principio general se basa en
darle a elegir a las moscas entre dos estimulos y en base a su eleccién determinar y

promediar su preferencia olfativa [45].

El disefio de la primera trampa evaluada en este estudio, se bas6 en un esquema previo
planteado por Mattias C. Larsson et al. (2004), sin embargo, se realizaron
modificaciones las cuales permitieron recrear la trampa con materiales del laboratorio y
construido de tal manera que se pudieran evitar sesgos en los resultados. Una de las
primeras ventajas del prototipo es que fue disefiado para acoplarse a materiales que se
encuentran comanmente en un laboratorio y con un facil ensamblaje, de tal forma que
se pudiera reproducir en cualquier laboratorio, ademas que los materiales utilizados
pueden ser lavados o0 en su caso remplazarse por materiales nuevos, cuyo costo de
produccién es bajo, otra ventaja que presenta la trampa Hedgie es que al ser hecha con
materiales comunes como: un vaso de plastico, una base de una caja Petri, dos viales
pequefnios de 4.5cm de alto, tapones de esponja y puntas de micropipeta de 1ml se
presta para poder hacerle diversas modificaciones y ver cual de éstas es mas Optima

para obtener resultados favorables.

A pesar de las ventajas que presenta la trampa Hedgie, y de las distintas modificaciones
que se le hicieron para tratar de obtener resultados consistentes no fue posible utilizar
esta trampa para obtener resultados concluyentes de las lineas experimentales L4 y
L70, debido a una alta mortalidad de nuestras moscas control durante el ensayo,
imposibilitandonos calcular un 1A concluyente. El indice de atraccion hacia el acido
lactico por parte de las lineas control (white y Oregon-R) no era significativo aun
haciendo las modificaciones necesarias para obtener un resultado mas consistente, o

cual no empalmaba con lo reportado en la literatura, lo mismo sucedi6 con el indice de




repulsién de 4-MCH, fue por estas razones que se decidié cambiar de metodologia para

evaluar la respuesta olfativa de estas moscas, cambiando el tipo de trampa.

Es asi que se penso en la idea de implementar un nuevo sistema basado en el disefio
del laberinto en T el cual consta de una columna central y vertical con dos compuertas
hacia las trampas, es en ésta donde se ingresan las moscas a las cuales se les hara la
prueba olfativa y los viales de recoleccion que contienen el odorante a probar o la

sustancia control.

Algunas de las razones principales por las cuales se quiso implementar un nuevo
sistema fueron el poder hacer mas de un ensayo a la vez, ya que con el laberinto en T
con el cual se cuenta en el laboratorio solo se podia hacer un ensayo al dia y nos
teniamos que repartir su uso con otros compafieros, ademas el poder hacer mas
repeticiones, nos permitia evaluar un mayor nimero de moscas. Por otro lado, al igual
que las modificaciones a la trampa Hedgie, esta nueva trampa fue disefiada para
acoplarse a materiales que se encuentran comunmente en un laboratorio de genética
del desarrollo, tales como: botellas de plastico de 10 cm de alto y viales los cuales
utilizamos para cultivar a Drosophila melanogaster, puntas de micropipeta de 1ml entre
otras cosas las cuales son de uso cotidiano en el laboratorio tales como Maskin tape,
papel filtro, ligas y franela porosa (magitel) lo cual facilitaba su ensamblaje. Es de esta
forma que se pudo elaborar un laberinto el cual tuviera el principio basico a los ya
descritos que es exponer a las moscas a sustancias odorificas (repelente y atrayente)
gue se encontraban en las botellas de los extremos y medir su atraccion o repulsién a

estas mediante el porcentaje de moscas que se encontraran en los extremos.

En un inicio las pruebas olfativas se comenzaron a realizar como lo reporta Schneider
et al. (2012) y Tully et al. (1985), lo que se buscé fue hacer un paradigma de eleccién
de dos olores experimentales a la vez, en este caso dado que con la trampa anterior no
se observo una preferencia de las moscas hacia el 4cido lactico se opté por cambiar la
sustancia atrayente (la cual fue descrita anteriormente) y seguir realizando los ensayos
olfativos Unicamente con moscas machos de las lineas de interés esto debido a que
mostraron tener un mayor desplazamiento hacia alguna de las trampas donde se
encontraban las sustancias experimentales en comparacion a las moscas hembras,
esto coincide con lo reportado en la literatura en donde algunos de los ensayos de

comportamiento olfativo se opta por hacerse Unicamente en machos[44].




