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DOMENIUL STIINTE BIOLOGICE

Scopul acestui proiect este adnotarea functionalda a genei CGI8135 de la Drosophila

melanogaster si detalierea retelelor de interactiuni la care participa aceasta gend/proteina (Figura 1).
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Figura 1. Prezentarea schematica a obiectivelor prezentului proiect de cercetare.

In aceastd prima etapd de desfasurare a proiectului am realizat diferite experimente pentru a

indeplinii obiectivele 1 si 2 specificate in propunerea de proiect. Mai precis, am facut progrese consistente

in ceea ce priveste Obl: Analiza viabilitatii §i caracterizarea fenotipica a indivizilor mutanti homozigoti

si heterozigoti in diferite etape de dezvoltare, si am abordat o serie de proceduri de biologie moleculara

necesare pentru indeplinirea Ob2: Analiza nivelului de expresie genica al genei CGI18135 in indivizii

mutanti homozigoti si heterozigoti comparativ cu indivizi din linia etalon Cantons.

Pentru indeplinirea ObI, am lucrat cu o serie de linii specifice, disponibile anterior in cadrul

laboratorului:

o linia etalon/de referintd CantonS;



e doui linii care contin un cromozom 3 cu alela mutanta CG181357""/CGI8135 (CG18135), iar
celalalt cromozom 3 este de tip balancer, fie TM3Ser GFP (GFP), fie TM6Tb Hu e (1b);
caracteristic acestora este cd determind letalitatea indivizilor homozigoti pentru cromozomii

balancer (indivizii GFP/GFP si Th/Th mor 1n stadii de dezvoltare embrionare timpurii).

Indivizii de D. melanogaster care contin cromozomul balancer GFP emit o fluorescenta verzuie
atunci cand sunt stimulati cu lumina UV, iar aceasta este vizibila Incepand cu stadiile embrionare tarzii si
pana inclusiv n stadiul de adult. Acest marker genetic este oarecum dificil de vizualizat corect in stadiul
de pupa, din cauza cuticulei acesteia, Tnsd cromozomul TM6 contine markerul genetic Th, care este foarte
usor de vizualizat n acest stadiu. Pupele care contin 7b sunt in mod evident mai indesate si scurte decat
cele care sunt non-7h. Drept urmare, am ales sd lucrdm cu acesti doi cromozomi balancer pentru ca sunt
complementari in ceea ce priveste identificarea indivizilor purtitori, dar si pentru ca astfel am putut
evalua daca genotipurile determinate de GFP si 75 influenteaza dezvoltarea normala.

De remarcat ca in descendenta celor trei linii apar indivizi cu genotipuri distincte si proprietati
fenotipice particulare, dintre care doar unele sunt compatibile cu viata.

Astfel, in descendenta CantonS, toti indivizii sunt normali, cu fenotipuri non-GFP si non-7b, iar ei ar
trebui sé aibd o dezvoltare normalda, adicé orice embrion sa 1si continue dezvoltarea si sa parcurga stadiile
de larvd, pupi, iar apoi si eclozeze adultii. In descendenta CG18135/GFP pot trai dincolo de stadiile
timpurii ale dezvoltdrii embrionare doar indivizii CGI8135/GFP si cei CG18135/CG18135; indivizii din
prima categorie emit o fluorescentd verzuie in toate stadiile de dezvoltare, pe cand indivizii homozigoti
pentru alela mutantd CGI8135 emit in stadiile de embrion tarziu si larva un tip specific de
autofluorescenti albistruie atunci cand sunt iluminati UV (Figura 2). In descendenta CGI8135/Th pot
depésii stadiile timpurii ale dezvoltarii embrionare doar indivizii CG18135/Tb si cei CG18135/CG18135;
pupele indivizilor din prima categorie vor fi mai scurte iIn mod vizibil comparativ cu cele ale celor
homozigoti pentru alela CGI18135 (Figura 2).

Tinand cont ca este dificil sa selectezi genotipuri particulare in stadiile de dezvoltare foarte timpurii
(embrion), iar incercarea de a monitoriza dezvoltarea unor anumiti indivizi este cvasi imposibild 1n
conditii de aglomerare, am decis o abordare originala. Planul a fost sa stimulam ponta femelelor din cele
trei linii, urménd ca embrionii sa fie selectati individual, randomic, si ulterior plasati in spatii unice, unde
poate fi urmdrita dezvoltarea lor cu mare precizie. In conditiile unei selectii initiale complet aleatorie, este
de asteptat ca 25% dintre descendentii liniilor mutante sa aiba genotipul CG18135/CG18135, 50% sa

contind alela mutanta in conditie heterozigota si 25% sa moara incé in stadiul de embrion (Figura 2).
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Figura 2. Descendenta liniilor mutante. Cu rosu au fost indicate genotipurile care determina letalitate
embrionara. Cu verde sunt indicati indivizii care au fluorescentd GFP verzuie. In paranteze sunt indicate procentele

corespunzatoare fiecarei categorii de descendenti.

