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Resumen

amfos (amigo de fos) es un gen que interactua genéticamente con el oncogén kayak,
homologo en Drosophila melanogaster de los genes fos de vertebrados. Ambos genes
presentan un fendmeno genético poco comun conocido como letalidad sintética.
Normalmente cuando un organismo es heterocigoto para un gen, con un alelo mutante y su
contraparte silvestre y al mismo tiempo posee un alelo mutante en adicién a la copia
silvestre de un segundo gen, el organismo dihibrido es viable y fértil, aunque la condicién
letal ocurra si uno de los genes es homocigoto. La excepcidn a lo anterior pasa muy
raramente, cuando ambos genes tienen una relacién genética muy estrecha tal que los
organismos dobles heterocigotos para ambos genes no pueden terminar su desarrollo y la
condiciéon resultante es la letalidad embrionaria. Los embriones dihibridos para amfos y
kayak fallan al completar la embriogénesis y exhiben dos fenotipos anormales, apertura
dorsal e incorrecta involucion de la cabeza. Homocigocis individual para amfos 6 kayak
tienen los mismos fenotipos anormales, incluso si el otro. gen es homocigoto silvestre. Este
estudio clasifica y cuantifica los fenotipos mutantes de estos genes, y los que son producto
de la interaccion entre los mismos y caracteriza la naturaleza molecular de amfos

identificando lesiones moleculares presentes en alelos mutantes.

Summary

amfos (amigo de fos) is-a novel gene that interacts genetically with the well characterized
oncogenic gene kayak, the Drosophila melanogaster homolog of vertebrate fos genes. Both
genes present a very rare and interesting genetic phenomenon, known as synthetic lethality.
Normally, when an organism is heterozygous for a gene, having one mutant allele plus a
wild type counterpart, and at the same time being also heterozygous for a mutant allele and
the wild type counterpart of a second gene, both genes being homozygous lethal, the
dihybrid organism is viable and fertile. The exception to the above happens very rarely, when
both genes have a very strong genetic relationship such that organisms doubly
heterozygous for both genes cannot finish their development, and the ensuing condition
results in lethality. The dihybrid Drosophila embryos for amfos and kayak fail to complete

embryogenesis and exhibits two abnormal phenotypes, dorsal open and head involution



defects. Embryos singly homozygous mutant for amfos or kayak also have these same
mutant phenotypes, even if the other is wildtype. This study classifies and quantitates the
mutant phenotypes o these genes, including those present in the genetic interactions
between them, and characterizes the molecular nature of amfos, identifying the molecular

lesions present in amfos mutant alleles.
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Introduccion

El gen amigo de fos (amfos)

El gen que se estudia en este trabajo se denomina por el laboratorio como amigo de fos
(amfos), en la base de datos del genoma de D. melanogaster, a la fecha no hay reportes
de datos experimentales respecto a su funcion en este organismo (Gramates et al., 2016).
fos es un gen ampliamente estudiado en distintos procesos como el desarrollo y en
patologias como el cancer (Rios-Barrera & Riesgo-Escovar, 2013). Existen ortélogos de
amfos en otras especies, por lo que amfos es un gen conservado evolutivamente (Gramates
et al., 2016). Este gen se esta caracterizando en el laboratorio de genética de transduccién
de sefales del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autébnoma de México
por primera vez. El gen amfos Interactua con el gen fos, que en Drosophila se denomina
kayak (kay) (Riesgo-Escovar, datos no publicados). Los alelos de falta de funcién de ambos
genes comparten fenotipos letales embrionarios.

El primer alelo de amfos, se aislé durante una investigacion que tenia como objetivo aislar
alelos mutantes de genes del complejo Antennapedia. Usaron mutagénesis por saturacion
para obtener el nUmero maximo de alelos mutantes de los genes de la zona, donde también
se encuentra amfos. El alelo Thar’ se describié como una inversion entre thickened arista y
Antennapedia, pero en esa época no se tenia conocimiento del gen analizado en este
trabajo. Thar? fue aislado durante la misma mutagénesis y no complementa con Thar’, lo
que sugiere que son alelos del mismo gen, aunque Thar? no tiene el fenotipo de arista
engrosada de Thar’ (Lewis, Kaufman, Denell, & Tallerico, 1980).

Un nuevo alelo de amfos fue aislado independientemente en otro experimento de
mutagénesis, y se le denominé /(3)7E103+21. En esta mutagénesis se aislaron la mayoria
de los genes implicados en el desarrollo de Drosophila, de los cuales muchos estan
conservados entre invertebrados y vertebrados. En dicho trabajo también se maped el
nuevo alelo de amfos a una region en el brazo derecho del cromosoma tres de la mosca de
la fruta (Jirgens, Wieschaus, Nisslein-Volhard, & Kluding, 1984).

Para mapear con mas precision los alelos de los genes de la zona de Antennapedia, el
grupo de Kaufman realiz6 una segunda mutagénesis. En este caso, el mapeo se hizo
mediante deficiencias. Se aislaron dos alelos mutantes de un gen que se denomind
malformed abdomen (mab), mab’ y mab? con fenotipo letales (Cavener, Otteson, &

Kaufman, 1986). Trabajos previos en el laboratorio (Riesgo-Escovar, datos no publicados)
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demostraron, por falta de complementacion, que los cinco alelos son alelos mutantes del
mismo gen.