Una variable que se modificd al cambiar la metodologia con un nuevo laberinto fue que
las moscas esta vez no fueron sometidas a un ayuno previo antes de realizar los
ensayos olfativos debido a la defuncién de un gran nimero de individuos lo que dio
indicio para pensar que el tiempo de ayuno en conjunto con el tiempo de permanencia
en la trampa (24 h) era excesivo, lo que podia generar un agotamiento fisico de los
individuos, ademas de que en la literatura hay reportes de estudios en donde realizan
ensayos sin privacion nutricional previa [46], ademas se ha reportado que variables tales
como el estado de &nimo, ayuno, alteraciones en el suefio y situaciones de estrés

afectan la toma de decisiones del animal [47].

Los primeros resultados obtenidos fueron evaluando dos condiciones a la vez, de un
lado se encontraba la sustancia considerada atrayente y por el otro lado la sustancia
repelente, en base a los resultados obtenidos después de haber hecho 6 repeticiones
de cada una de las lineas con un niumero de 50-55 moscas por prueba en donde solo
la linea Oregon-R tuvo una respuesta preferente hacia el lado donde se encontraba la
comida y las demas lineas (incluyendo la otra linea control, white) se mostraron
neutrales a tales estimulos con un IA muy cercano a cero, entre esto y lo confuso que
resulté calcular el indice de atraccién cuando son evaluados dos olores experimentales
se opté por repetir las pruebas en la misma trampa pero esta vez evaluando las
sustancias odorantes por separado, teniendo asi mayor control y evitando sesgos en la

informacién a obtener.

Una vez optimizada la trampa y establecidas las condiciones apropiadas para llevar a
cabo los ensayos olfativos en la trampa horizontal, fue mas sencilla la obtencién de los
resultados. Al evaluar la respuesta olfativa hacia el acido lactico de las moscas control,
se aprecia la respuesta olfativa esperada la cual segln la literatura para estas moscas
y esta sustancia esta en un promedio de 0.5-0.8 tanto para Ore-R como para White,
algo similar sucede con la respuesta olfativa hacia la sustancia repelente (4-MCH) ya
que se sabe que su respuesta aversiva hacia esta sustancia esta en un promedio de
- 0.8 para ambas lineas control, en nuestras manos, la respuesta aversiva fue de -0.60,
un poco menos del promedio reportado, esta diferencia puede deberse a que los
ensayos olfativos en donde se reporté fueron realizados utilizando otra trampa, un
laberinto en T, en donde las condiciones cambiaron tales como someter a las moscas
a un ayuno previo o el tiempo de exposicion en el laberinto que a diferencia nuestra éste

era de 1 hora. La respuesta olfativa hacia la sustancia control (agua) estuvo dentro del




rango reportado en un promedio de 0-0.2 lo cual se considera dentro de la neutralidad
[44].

En cambio, la respuesta olfativa hacia el acido lactico de las lineas mutantes se ve
alterada, ya que presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al
control a excepcién de la dltima y la antependltima linea evaluada donde se utilizé una
mosca transgénica la cual presenta una construccion de un RNAI contra esg y fue
cruzada con la linea L4 de tal forma que los niveles de esg se disminuyeran ain mas
sin resultar letal ademas, se utilizé la mutacién puntual para esg (esg®®®) la cual
presenta la sustitucién de un aminoacido (glutamina) por el &cido glutamico, esta linea
es un control importante dado que es una mutacion distinta que también tiene una
pérdida de funcién de esg, aunque graficamente se ve que el indice de atracciéon de
estas dos lineas esta dentro de la neutralidad y parecieran no percibir el Ac.lactico al
momento de hacer el andlisis estadistico no mostraron una diferencia significativa
respecto al control a comparacién de las otras mutantes, una posible razén puede

deberse al tamarfio de sus desviaciones estandar.

Las que si mostraron una diferencia significativa respecto al control fueron las lineas
mutantes las cuales tienen disminuido el gen esg tales como L4 y L70 al igual que la
mutante que carece de la funcion de Orco, la cual tuvo un mayor porcentaje de
significancia, esto se debe a que de las mutantes de Orco la mutante homocigota para
Orcol es la que menos percibe los olores y a esto puede deberse a que se sienten

significativamente menos atraidas a ciertos olores que las moscas control [43].

