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Studiul genei CG18135 de la Drosophila melanogaster prin utilizarea unor metode
avansate de Analiza Genetica, Genomica si Bioinformatica

AOSR-TEAMS 11 EDITIA 2023-2024, Nr. 1 - DOMENIUL STIINTE BIOLOGICE

Scopul acestui proiect este adnotarea functionala a genei CG18135 de la Drosophila
melanogaster si detalierea retelelor de interactiuni la care participd aceastd gena/proteina

(Figura 1).
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Figura 1. Prezentarea schematica a obiectivelor prezentului proiect de cercetare.



In cadrul investigatiilor realizate pentru raportarea precedenti, am identificat motivul
de legare al factorilor de transcriere SP1/KLF in secventa genomica asociatd cu insertia
P{lacW} in gena CG18135. Din familia factorilor de transcriere SP1/KLF fac parte proteinele
Sp1, buttonhead si cabut, care participa 1n variate procese de dezvoltare sau metabolism
energetic. Implicatiile teoretice ale acestor investigatii sunt prezentate in detaliu in articolul
,,A novel insertional allele of the CG18135 gene is associated with severe mutant phenotypes
in Drosophila melanogaster” publicat in revista Frontiers in Genetics (Ratiu si colab., 2024).

Precum a fost prezentat in raportul intermediar 2 (din decembrie 2023), omologul
genei CG18135 la eucariote superioare este GPCPD1 (glycerophosphocholine
phosphodiesterase 1), iar participarea in metabolismul energetic este documentati. In cadrul
acestui raport intermediar am investigat contextul interactiunilor biochimice in care este
implicata proteina corespunzatoare genei GPCPD1. Astfel, am identificat o proteind de
interes, CHAT, situata in avalul proteinei GPCPDI in calea biochimica a metabolismului
glicerofosfolipidelor (din baza de date KEGG). Figura 1 prezinta aceastd cale biochimica si
localizarea proteinelor GPCPD1 si CHAT.
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Figura 1. Calea biochimica a metabolismului glicerofosfolipidelor. Calea biochimica a fost obtinuta prin

coroborarea informatiilor disponibile in baza de date KEGG, iar editarile au fost create cu BioRender.com.

Aditional, pentru evaluarea nivelului de expresie genica am ales gena Myol0A de la

Drosophila melanogaster. Functia proteinei corespunzatoare a fost anterior corelatd cu



proteina asociata genei CG18135 in legarea fasciculelor de miozina (detalii prezentate in
raportul intermediar 2). De asemenea, am ales gena CG11619 datorita similaritatii de

secventa crescuta cu gena CG18135 (29,74%) si a vecinitatii cu aceasta (Figura 2).
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Figura 2. Contextul genomic al genelor CG18135 si CG11619 la D. melanogaster. Capturd de ecran din

JBrowse (FlyBase.com).

Pentru toate genele de interes alese, au fost creati primeri specifici cu scopul de a
evalua nivelul de expresie genica. Gena RpL32 a fost consideratda pentru normalizarea datelor
Ct tinta, iar primerii corespunzatori au fost identificati in literaturd (Fiumera si colab., 2005).

Detaliile corespunzitoare acestora sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1. Detaliile primerilor selectati pentru qRT-PCR. Abrevierile prezentate denota: HK = housekeeping,

GOl = gene of interest, F = forward, R = reverse, nt = nucleotida.