En 1998 se desarroll6é una técnica para mapear genes mediante recombinacion en machos
de D. melanogaster. Esta técnica permite mapeos muy precisos del sitio fisico de donde se
encuentra un gen. Este método utiliza los transposones, llamados elementos P, usandolos
como marcas para conocer el sitio de un locus (Chen, Chu, Harms, Gergen, & Strickland,
1998). En el laboratorio se usé recombinacion en machos para conocer la posicion dellocus
de amfos (Riesgo-Escovar, datos no publicados). Estos datos previos del proyecto han sido
desarrollados por diferentes miembros del laboratorio y en este trabajo se analiza la
naturaleza molecular de las lesiones que tienen los alelos de amfos, asi como su interacciéon
con kayak (Riesgo-Escovar, datos no publicados).

kayak (kay), el homdlogo de los genes fos de vertebrados, es un gen que esta implicado en
diversos procesos como la induccion del endodermo (Bienz, 1997), la regulacién de la
morfogénesis de la linea germinal (Fan et al., 2016), la diferenciacion de células gliales
(Giesen et al., 2003), el cerrado dorsal (Jacinto, Woolner, & Martin, 2004) y el aumento en
la invasividad de tumores malignos (Mundorf et al., 2015). Este gen codifica para un factor
de transcripcion, e interactua fisicamente con el factor de transcripcion Jun related antigen
(Jra, el homodlogo en Drosophila de Jun) para formar el complejo AP-1 (Rios-Barrera &
Riesgo-Escovar, 2013).

amfos y kay comparten el mismo fenotipo mutante letal embrionario, un fallo en el cierre de
la regiéon dorsal, lo cual se demuestra en este trabajo, asi como otros fenotipos letales para
el desarrollo. En el caso de kay existen estudios que demuestran este fenbmeno, asi como
su interaccion con otros genes de la via de la cinasa de Jun durante la embriogénesis en
D. melanogaster (Zeitlinger et al., 1997).

La via de la cinasa de Jun dirige el correcto cerrado dorsal embrionario. Los alelos mutantes
de genes que pertenecen a esta via inducen un fenotipo letal de apertura dorsal (Riesgo-
Escovar, Jenni, Fritz, & Hafen, 1996). De estos genes algunos estan implicados en el cancer
al igual que kay, como es el caso de Src42A (Ma et al., 2013) y Jun (Vogt, 2001); otros
como Dcdc42 (Zeitlinger et al.,, 1997) se han estudiado por su participacibn como
moduladores del citoesqueleto (Ricos, Harden, Sem, Lim, & Chia, 1999).

amfos y kay son un ejemplo de una interacciéon genética poco comun denominada letalidad
sintética, lo cual se demuestra con los resultados de este trabajo. Normalmente al realizar
una cruza entre heterocigotos de diferentes genes, la descendencia es viable

(complementan). En el caso de la letalidad sintética, esto no ocurre asi, sino que el doble
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mutante heterocigoto no es capaz de desarrollarse y muere (Nijman, 2011). Este fendmeno
sugiere una interaccibn muy estrecha entre los genes que presentan dicha dinamica.
Debido a la estrecha relacion entre el cerrado dorsal y la via de la cinasa de Jun, en este
trabajo se analiz6 a detalle dicho fenédmeno a nivel morfolégico, genético y celular (Rios-

Barrera & Riesgo-Escovar, 2013).

Cerrado dorsal embrionario, amfos y kayak
El cerrado dorsal es de los

ultimos eventos
morfogénicos del
desarrollo de D.

melanogaster (Jacinto et
al., 2002). La banda
germinal es una

estructura embrionaria

que se origina por

Imagen 1. Cambios morfologicos durante el cerrado dorsal. Al momento de la
retraccion de la banda germinal, las células de la amnioserosa estan elongadas en su Convergencia y extension
eje antero-posterior y las células del epitelio lateral se mantienen en su forma

cuboidal. En el cerrado dorsal, las celulas que constituyen la amnioserosa tienen una en el mesodermo Yy el
morfologia poligonal y las células del epitelio lateral se estiran en el eje dorso-ventral .
As= amnioserosa, LE= células de la hilera guia, E= epitelio lateral. ectodermo, se alarga ala

Modificado de Rios-Barrera & Riesgo-Escovar, 2013

region posterior y

después se retrae a la zona ventral (Campos-Ortega & Hartenstein, 1985). Esto deja un
hueco en la zona dorsal ocupado por la amnioserosa, que es un tejido extraembrionario
que sera eliminado posteriormente por histélisis (Reed, Wilk, Schéck, & Lipshitz, 2004).