In acest context, am utilizat custi embrionare specifice (FlyStuff) si placute Petri compatibile (Figura
3A), in care am turnat mediu pe bazd de suc de struguri (FlyStuff), dezvoltat special pentru a stimula
ponta. O parte dintre embrioni au fost colectati dupa aproximativ 4 ore de la introducerea femelelor
(Insotite de masculi) 1n custi de depunere. Deoarece femelele mutante nu au depus embrioni conform
asteptarilor, am decis sd montdm o placutd noua si sa le lasam sd depund embrioni peste noapte, ceea ce
insd a condus la cresterea diferentelor de varstd dintre embrioni. Pentru aceastd etapd nu am considerat
vital acest aspect. Colectarea de pe mediile de depunere si plasarea ulterioara a embrionilor in cele 24 de
godeuri cu mediu standard ale fiecarei placi de culturd (Figura 3B) a fost realizatd cu pensete profesionale
sau pensule foarte fine. Placile de cultura au fost mentinute la o temperatura de 21-22°C si au fost
citite/evaluate utilizdnd steremicroscoape binoculare Olympus (Figura 3C) la intevale de timp cuprinse
intre 4 si 6 zile, pana cand indivizii mutanti homozigoti au atins stadiul de dezvoltare larva 2 (L2) sau L2-
3. In aceasta etapi, din descendenta CG18135/GFP am colectat o serie de larve non-GFP pe care le-am

plasat individual intr-o placuta noua si le-am monitorizat dezvoltarea pana la moartea acestora.

Figura 3. Elemente critice In design-ul experimental conceput pentru monitorizarea dezvoltarii indivizilor

considerati: custile de colectare (3A), placutele cu mediu de cultura (3B) si monitorizarea dezvoltarii (3C).



Sumarizand, in cadrul acestui experiment din prima etapa a proiectului, am colectat individual 117,
176 si 236 de embrioni descendenti ai liniilor CantonS, CG18135/Th si CG18135/GFP, respectiv. Ulterior,
am notat modul in care s-au dezvoltat indivizii din fiecare godeu si am indicat, in cazurile in care a fost
posibil, indivizii GFP (Figura 4). In Figura 4, categoria Urme dezvoltare larvara se refera la situatiile in
care am putut evidentia Intr-un anumit godeu prezenta unei camasi embrionare sau urme ale naparlirilor
care au loc in timpul dezvoltérii larvare (trecerile din L1 in L2 gi L2 in L3), insd nu am putut vedea
efectiv larva. Astfel de situatii au fost posibile deoarece, in ciuda faptului cé placutele de mediu au fost
acoperite cu o folie de plastic, uneori aceasta a fost ocolitd de catre larve, care au migrat in godeuri
alaturate sau in spatiile dintre godeuri. Aceste urme au fost cuantificate drept larve, fard a putea fi
atribuite unei categorii sau alta. Intentionam ca pentru experimentele ulterioare sd securizam mai bine

godeurile ocupate.

CantonS CG18135/Th CG18135/GFP

Total embrioni 117 176 236
Embrioni nedezvoltati | -202-GFP 7 69 54
GFP 33
Larve vizute non-GFP 106 72 40
GFP 71
Urme dezvoltare larvari 4 35 38

Total larve 110 107 149

Figura 4. Datele observate referitoare la dezvoltarea indivizilor plasati individual in godeurile placilor de

culturd, din stadiul embrionar pana in stadiul L2 si/sau L2-3.

Pentru a putea interpreta din punct de vedere statistic datele obtinute pentru descendentele liniilor
mutante, am generat un tabel de date similar celui prezentat in Figura 4, In care am completat numarul
asteptat de indivizi din fiecare categorie daca embrionii ar fi fost intradevar selectati randomic si
mutatia/cromozomii balancer nu ar determina fenotipuri severe/letale in stadiile de dezvoltare embrionara
si larvara. A trebuit sa tinem cont de rata de mortalitate ,,de referintd”, observata pentru indivizii CantonS

si sa o aplicam pentru descendentii liniilor mutante (Figura 5).

CantonS CG18135/Th CG18135/GFP
Total embrioni 117 176 236
Embrioni nedezvoltati [ 200-GFP 0 S2 62
GFP 8
Larve non-GFP 117 124 110
GFP 56

CG18135 sau de cromozomii balancer.