Tip Orientare Temperatura | Procent | Lungime
Gena - - Secventa . .
gend primer ’ de topire CG amplicon
F CGGCTTCAAGGGACAGTATC 62°C 55%
RpL32 HK 196 nt
R GACAATCTCCTTGCGCTTCT 60°C 50%
F ATCTTTCACATCACGCTGCC 55.8°C 50%
CG18135 | GOI 201 nt
R GACATAGGGAAGCCTCAGCC 57.5°C 60%
F CGGAGGATAACTGGGCCTAT 53.8°C 55%
CHAT GOl 191 nt
R CCCACTGTCCAGCATCTCGC 57.9°C 65%
F GCCAGTTTCCATCACTACTGG 54.4°C 52.4%
CG11619 | GOI 190 nt
R CGGGAACGTAGTCCTTGGTC 51.1°C 60%
F TGATGAAGCAGACGACGGC 53.2°C 57.9%
Myo10A GOl 199 nt
R CGGAGATTGGTCAGACAAACG 54.4°C 52.4%




Consecutiv testelor de reversie am reusit sa obtinem doua descendente distincte,
simbolizate 11 si, respectiv, H1, in care coexista diferite genotipuri determinate de
cromozomi 3, mai precis Excizie/CG18135"{AWICGI8135 - 0511 35PlacWICCIBLS V6B,
Excizie/TM6B, Excizie/Excizie. Prin Excizie (Ex) simbolizam cromozomul 3 din care a fost
excizat transpozonul P{lacW}“®*813>M24CM3 ‘Tagtarea anterioara a unor genotipuri apartinand
Il au demonstrat ca indivizii descendenti contin intradevar transpozonul P{lacW} specific,
nsa nu am realizat o astfel de demonstratie Tn cazul H1. Tnsa, mai important, nu aveam nicio
informatie la nivel de secventa nucleotidica referitoare la consecintele efective pe care le-au
avut transpozitiile P{lacwW} care au generat fenomenele de reversie. Din punct de vedere
genetic, o alela de reversie complementeaza cu alela insertionala originala si indivizii care
contin cele doua alele sunt viabili si fertili. La nivelul moleculei de ADN, excizia
transpozonului poate fi precisa, refacandu-se arhitectura cromozomiala anterioara insertiei,
sau imprecisa, ceea ce Tnseamna ca in urma transpozitiei pot fi introduse mutatii de mici
dimensiuni, de tipul deletiilor sau insertiilor. Tn plus, noi am evidentiat doua fenomene de
reversie distincte, care ar putea avea consecinte diferite asupra secventei ADN din preajma
situsului de insertie original.

Astfel, pentru cateva categorii de indivizi apartindnd celor doua descendente, 11 si H1,
am realizat o serie de teste de biologie moleculara care sa permita cu o rezolutie maxima, la
nivel de secventd ADN, analiza P{lacW}“C*83>MZ4M3 din situsul caracteristic si, respectiv, a
structurii celor doua alele de reversie, CG-Il Ex si CG-H1 Ex.

Contextul genomic al insertiei P{lacW} Tn gena CG18135 este prezentat in Figura 3,

impreuna cu adnotdrile specifice ale primerilor utilizati pentru reactiile PCR.
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Figura 3. Contextul genomic al genei CG18135 in care existd insertia P{lacW} (A.) si, respectiv, in care
transpozonul lipseste (B.). Ampliconii creati in baza primerilor sunt adnotati corespunzator Si au prezentate

dimensiunile asteptate. Figura creata cu BioRender.com.



Indivizi din liniile de interes au fost utilizati pentru extractie ADN cu kit-ul Wizard
Genomic DNA Purification (Promega). Elutia finala a fost realizatd in volum de 70 pL, iar
citirea concentratiilor obtinute a fost realizata cu spectofotometrul ASP-2680 (ATCGene).
Detaliile corespunzatoare extractiei ADN sunt prezentate in Tabelul 2, unde cu Sepl indicam

cromozomul 3 care contine insertia P{lac\W}“®183>M24CM3,

Tabelul 2. Detaliile corespunzatoare extractieci ADN pentru genotipurile selectate.