En el cerrado dorsal, la via de la cinasa de jun esta activa en las células de la hilera guia, a
diferencia de la amnioserosa donde esta via no esta activa. Las células de la hilera guia, al
inicio del cerrado dorsal, no acumulan actina en la region apical; posteriormente acumulan
actina de manera apical y miosina no muscular y cambian de forma, alargandose en
direccién dorsal, hacia la region ocupada por la amnioserosa. La células de la amnioserosa
pulsan activamente, lo que es critico para que las células de la hilera guia y del epitelio
lateral se estiren dorsalmente y reduzcan asi la superficie en el area apical ocupada por la
amnioserosa y terminen por cerrar al embridn dorsalmente (Imagen 1) (Noselli & Agné,
1999; Pasakarnis, Frei, Caussinus, Affolter, & Brunner, 2016; Rios-Barrera & Riesgo-
Escovar, 2013) .
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Antecedentes

Drosophila melanogaster como modelo

Multiples organismos han sido usados para modelar y elucidar procesos biolégicos. Mendel
utilizé el chicharo y descubrio los mecanismos generales de la herencia. D. melanogaster
se convirti6 en un organismo muy importante para el estudio de la genética cuando el
laboratorio de T. H. Morgan introdujo y utilizé este organismo, pues cubria todas las
cualidades que idealmente se buscan para realizar estudios genéticos. En general, se
busca un organismo pequefo con un ciclo de vida corto que puede dejar una descendencia
numerosa en un periodo breve (Beckingham, Armstrong, Texada, Munjaal, & Baker, 2005).
En este organismo es sencillo disefiar esquemas de cruzas multigeneracionales. Para ello
es necesario aislar una hembra virgen de menos de 8 horas (a 25°C) de haber emergido
de la pupa (debido a que una vez fecundadas las hembras guardan espermatozoides en su
espermateca por varios dias) y dejarla aparearse con un macho del genotipo deseado, y
con ello obtener la progenie requerida segun sea el caso (Greenspan, 1997).

En D. melanogaster se han aislado muchos alelos mutantes de genes que se requieren
para el desarrollo (Jirgens et al., 1984). Estos alelos mutantes afectan el desarrollo,
generando estructuras alteradas en la mosca. Algunos de estos alelos se han utilizado para
seleccionar la descendencia que los porta en un cierto cromosoma, pues generan fenotipos
visibles, facilmente identificables. Ejemplos clasicos de mutaciones usadas como
marcadores son yellow y white en el cromosoma X, los cuales afectan el color del cuerpo y
de los ojos, respectivamente. A estas mutaciones se les denomina “marcadores”. También
existen los alelos Curly (Cy) en el segundo cromosoma que afecta la forma de las alas y
Stubble (Sb) en el tercer cromosoma, que afecta la forma de las quetas, (Greenspan, 1997).
En algunas cruzas se colectan moscas que perdieron el marcador y poseen el cromosoma
con la copia silvestre. La recombinacién meibtica representa un problema pues la sinapsis
entre homoélogos y el entrecruzamiento de estos, puede causar la perdida de la mutacién
de interés y no el marcador. Para eliminar este problema, los cromosomas con los
marcadores poseen multiples inversiones que impiden la sinapsis entre homdlogos y evitan
asi la recombinacion. A los cromosomas con multiples inversiones y marcadores visibles se
les denomina balanceadores. Ademas de lo anterior, poseen también mutaciones letales
recesivas, que evitan que existan en condicion homocigota (Hales, Korey, Larracuente, &
Roberts, 2015).
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Desarrollo temprano del embridn de Drosophila melanogaster

La fertilizacion en D. melanogaster ocurre dentro del oviducto por un espermatozoide que
entra por el micrépilo (Hildreth & Lucchesi, 1963). Las primeras 13 divisiones de los nucleos
del zigoto ocurren sin divisién celular y sin citocinesis, lo cual forma un sincicio transitorio
en las primeras dos horas. Posteriormente, muchos componentes del citoplasma se
segregan junto con la mayoria de los nucleos a la periferia del embridn; algunos
permanecen en el centro, no se dividen y se vuelven poliploides, se denominan vitelofagos.
Estos nucleos estan en el centro del embrion, junto con las sustancias de reserva no
celularizadas que constituyen la yema (Mahowald & Hardy, 1985).

Los nucleos que migran a la periferia se dividen cuatro veces sincronicamente con un
retraso durante la interfase (Foe & Alberts, 1983). Conforman dominios mitéticos de grupos
de nucleos que se dividen sincrénicamente, pero a diferente tiempo de los otros grupos de
nucleos, prefigurando futuros tejidos. Este periodo se conoce como blastodermo sincitial
(Foe & Alberts, 1983; Mahowald, 1971).

Después de la treceava divisién nuclear ocurre la celularizacion. La membrana plasmatica
de entre los nucleos de la periferia se invagina y se extiende hasta el centro, hacia los
vitelofagos. Interviene el citoesqueleto que rodea cada nucleo y se forman anillos
contractiles en la base de cada surco (Warn & Magrath, 1983; Warn, Magrath, & Webb,
1984).

Los surcos de escision llegan por la zona dorsal de los vitelofagos y ventral a los nucleos
periféricos (Mahowald, 1963). Durante una hora aproximadamente, cada célula
blastodermal se conecta al sincicio de la yema en la regién céntrica; aunque no se conoce
la funcion de estas hebras, se piensa que su contraccion ayuda a la gastrulacion (Rickoll &
Counce, 1980). Al final de la celularizacion la membrana plasmatica se cierra por debajo de
los nucleos periféricos y crea una capa de células en la periferia del embrién (Underwood,
Caulton, Allis, & Mahowald, 1980) .

Durante la celularizaciéon y antes de la gastrulaciéon, de 5 a 10 nucleos se mueven a la zona
posterior del embrién. En esta zona esta el plasma polar y en la décima division estos
nucleos se segregan como células polares. Estas células después se invaginan y migran
hacia las gbnadas, dando origen a la linea germinal (Underwood et al., 1980; Zalokar, 1976).