En cambio, la respuesta olfativa de las lineas mutantes hacia la sustancia repelente (4-
MCH) se observé muy similar a la de las moscas control, sin mostrar una diferencia
significativa, lo cual se interpretaria como que las moscas en general (control y
mutantes) repelen la sustancia 4-Metilciclohexanol, esto implicaria que las mutantes de
Orco tienen un olfato residual hacia el 4-Metilciclohexanol, pudiendo ser que tengan
hiposmia parcial, dado que no podemos inferir causalidad a partir de una correlacion se
tendrian que hacer méas experimentos dosificando el estimulo, haciendo una dosis
respuesta y observar si a bajas concentraciones siguen percibiendo el 4-

Metilciclohexanol.

A diferencia de las mutantes deficientes de esg donde los resultados obtenidos tras
realizar 3 repeticiones con un nimero promedio de moscas de 50-55 por ensayo hace

pensar que estas moscas muestran un grado de hiposmia para ciertas sustancias tales
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como el 4cido lactico donde su respuesta olfativa se ve parcialmente disminuida en
cambio para el 4-MCH esto no sucede, ya que no pierden por completo su capacidad
olfativa pudiendo detectar la sustancia repelente, lo que sugiere que podria tener una

sensibilidad reducida para cierto tipo de olores.

Aungue para saber esto los datos necesitan ser corroborados mediante la realizacion
de mas ensayos bajo las mismas condiciones y la experimentacion con otro tipo de
odorantes, sin embargo, por disponibilidad de tiempo, solo se pudieron evaluar estas

dos sustancias en el laberinto estandarizado.

Hasta el momento los datos confirman que las lineas mutantes las cuales tienen
alterado el funcionamiento del gen esg estan alteradas en la percepcion hacia el acido

lactico a diferencia del control.

X. CONCLUSIONES

» Las moscas macho son mejores para realizar ensayos olfativos utilizando la
trampa Hedgie y la trampa horizontal.

» La prueba olfativa con la trampa horizontal es mas efectiva para este tipo
de estudio respecto a la prueba con la trampa Hedgie, al menos bajo las
condiciones probadas en este trabajo.

» Latrampa Hedgie puede funcionar de forma adecuada como otra alternativa
siempre y cuando se establezcan las condiciones apropiadas para evitar la
defuncién de las moscas y utilizar otros odorantes.

» Las moscas control (Ore-R y White) muestran una preferencia hacia el 4&cido
lactico y una repulsién hacia el 4-metilciclohexanol y se muestran neutras al
agua.

» Las lineas mutantes las cuales tienen atenuado el gen esg al igual que la
mutante que carece de la funcién de Orco estén alteradas en la percepcion

hacia el acido lactico.




XI. PERSPECTIVAS

Debido a las modificaciones que surgieron durante el proceso de experimentacion y a
las diversas variables las cuales eran controladas por multiples factores externos que
presentaban los laberintos se planea continuar con la investigacion mediante la
realizacibon de ensayos olfativos utilizando el software Buritrack, conocido
recientemente, el cual consiste en rastrear a un solo animal caminando en un entorno
homogéneo y analizar su trayectoria, de esta forma puede ser utilizado para diversos
estudios de comportamiento que van desde medir el comportamiento locomotor de
Drosophila melanogaster hasta su respuesta a estimulos externos como sustancias
odorificas [48].

Ademas, se plantea:

» Optimizar los ensayos de comportamiento mediante la implementaciéon de un
método el cual se apoya en el software Buritrack.

» Analizar la respuesta olfativa de las moscas mutantes y control ante otro tipo de
odorantes tales como el benzaldehido que ya ha sido utilizado en esta técnica

anteriormente.

frequence of passsage 0 >95% quantile

(relative scale)

llustracion 23 Rastreo de Drosophila melanogaster utilizando el software Buritrack. En la imagen A se resalta
de color rojo el seguimiento de la trayectoria de Drosophila melanogaster al ser expuesta a levadura de lado
izquierdo y del lado derecho agua, en la imagen B se muestra el diagrama arrojado por el software una vez
analizada la trayectoria de la mosca. Fotografia: Luz Duran-Mendoza [48].
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