Figura 5. Date asteptate, daca embrionii sunt selectati randomic si viabilitatea nu este afectatd de alela mutanta



Numar

Natura datelor colectate in aceastd etapa a impus aplicarea testului de contingenta Chi-patrat pentru a
evalua semnificatia statisticd a diferentelor dintre valorile observate si cele asteptate. Reprezentarea
graficd a celor doua categorii de date si analiza statisticd (Figura 6) au fost realizate cu aplicatia de

specialitate, GraphPad Prism (https://www.graphpad.com).
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Figura 6. Compararea datelor observate si a celor asteptate referitoare la dezvoltarea si viabilitatea indivizilor
din descendentele celor doua linii mutante considerate, CG18135/Th si CG18135/GFP. Aplicarea testului Chi-patrat

a indicat ca diferentele dintre datele observate si cele asteptate nu sunt semnificative statistic.

Analiza statisticd a indicat ca datele observate pentru numarul de embrioni nedezvoltati/morti si
numarul de larve active dupa aproximativ 10 zile de observatii nu diferd in mod semnificativ de ceea ce
am fi asteptat pentru un grup de indivizi selectati randomic dacéd dezvoltarea embrionara si cea larvara se
desfasoara normal (P = 0,0564 in cazul testarii descendentei CG18135/Th; P = 0,0968 in cazul testarii
descendentei CG18135/GFP). Totusi, nivelul de mortalitate embrionara a fost mai mare in datele
observate comparativ cu cele asteptate, fenomen care probabil a influentat numarul de larve active in
mediu.

Evaluarea acestor rezultate ne-a permis sd formuldm o serie de concluzii referitoare la corelatiile
dintre stadiile de dezvoltare si instalarea letalitatii:

1. Rata de mortalitate embrionara este mai crescutd decat ne-am fi asteptat; este foarte plauzibil ca acest

fenomen sé fie mai frecvent pentru embrionii care au genotipurile CGI18135/Th si CG18135/GFP;



2. 1In ciuda acestei mortalititi excesive, care se reflectd si ITn numdarul de larve care s-au dezvoltat,
diferentele dintre datele asteptate si cele observate nu sunt semnificative din punct de vedere statistic;

3. Designul experimental implementat de echipa noastrd ne-a permis monitorizarea relativ strictd a
indivizilor initiali si astfel am putut obtine date care pot fi interpretate statistic, dar care indica si
fenomene biologice pe care nu le cunosteam anterior (sustinand concluzia 1);

4. Aceste rezultate ne indicd faptul ca cel mai probabil, stadiile de dezvoltare embrionara si,
respectiv, stadiile timpurii de dezvoltare larvara NU sunt critice pentru manifestarea

fenotipului de letalitate caracteristic genotipului mutant CG18135/CG18135.

Desi am considerat ca scopul experimentului din aceastd etapd a fost atins, am continuat si
monitorizim dezvoltarea indivizilor din plicutele de culturd. in descendenta liniei CG18135/GFP am
observat un nivel relativ scdzut de mortalitate in stadii de dezvoltare larvara tarzii (L2-3 si L3), pentru
ambele categorii de indvizi. In aceeasi descendentd, dintr-un total de 40 larve non-GFP (indivizi
homozigoti mutanti CGI18135/CG18135), cel putin 25 au avansat in stadiul de pupd (aproximativ 63%).
Dintre aceste larve, am putut sd colectim un numar de 14 larve non-GFP pe care le-am plasat intr-o
placuti de cultura nous, o larva/godeu. In aceeasi placa de cultura au fost adaugate si cinci pupe non-7h
selectate din descendenta CG18135/Th. Dezvoltarea acestora a fost monitorizata zilnic timp de trei zile,
dupa care a fost facuta o noud evaluare dupa alte 9 zile. La aceastd ultima evaluare, toate larvele non-GFP
si non-7h erau in stadiul de pupa. In timpul dezvoltirii pupale au loc diferite metamorfoze a ciror
finalitate este construirea corpului adult, care, odatd incheiat acest stadiu, va ecloza. Cand corpul adultului
este dezvoltat aproape complet, se pot vedea prin cuticula pupei structuri morfologice precum aripile
pliate si ochii. Dintre cele 14 pupe non-GFP, 13 erau moarte; opt dintre cele moarte au ajuns in stadii de
dezvoltare pupald pre-eclozare, cu ochii formati complet (Figura 7). Am indepartat cuticula pupald in
dreptul capului pentru a observa dezvoltarea avansatd a structurilor capului; ohii unora dintre indivizi
aveau un fenotip de culoare diferitd de cea caracteristica pentru parinti sau pentru indivizii care contin
doar o copie a alelei mutante CGI8135. Este necesar sd specificam faptul cd alela CGI8135 este
caracterizatd prin prezenta unui transpozon artificial de tip P{lacW} in unul dintre intronii genei
CG18135. Acesti transpozoni contin un marker de culoare, alela mini/w'], care intr-un background
genetic w', precum este cel al celor doua linii mutante, aduce in general o contributie de culoare, care
poate varia de la galben deschis pana la portocaliu intens. Mai mult, dacd sunt prezente mai multe copii
ale acestei alele, din punct de vedere fenotipic se manifesta un efect de doza si colorarea ochilor va fi mai
intensd decit cea dati de o singurd copie. In cazul alelei mutante CG18135, culoarea determinati de
prezenta transpozonului este portocaliu pal, care ar trebui sd fie mai intensd in cazul indivizilor