Las células germinales se forman en el area posterior del embrion y necesitan de los
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componentes del citoplasma de esta regién para su diferenciacion (lllmensee & Mahowald,
1974).

Movimientos morfoldégicos en el embrion de D. melanogaster

Gastrulacion
La gastrulacién resulta en la formacién de las capas germinales del embrion. Requiere de

la invaginacion de un segmento de células en la region ventral media, las cuales formaran
una estructura cilindrica dentro del embrién, el mesodermo. El endodermo se conforma a
partir de dos primordios distintos, el anterior que se invagina para formar la apertura y parte
anterior del endodermo, y en la regién mas posterior la zona endodermal de tal area, asi
como el proctodeo (Campos-Ortega & Hartenstein, 1985).

En la primera fase de la gastrulacion el surco ventral se invagina desde la region media de
esta zona. Un grupo de células localizadas en el polo posterior se mueve en direccion
antero-dorsal. Asi se inicia la elongacion de la banda germinal. La banda germinal se
constituye de todas las metameras (regiones segmentadas) del embrién. Las células que
se movieron antero-dorsalmente, después se internalizan a continuacién del surco ventral,
y se forma la invaginacion amnioproctodeal (Sonnenblick , 1950).

El siguiente evento de la gastrulacion es la formacion de un surco transversal estrecho a
partir de la punta rostral de la invaginacién ventral. Este surco forma el primordio
endodermal del intestino medio anterior (Poulson , 1950)

La ultima fase de la gastrulacién requiere de la reorientacion de la invaginacion
amnioproctodeal. Este movimiento esta acoplado a la elongacién de la banda germinal; de
esta manera el area del primordio posterior del intestino medio adquiere la forma de un saco
(Poulson, 1950).

La region metamérica de Drosophila esta constituida por tres primordios: los que formaran
los segmentos de la cabeza, los que conformaran los segmentos del térax y los que
formaran los del abdomen. Cada segmento de la banda germinal comprende las células
correspondientes al ectodermo y mesodermo. Estos primordios segmentales se dividen en

miomero, neuromero y dermémero (Ede & Counce , 1955).

Elongacién de la banda germinal
En esta fase el ancho del primordio ectodermal disminuye y el largo aumenta. Esto ocasiona

que la banda germinal se doble sobre su eje mientras se alarga y asi se extiende sobre su
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dorso. Como la extensién de la banda germinal se dirige a la zona dorsal, el area ventral y
dorsal es aproximadamente equivalente (Rickoll & Counce, 1980).

Este proceso ocurre después de la formacién del surco ventral y la fase inicial coincide con
el movimiento de regiones que se reacomodan durante la gastrulacion (Ede & Counce ,
1955).

Al inicio de la elongacion de la banda germinal, la invaginacién amnioproctodeal es un
pequefio surco. Mientras la elongacién acontece la punta de la invaginacién
amnioproctodeal empuja hacia adentro a las células circundantes al surco, lo cual ocasiona
que estas cubran el surco amnioproctodeal (Sonnenblick , 1950).

La segmentacion del embrién se hace evidente después de la elongacion de la banda

germinal. Una vez alargada, la banda germinal se acorta (Sonnenblick-, 1950).

Acortamiento de la banda germinal
El acortamiento de la banda germinal es un movimiento que reestablece las porciones

ventrales del embrién en la parte ventral y las dorsales arriba. La larva queda prefigurada
en el embrién, el extremo caudal del intestino posterior se reorienta organizado como el
patrén que quedara en la larva. Se fusiona el primordio anterior y posterior del intestino
medio (Campos-Ortega & Hartenstein, 1997).

Cuando finaliza el acortamiento de la -banda germinal, la parte dorsal del embrién esta
ocupada por las células de la amnioserosa que hacen contacto directo con la membrana
vitelina y no con células epidermales. Las células de la amnioserosa son extraembrionarias,
estas seran eliminadas del embrién por apoptosis e histolisis. Durante este estadio los
primordios epidermales se localizan en las zonas laterales y ventrales. El acortamiento de
la banda germinal deja un hueco en la zona dorsal que debera cerrarse en la siguiente

etapa del desarrollo (Schock & Perrimon, 2002).

Cerrado Dorsal e Involucion de la Cabeza
Para que el cerrado del hueco dorsal (recubierto por la amnioserosa) ocurra, la epidermis

de las zonas laterales debe extenderse hacia la regiéon media dorsal. En el dorso los dos
epitelios opuestos se encuentran y se fusionan al tiempo que cubren la amnioserosa, la
cual sera eliminada del embrién. Al momento en que se acorta la banda germinal los
movimientos que inducen la involucién de la cabeza comienzan. Después de estos dos
grandes reacomodos en los segmentos embrionarios, a grandes rasgos, la morfogénesis

del embrién de la mosca de la fruta esta completa (Campos-Ortega & Hartenstein, 1997).
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Control genético del desarrollo

En Drosophila los ejes corporales se originan a partir de la polaridad del ovocito en
desarrollo. En el ovario una célula germinal se divide y forma un cisto, que consiste de 16
nucleos interconectados que comparten un mismo citoplasma por medio de canales
anillados, que son uniones citoplasmicas sostenidas por el citoesqueleto. Uno se diferencia
como nucleo del ovocito y los demas forman las células nodrizas, que dan soporte al
ovocito. Alrededor se encuentran las células somaticas foliculares. Esta linea somatica en
conjunto con la linea germinal comprenden el foliculo (Mahowald & Hardy, 1985).