Genotip D. melanogaster Concentratie ADN
CG-ll Sepl/ TM6 860.8 ng/uL
CG-Il Ex/ TM6 1170 ng/pL
CG-Il Ex/ Sepl 1561.8 ng/uL
CG-H1 Sep / TM6 490.3 ng/pL
CG-H1 Ex/TM6 397.4 ng/uL
CG-H1 Ex/ Ex 88.3 ng/uL
CG-H1 -d Ex / Ex 732 ng/uL
CG18135 SeplH / GFP 935 ng/pL




Fiecare reactie PCR a fost realizata intr-un volum de 40 pL cu 1 pL de ADN pentru

fiecare proba, cu exceptia probei corespunzatoare genotipului CG-H1 Ex / EX, unde au fost
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utilizati 4 uL. ADN. De asemenea, concentratiile per reactie PCR au fost: 1X buffer, 3 mM

MgCl,, 0.25 mM dNTPs, 2U Tag-polymerase, 0.5 puM primer forward, 0.5 puM primer
reverse si apa ultrapura. Reactiile PCR au fost rulate dupa programul: 95°C pentru 5 minute,
30 de cicluri cu 95°C pentru 30 secunde, 58°C pentru 30 secunde si 72°C pentru 1 minut,
72°C pentru 10 minute si 4°C pentru 1 minut. Pentru vizualizarea ampliconilor obtiuti in
reactia PCR a fost preparat un gel de agaroza 1.5% in care au fost adaguati 2 pL SYBR Safe
DNA gel strain (Invitrogen). Pentru a evalua dimensiunea ampliconilor obtinuti a fost utilizat
standardul 100bp DNA Ladder Ready to Load (Solis Biodyne). Rezultatele migrarii gelului

de agaroza pentru fiecare proba experimentald sunt prezentate in Figurile 3 si 4.

Figura 3. Rezultatele gelului de agaroza migrat pentru ampliconii corespunzétor genotipurilor de interes.



CG-Hl1 Sep / TM6 CG18135 SeplH / GFP

A A

,
7
N

P

m — = — =
5 4O & & = s & & = =
ot i
B k) x . . = = L . = p= 8
! 2 g S ES & 2 2 ES o ~ =
—_— —_— b —
| a. A (=B & wn %5] 2B o w w —
3000 nt
2000 nt

1500 nt
1000 nt

900 nt

200 nt

100 nt

Figura 4. Rezultatele gelului de agaroza migrat pentru ampliconii corespunzatori genotipurilor de interes sau
genotipului control (linia CG18135 SeplH / GFP).

Ampliconii considerati de interes au fost selectati pentru purificare din produsul PCR
cu kit-ul dedicat Genomic DNA Clean & Concentrator (Zymo Research), iar concentratiile

ADN sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3. Detaliile corespunzatoare purificarii ampliconilor ADN pentru genotipurile selectate.

Ampliconii de interes au fost secventiati cu tehnologia Sanger de catre firma Eurofins
(Eurofins Sanger Sequencing Services). Pentru fiecare proba de interes a fost pregatita o
solutie cu 40 ng amplicon in 5 uL peste care au fost adaugati 5 uL de primer de concentratie
5 pmoli / pL. Pentru fiecare amplicon au fost considerate doua secventieri, una cu primer
forward si cealalta cu primer reverse.



Rezultatele de secventiere au inclus diferite categorii de fisiere tipice, precum ABL si

FASTA, dar si in format PDF, dupa cum exemplificam in Figura 5.

Sequence:64205764  Samples 24154 Qualty: 0-9 — Page: 1/5

Figura 5. Rezultat de secventiere Sanger pentru ampliconul corespunzator genotipului CG-H1 Ex / Ex obtinut cu
perechea de primeri SF — SR.
Pentru analiza initiala a datelor de secventiere am vrut sa evidentiem comparativ

vecinatatile insertiei P{lacW}°®*#3>MZ4M3 din genotipul CG-1I Sepl / TM6 si, respectiv,
secventa alelei de reversie CG-11 Ex din genotipul CG-1l Ex / Sepl. Pentru aceasta, prima
data am aliniat comparativ secventierile care au utilizat primerul SF din ampliconii SF —
Placl si SF — SR, respectiv. In plus, am afisat si sectiunea SF — insertie P{lacW} a
ampliconului SF — SR obtinut in silico pentru secventa de referinta a genomului D.

melanogaster (Figura 6).
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Figura 6. Regiunea genomici invecinata situsului de insertie pentru P{lacW}® in cromozomul care

contine transpozonul (64295696), secventa de referintd (ref_SF_ins) si cromozomul care contine reversia
(64295726, marcat). Sagetiile indica regiunile din cadrul electroforegramei de secventiere in care sunt
evidentiate diferentele dintre secventa cromozomului revertant si celelalte doua, din referintd si cromozom cu

insertie (BioEdit si FastStone Image Viewer).