homozigoti CG18135/CG181335.



Figura 7. Pupe in stadii finale de dezvoltare in interiorul carora indivizii s-au dezvoltat aproape complet, ceea ce

este evident la nivelul capului si al ochilor. Toti acesti indivizi erau morti si cuticula pupald era intacta.

Spre surprinderea noastra, una dintre pupele non-GFP care au ajuns in stadii avansate de dezvoltare
avea cuticula indepartatd in dreptul capului adultului, iar acesta inca era in viata, dar incapabil sa eclozeze
complet. In aceast situatie, am indepartat manual cuticula pupala si astfel am putut sa observam mult mai
bine fenotipul culoare ochi, care nu doar cé era mai estompat decét ar fi fost de asteptat pentru un individ
CGI8135/CG18135 cu doud alele minifw'], dar avea si o zona centrald aproape complet decolorata
(Figura 8A). Acest fenotip alterat este foarte evident prin comparatie cu indivizii parentali
(CG18135/GFP), care au o coloratie intensa datd de prezenta suplimentara a constructului GFP, dar si

comparativ cu indivizi CG18135/Th, care au doar o aleld minifw'] (Figura 8B).
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Figura 8. In 8A, este evidentiat in partea stinga mutantul extras manual alaturi de un individ de tip parental. in 8B

este indicatd culoarea specificd a ochilor determinatd de prezenta unei singure copii a alelei mutante CG18135.



Deoarece individul mutant extras din pupa era incad viu, l-am pus la pastrare in solutie DNA/RNA
Shield (Zymo Reseach), care permite conservarea moleculelor de ARN prezente in tesuturi. Toate pupele

non-7b contineau indivizi morti, aproape complet dezvoltati.

In conditiile in care am observat practic ci obtinerea unor indivizi mutanti CG18135/CG18135 in
diferite stadii de dezvoltare, inclusiv cel de adult, va fi dificild, ne-am decis ca pentru inceput sa realizam
experimentele de qRT-PCR utilizand indivizi heterozigoti mutanti, femele si masculi, deoarece colectarea
acestora este usoara si analiza lor poate fi foarte informativa.

Astfel, am colectat cate trei replici biologice formate din cate 20 de indivizi CG18135/Tb, distinct
pentru femele si masculi. Mentinerea integritatii si concentratiei de ARN in celulele indivizilor selectati a
fost realizatd conform protocolului recomandat de producatorii kiz-ului DNA/RNA Shield. Indivizii din
fiecare replica biologica au fost mutati in tuburi Eppendorf de 1,5 mL si peste acestia a fost addugat un
volum de 10 pL solutie DNA/RNA Shield /1 mg tesut. Considerand ca masa unei femele D. melanogaster
este de aproximativ 1,4 mg si masa unui mascul este de aproximativ 1 mg (Karan si colab., 1998;
Ashburner si colab., 2005), au fost adaugati 250 pL si respectiv 210 pL solutie DNA/RNA Shield in
tuburile Eppendorf corespunzatoare femelelor si masculilor. Indivizii au fost zdrobiti usor, pentru ca
solutia sa intre in contact direct cu cat mai multe celule/tesuturi.

Extractia ARN din intregul organism al indivizilor stocati in solutia DNA/RNA Shield a fost realizata
in mediu steril folosind hota PCR BioAir Aura Mini (EuroClone Division), tuburi Eppendorf 1,5 mL,
varfuri sterile, pipete Eppendorf Reseach Plus (PhysioCare Concept), centrifuga Eppendorf MiniSpin si
vortex BioVortex V1 (BioSan).