El foliculo dicta la polaridad del ovocito antes de la fertilizaciéon. A la mitad de la ovogénesis,
el ovocito esta en la parte posterior del foliculo, el nucleo de esta célula se encuentra
también en la porcidn posterior en ese momento (Spradling, 1993). Tal acomodo espacial
define las interacciones moleculares que preestablecen la polaridad en el ovocito
(Gonzalez-Reyes et al, 1995).

El nucleo del ovocito futuro transcribe y traduce Gurken, después lo inserta en la
membrana plasmatica aledafa al mismo (Neuman-Silberberg & Schiipbach, 1993), donde
interactia con el receptor de las membranas plasmaticas de las células foliculares
aledanas. Esto les induce un destino de células foliculares posteriores a estas células. Las
células foliculares que recibieron la sefial que dicta el destino posterior mandan de regreso
al ovocito una sefal aun desconocida mediada por una cinasa lipidica que recluta a Par-1
(Price, Clifford, & Schiipbach, 1989), la evidencia mas actual de su actividad involucra a la
proteina 14-3-3, la cual comparte los mismos fenotipos mutantes y que ademas se une a
Par-1 (Benton, Palacios, & Johnston, 2002). Par-1 organiza los microtubulos del ovocito con
el extremo (-) en la regién anterior y el extremo (+) en la zona posterior (Gonzalez-Reyes et
al, 1995).

La orientacion de los microtubulos es crucial, pues distintas proteinas motoras llevan
diferentes MRNAs o proteinas en diversas direcciones. Las proteinas Kinesinas y Dineinas
son motores que se mueven al extremo (+) y al extremo (-) de los microtubulos,
respectivamente. El mRNA oskar es transportado por una Kinesina a la region posterior
(Zimyanin et al., 2008). oskar solo se traduce si llega al polo posterior. En su forma proteica,
Oskar recluta a mas Par-1 en la region posterior, lo cual estabiliza la orientacién de los

microtubulos (Doerflinger, Benton, Torres, Zwart, & St Johnston, 2006).
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Eje antero-posterior

Los genes de efecto materno establecen el eje antero posterior

Existen dos centros organizadores, uno de la region anterior y otro en la posterior. El ARN
mensajero de bicoid y el de nanos se traducen dénde estan, y sus productos proteicos se
encargan de dictar el destino de la zona anterior y posterior, respectivamente. Estos
mensajeros son transportados desde las células nodrizas al ovocito, donde se traducen
posterior a la fertilizacién, para desempefiar sus tareas morfogénicas (Lehmann & Nisslein-
Volhard, 1991).

Bicoid y el eje anterior

El mensajero de bicoid es un gen sintetizado en las células nodriza y es transportado al
ovocito. Cuando la fertilizacién ocurre, bicoid se traduce y la proteina establece un gradiente
de concentracidén. La concentracion es mayor en la parte anterior y disminuye hacia la
region posterior. La pérdida de funcion de este gen induce que las estructuras anteriores
no se desarrollen (térax, cabeza y acron) y las mutantes poseen solo el abdomen y los
segmentos terminales (Frohnhéfer & Nuisslein-Volhard, 1986). La expresion ectopica de
bicoid en otras regiones es suficiente para desarrollar estructuras anteriores ectopicas
(Berleth et al., 1988; Driever & Nusslein-Volhard, 1988).

La localizacion de bicoid en la region anterior depende de su extremo 3" UTR (Ferrandon,
Koch, Westhof, & Nu, 1997). Esta secuencia interactia con Exuperantia y Swallow,
mientras se encuentra en el foliculo (Ferrandon et al., 1997; Schnorrer, Bohmann, &
Nusslein-Volhard, 2000). ElI complejo Exuperantia-bicoid es transportado de las células
nodriza al ovocito por una Kinesina, (Arn, Cha, Theurkauf, & Macdonald, 2003) y una vez
dentro del ovocito, queda anclado a una Dineina al extremo (-) de los microtubulos en la

region anterior (Cha, Koppetsch, & Theurkauf, 2001).

Nanos v el eje posterior
El gen de efecto materno nanos es transportado al ovocito, posterior a la fertilizacion. Este

gen establece las sefiales necesarias para el desarrollo de las estructuras de la zona
posterior, lo cual le convierte en el centro organizador de dicha region (Lehmann & Nusslein-
Volhard, 1991). La localizaciéon de este mensajero y su regulacion transcripcional involucra
a los genes oskar, staufen, vasa, valois y tudor por medio del 3'UTR de nanos (Gavis &

Lehmann, 1992; Ruth Lehmann & Nusslein-Volhard, 1986) . La “trampa” especializada para
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que nanos quede en la regidn posterior es la proteina Oskar (Ephrussi, Dickinson, &
Lehmann, 1991).