Spre surprinderea noastra, in cromozomul din care a fost excizat transpozonul
P{lacW}, in preajma situsului Tn care a fost inserat anterior, am identificat doua mutatii, mai
precis deletia AC (g18996807-18996808) si substitutia T>C (g18996775). Mutatiile sunt
specificate in functie de catena de referinta a cromozomului si au fost confirmate si cu
secventierea din directia opusi. Tn regiunea genomica care se invecineaza cu celilalt capat al
transpozonului nu am putut evidentia diferente intre referintd si cele doua categorii de
cromozomi 3. O analiza similara, efectuata pentru ampliconi H1 a evidentiat exact aceeasi
situatie. Acest rezultat este intrigant si pentru a avea un raspuns definitiv va trebui sa
analizam suplimentar datele de secventiere si sa facem o serie de investigatii in cogitatio.

In ceea ce priveste insertia transpozonului in cromozomii insertionali caracteristici

CG18135.MZ4CM3 Si

5

descendentelor 1l si H1, datele de secventiere au confirmat prezenta P{lacW}
respectiv, prezenta in copie dubla si structura octetului caracteristic, generat de insertie.

In cadrul acestei raportiri sunt prezentate rezultatele unor experimente de genetica si
de biologie moleculard, dar si analize bioinformatice care au rolul de a completa obiectivul 4
al proiectului.

Datele obtinute in cadrul acestui proiect de cercetare cu ajutorul tehnicii gRT-PCR au

fost analizate utilizand o procedura originala, care este prezentata tn cadrul unui articol care a



fost acceptat pentru publicare Tn revista BioTechniques, avand titlul ,,gDATA - an R
application implementing a practical framework for analyzing quantitative Real-Time PCR
data”. Taxele pentru publicarea acestui articol vor totaliza 2075,36€ = 10328,86RON (2
decembrie 2024).

In afara acestor cheltuieli, costurile estimative pentru obtinerea si fintretinerea
descendentelor tinta, Il si H1, experimentele de biologie moleculara, procurarea primerilor si
secventiere au fost de 2000 €.

In cadrul acestui proiect au fost publicate doua articole cotate ISI, unul in sectiunea
Genetics of Common and Rare Diseases al revistei Frontiers in Genetics, intitulat ,,A novel
insertional allele of the CG18135 gene is associated with severe mutant phenotypes in
Drosophila melnogaster”, si unul acceptat si in curs de publicare in revista BioTechniques,
intitulat ,,gDATA — an R application implementing a practical framework for analyzing
quantitative Real-Time PCR data”.

Bibliografie

Ratiu, A. C., lonascu, A., & Ecovoiu, A. A. (2024). A novel insertional allele of the CG18135 gene is associated
with severe mutant phenotypes in Drosophila melanogaster. Frontiers in Genetics, 15, 1355368.

Fiumera AC, Dumont BL, Clark AG. Sperm competitive ability in Drosophila melanogaster associated with
variation in male reproductive proteins. Genetics. 2005;169(1):243-57.

Kanehisa, M., Furumichi, M., Sato, Y., Kawashima, M. and Ishiguro-Watanabe, M.; KEGG for taxonomy-based
analysis of pathways and genomes. Nucleic Acids Res. 51, D587-D592 (2023).

4 decembrie 2024 Conf. dr. Ratiu Attila Cristian

Drd. Ionagcu Adrian

10