Procedura de extractie a fost efectuatd folosind kir-ul RNeasy Mini Kit (Qiagen). Anterior extractiei,
au fost adaugati 44 mL etanol absolut in recipientul cu buffer RPE si 10 pL B-mercaptoetanol (Promega)
pentru fiecare 1 mL buffer RLT. De asemenea, pentru diluarea etanolului absolut la etanol 70% si
recuperarea ARN total, a fost folosita apa ultrapurd (Jena Bioscience). Pasii parcursi In conformitate cu

protocolul kit-ului sunt prezentati in Figura 9.
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Pasii parcursi in extractia ARN:

1.

L S

2 e =

Zdrobire tesuturi animale stocate in solutia DNA/RNA Shield
Adaugare 600 pL buffer RLT (cu B-mercaptoetanol)
Centrifugare 3 minute la 13000 rpm

Indepartare supernatant intr-un tub Eppendorf 1,5 mL curat
Adaugare un volum egal de 70% etanol si mixare prin pipetare
Transfer 700 puL in colonita furnizata in kit

Centrifugare 15s la 10,000 rpm, apoi indepartare lichid
Repetare pasi 6 s1 7

Adaugare 700 puL buffer RW1

. Centrifugare 15s la 10000 rpm, apoi indepartare lichid

. Repetare pasi 9 s1 10

. Adaugare 500 uL buffer RPE

. Centrifugare 15s la 10000 rpm, apoi indepartare lichid

. Repetare pas 12

. Centrifugare 2 minute la 10000 rpm, apoi indepartare lichid

. Transfer colonita in tubul colector furnizat in kit

. Adaugare 50 ng apa ultrapura in mijlocul membranei colonitei
. Centrifugare 1 minut la 10000 rpm

. Indepartare colonita.

Figura 9. Pasii parcursi in extractia ARN utilizand kif-ul de extractie RNeasy Protect Mini, Qiagen. Adaptare

dupa protocolul kit-ului (RNeasy Mini Handbook).

In plus, ne-am hotdrat ca tot in aceasta etapa sa realizam design-ul primerilor pe care 1i vom utiliza

pentru a investiga nivelul de expresie al genei CG18135 in indivizii mutanti.

In experimentele de QRT-PCR am convenit si utilizim pentru normalizare endogena RpL32, frecvent

utilizatd in astfel de studii la D. melanogaster. Secventele primerilor pe care i vom utiliza in primele

etape ale experimentelor pentru evaluarea nivelului relativ al expresiei genice pentru CGI8135 sunt

prezentate in Figura 10. In cazul primerilor specifici genei CGI18135, designul a fost realizat utilizand

aplicatia Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Pentru endogena RpL32,

primerii au fost preluati din literatura de specialitate (Fiumera si colab., 2005).



Masa
. . | Temperatura | Procent
Gena Orientare Secventa moleculara de topire (°C) cG
(g/mol) © topue
CG18135 | F S'ATCTTTCAGATCAGGCTGCC 3' 5987 55.8 50
I R 5'GACATAGGGAAGCCTCAGCC ¥ 6136 57.5 60
RoL32 | F 5' CGGCTTCAAGGGACAGTATC 3' 6102 62 55
P ! R 5'"GACAATCTCCTITGCGCTTCT 3 6019 60 50

Figura 10. Secventele primerilor utilizati pentru evaluarea nivelului de expresie genica si caracteristici ale

acestora.

In etapa urmitoare estimam ci vom finaliza activititiile corespunzitoare Ob/ si Ob2. Ca si plan
alternativ, in cazul in care nu vom reusi sd obtinem adulti homozigoti mutanti CG18135/CG18135
eclozati natural, ne propunem sa ii monitorizim pana in etapele finale ale dezvoltérii pupale si sa

indepartam manual cuticula cat Inca sunt vii, astfel Incat sa 1i putem utiliza in experimente de qRT-PCR.

Bibliografie selectiva:

1. Karan, D.; Morin, J. P; Moreteau, B.; David, J. R., 1998. Body size and developmental temperature in
Drosophila melanogaster: analysis of body weight reaction norm, Journal of thermal biology, 23(5), p301-309.

2. Ashburner, M.; Golic, K.G.; Scott, H., 2005. Drosophila: A Laboratory Handbook. Second Edition By Michael
Ashburner, Cold Spring Harbor (New York): Cold Spring Harbor Laboratory Press, ISBN: 0-87969-706-7.
2005, p164-165.

3. Fiumera, A.C.; Dumont, B.L; Clark, A.G., 2005. Sperm competitive ability in Drosophila melanogaster

associated with variation in male reproductive proteins, Genetics, 169, 243-257.

28 iulie 2023 Lector dr. Attila Cristian Ratiu

Drd. Adrian Ionascu

"jom@@