El mRNA oskar y la proteina Staufen se transportan al polo posterior por una Kinesina
donde se unen a los microfilamentos de actina. Staufen permite la traduccion de oskar en
la regidn posterior y la proteina se une a secuencias del segmento 3’"UTR de nanos(Brendza
et al., 2000; Hachet & Ephrussi, 2004).

El mensajero de nanos se difunde a través del ovocito y queda anclado a través de su
3'UTR al inhibidor traduccional Smaug (Forrest, Clark, Jain, & Gavis, 2004; Nelson, Leidal,
& Smibert, 2004). Este recluta a la proteina CUP, que previene la unién del mMRNA nanos a
la maquinaria ribosomal. Si Oskar se une al complejo nanos-Smaug-Cup, entonces induce
la liberacion de CUP y nanos puede traducirse en la region posterior (Forrest et al., 2004;
Nelson et al., 2004).

Los genes de efecto materno en la region posterior del ovocito son esenciales para la
embriogénesis pues especifican el destino de las células que formaran el abdomen y la
linea germinal. Las células polares que originan la linea germinal provienen del polo
posterior. Es necesario remarcar que Oskar, Vasa y Nanos son miembros importantes del
plasma germinal (Saffman & Lasko, 1999).

Es importante mencionar que las proteinas Bicoid y Nanos no estan ancladas al
citoesqueleto y por ello difunden libremente por el citoplasma, de esta manera se generan
dos gradientes opuestos entre la region anterior y la posterior. Los modelos matematicos
indican que el gradiente se forma por la difusion libre de estas proteinas, asi como por

medio de su degradacion (Little, Tkacik, Kneeland, Wieschaus, & Gregor, 2011).

Inhibidores Transcripcionales especificos y sus gradientes

Existen otros dos genes de efecto materno para establecer el eje antero-posterior, estos
son hunchbacky caudal. Son sintetizados en las células nodrizas y transportados al ovocito,
donde se distribuyen en todo el citoplasma (Fujioka, Emi-Sarker, Yusibova, Goto, & Jaynes,
1999). Para que pueden desempefiar su funcion en gradientes, la traduccion de hunchback
y caudal es inhibida por Nanos y Bicoid, respectivamente (Rivera-Pomar & Jéckle, 1996).

En la region anterior Bicoid inhibe la traduccidén de caudal, se une a su extremo 3" UTR y
recluta a Bin3, un estabilizador de un complejo que impide la unién del extremo 5" UTR de
caudal a los ribosomas (Rivera-Pomar & Jackle, 1996). Si caudal se expresa en la region
anterior, entonces la formacion de la cabeza y el térax se altera (Mlodzik, Gibson, & Gehring,

1990). En la zona posterior donde la proteina Caudal se traduce, induce la transcripcion de
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genes cigbéticos como knirps'y giant que son criticos para el desarrollo del abdomen (Rivera-
Pomar et al., 1995).

Nanos en la zona posterior del embrion, donde su concentracidon es mayor, forma un
complejo con Pumilio, una ribonucloproteina (Murata & Wharton, 1995). En conjunto con
Brat y d4EHP, el complejo se une al 3’ UTR de hunchback e inhiben su traduccion (Cho et
al., 2006).

Bicoid es un factor de transcripcion muy conservado (Berleth et al., 1988). Activa la
expresion cigética de hunchback, buttonhead, orthodenticle y empty spiracles, se requieren
para el desarrollo de cabeza y térax(Casanova & Struhl, 1989; Cohen & Jirgens, 1990;
Driever & Nusslein-Volhard, 1988; Finkelstein & Perrimon, 1990; Gao & Finkelstein, 1998;
Grossniklaus, Cadigan, & Gehring, 1994). La regulacién de Bicoid sobre hunchback ayuda
a establecer un gradiente de la proteina Hunchback en la porcién anterior. Estas dos
proteinas trabajan de manera conjunta para organizar la expresiéon de genes involucrados

en las estructuras anteriores (Simpson-Brose, Treisman, & Desplan, 1994).

Establecimiento del eje dorsal-ventral
Debido a la polarizacién de los microtubulos en el ovocito, el nucleo de este es empujado a

la zona anterior dorsal (Zhao, Graham, Raposo, & St Johnston, 2012). El mensajero de
gurken se localiza entre el nucleo del ovocito y la membrana plasmatica y su forma proteica
establece un gradiente dorsal-ventral en el eje anterior-posterior a lo largo del area dorsal
(Neuman-Silberberg & Schiipbach, 1993). La difusién de Gurken es muy corta, por ello solo
interactia con las células foliculares mas cercanas al nucleo de ovocito, a las cuales les
induce a diferenciarse como células foliculares dorsales. De esta manera se establece el
eje dorsal-ventral en las células foliculares que rodean al ovocito (Montell, Keshishian, &
Spradling, 1991).

La misma interaccion entre Gurken y Torpedo que induce un destino dorsal a las células
foliculares, preestablece en el embridn el eje dorsal-ventral, por medio de la activacion de
diversos genes. Después de la interaccion de Gurken con su receptor Torpedo, este activa
al factor de transcripcional Mirror que inhibe la expresion de pipe en la regidn dorsal (Andreu
etal., 2012), de manera que dicho gen solo se encuentra en las células foliculares ventrales
(Sen, Goltz, Stevens, & Stein, 1998).

Pipe sulfata las proteinas de la membrana vitelina, incluyendo a la proteina Gastrulation-
defective. Pipe se une a dichas proteinas sélo en la region ventral y asi recluta al complejo

que escinde a Easter y lo deja en su forma activa, lo cual ocurre en la region perivitelina
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(Stein & Stevens, 2014). La interaccion anteriormente descrita permite que Easter
desempefie su funcién de proteasa y corte a Spatzle (Chasan, Jin, & Anderson, 1992). Toll
es el receptor de Spatzle. Este receptor esta distribuido por todo el ovocito, pero sélo se
activa en la zona ventral donde se difunde su ligando Spétzle (Hashimoto, Hudson, &
Anderson, 1988).

Debido a que Spétzle se encuentra solo en la region ventral, la sefializacion de su receptor
Toll, solo estara activa en esta region. La cascada de sefalizacion de Toll induce que la
proteina denominada como Dorsal pueda entrar solo a los nucleos en las zonas ventrales
y asi se termine de establecer el eje dorsal-ventral en el embrion (Stein & Stevens, 2014).
El mRNA dorsal es transportado por las células nodriza al ovocito y su transcripcién
comienza 90 minutos después de la fertilizacion( Steward, Ambrosio, & Schedl, 1985;
Steward, 1989). Dorsal esta distribuido por todo el embridn durante la etapa de blastodermo
sincitial, pero sélo se internaliza en los nucleos ventrales, porque normalmente esta
secuestrado en el citoplasma por Cactus. La via de Dorsal, cuando se activa por la unién
de Spatzle a Toll, provoca que Cactus se fosforile por la cinasa Pelle y se degrade en el
proteosoma, liberando a Dorsal. Una vez en el nucleo, Dorsal regula genes para el
desarrollo del mesodermo y del ectodermo ‘ventral(Galindo, Edwards, Gillespie, &
Wasserman, 1995; Kidd, 1992; Roth, Stein, & Nusslein-Volhard, 1989; Rushlow, Han,
Manley, & Levine, 1989). Dorsal es responsable de activar genes involucrados en la
formacion del mesodermo ventral como snail y twist (Stein & Stevens, 2014).

El epitelio lateral y la amnioserosa estan originalmente diferenciados por la sefal
antineuronal del morfégeno dpp. Los niveles del area mas dorsal del embrion que dara
origen a la amnioserosa poseen mayor expresion de dpp en comparacion a la region de la
epidermis lateral (Stronach & Perrimon, 2001). La amnioserosa expresa, ademas, los genes
zerknlillt (zen) y related to angiotensin converting enzyme (race) (Rios-Barrera & Riesgo-
Escovar, 2013)

Segmentacion en el embridon de la mosca

Los genes cigoticos controlan el cambio del estadio sincitial al plano corporal segmentado.
En el citoplasma del sincicio existen microambientes muy variados por los genes de efecto
materno y sus dianas moleculares. Los genes de efecto materno inducen la expresion
cigotica de los genes gap, son factores de transcripcion que regulan la expresion de los

genes de regla de pares que organizan los parasegmentos del embrién (Jaeger, 2011).
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Los genes de regla de pares median la expresion de los genes de polaridad de segmentos,
y estos ultimos mantienen el patrén de los parasegmentos mediante sefializacion yuxtacrina
que dicta el destino celular que define el limite de los parasegmentos. El proceso final en la
segmentacion requiere los genes gap y los de regla de pares para regular los genes
homeodticos, que dictan el destino individual de cada segmento (Harding, Hoey, Warrior, &
Levine, 1989).

Cerrado dorsal en Drosophila melanogaster

Generalidades
El cerrado dorsal es de los ultimos eventos que ocurren durante la.embriogénesis de D.

melanogaster. En este proceso se cierra el embrién dorsalmente, el epitelio lateral se estira
y cubre la seccién dorsal ocupada por la amnioserosa (tejido extraembrionario). El
segmento dorsal sin epidermis es producto de la retraccion de la banda germinal (Jacinto
et al., 2004). Para cerrar este espacio en la regiéon dorsal las células aledafas se alargan y
cubren esta region. Esto ocurre sin ninguna divisién celular. De esta manera la amnioserosa
dorsal queda cubierta por las células epiteliales y muere (Payre, 2004).

El cerrado dorsal comparte mecanismos con el cerrado del tubo neural y la palatogénesis
(Jacinto et al., 2004), asi como el cerrado del corazdn y la epibolia en vertebrados. Aunque
los fendbmenos mencionados no ocurren en la misma regién ni al mismo tiempo comparten
diversos elementos como las vias de sefalizacion, la region epitelial aledafia migra o se
reorienta, y se origina un tejido continuo (Kiehart et al., 2017).

El cerrado dorsal es un proceso tipo “bolsa de jarreteras” que requiere de la participacion y
reorganizacion del citoesqueleto de actina-miosina (Jacinto et al., 2002). El fenotipo
causado por el fallo de este fenbmeno da lugar a una apertura en la regién dorsal. Este
fenotipo embrionario letal de apertura dorsal ha servido para identificar diferentes genes
que participan en dicho proceso, como los de la via de decapentaplegic (dpp) y los de la
via de la cinasa de Jun (JNK). La via JNK activa la expresion de diversos genes mediante
el complejo Fos/Jun (AP-1) o Kayak(Kay)/Jun related antigen(Jra) en la mosca (Noselli &
Agné, 1999).

La sefalizacion controla dos grandes eventos morfolégicos en el cerrado dorsal. Durante el
primero, las dos capas laterales de células epiteliales cambian de forma, se estiran

dorsalmente de manera que convergen, y en el segundo se conectan los extremos
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anteriores y posteriores. Este ultimo proceso se conoce como cierre (Jankovics & Brunner,
2006).

La convergencia epitelial requiere de la constriccion apical de las células de la amnioserosa,
porque genera la fuerza necesaria para conjuntar las células epidermales hacia la linea
media. Mientras esto ocurre las células epiteliales cambian su forma y se elongan en su eje
dorso/ventral (Kiehart et al., 2000).

Las células del epitelio lateral que se encuentran en la fila mas dorsal a cada lado del
embrion se denominan hilera guia. Estas células se polarizan paralelamente al eje
dorsal/ventral, y excluyen el complejo de proteinas encargadas de la adhesidn célula-célula,
acumulando actina y miosina Il en la region mas dorsal (Kaltschmidt et al., 2002). La
formacion de filopodios ayuda al cierre en la region mas dorsal de las membranas. Estas
estructuras permiten el contacto inicial entre las capas epiteliales (Jankovics & Brunner,
2006).

Via JNK en el cerrado dorsal

Diversas fuerzas mecanicas estan involucradas en el cerrado dorsal como los microtubulos,
el cable supracelular de actina y la pulsiéon de la amnioserosa (ver abajo) (Noselli & Agné,
1999). El centro de sefalizacién responsable de coordinar estos eventos se encuentra en
la hilera guia, orquestado por la via de la cinasa de Jun (JNK). Basket (Bsk) es el homélogo
de JNK en Drosophila y Jra es el homdlogo en Drosophila de Jun. La via de la cinasa de
Jun se activa solo en la hilera guia antes del cerrado dorsal. Decapentaplegic (Dpp) se
secretea de la hilera guia y se difunde para coordinar el cambio de forma celular durante el
cerrado dorsal en otras células(Garcia-Fernandez, Martinez-Arias, & Jacinto, 2007; Glise &
Noselli, 1997b; Riesgo-Escovar & Hafen, 1997).

La diferenciacién de la hilera guia del epitelio lateral es clave para el cerrado dorsal, pues
estan en contacto con la amnioserosa y son el centro de actividad de la via JNK, aunque
la diferenciacion ocurre en los estadios tempranos en la embriogénesis y el cerrado dorsal
es de las ultimas etapas (Noselli, 1998). Esta via tiene funciones conservadas, en D.
melanogaster se requiere para el cerrado dorsal, cerrado del térax, desarrollo de las células
foliculares y la rotacion de las células del disco genital en machos (Rios-Barrera & Riesgo-
Escovar, 2013).
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Es importante resaltar que hasta la fecha no se ha podido identificar al receptor ni al ligando
responsable de activar a Bsk en el cerrado dorsal. Los componentes mas arriba de la via
identificados, son genes que codifican para proteinas con actividad de tirosin cinasa
citoplasmica de la familia Src: Src42A, Src64B y Btk29A. A pesar de que la perdida de

funcién de uno de estos genes, no inducen fenotipo de apertura dorsal, cuando se hacen

Muclear membrane

Imagen 2. Actividad dela via JNK en el cerrado dorsal. No se conoce el ligando que
activa la via durante el cerrado dorsal. Src es el componente mas arriba de la via
identificado, fosforila a Dok y este recluta a Skark. Misshapen (Msn) es una cinasa
MAP4k, activa por fosforilacién a Slipper (Slpr), una cinasa MAP3K que forma un
complejo con Rac. Slpr se une a Msn y Rac, este complejo es necesario para la correcta
actividad‘de Slpr. Hemipterous (Hep) es una cinasa de tipo MAP2K, fosforila a Basket
(Bsk). Conector de cinasa a AP-1 (Cka) ayuda a formar el complejo Hep/Bsk y Jra (el
homdlogo-de Jun en Drosophila). Bsk fosforila a Jra, esto induce su unidn con Kayak
(Kay), Bsk fosforila al represor Anterior Open e indice que se desacople del DNA, asi
Jra/Kay activan la transcripciéon de genes como Decapentaplegic (Dpp) vy Puckered
(Puc) un regulador negativo de la via.

Modificado de Rios-Barrera & Riesgo-Escovar, 2013

combinaciones de dobles mutantes 6 triples mutantes los embriones si muestran dicho

fenotipo letal (Rios-Barrera & Riesgo-Escovar, 2013) (Imagen 2).
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Shark es una tirosin cinasa citoplasmica que participa en la sefalizacién de Bsk. Al eliminar
la contribucién materna de esta, se induce un fenotipo de apertura dorsal en los embriones
(Fernandez et al., 2000). Esta enzima posee un dominio SH2, es capaz de interactuar con
el adaptador Dok y los alelos nulos de este ultimo gen también inducen el mismo fenotipo.
Se puede hacer el rescate de la condicion letal de Dok mediante la sobreexpresion de shark.
En cambio Src42 no es capaz de rescatar los alelos nulos de Dok. Por ello se propone que
Src42 fosforila a Dok y Dok recluta a Shark (Biswas, Stein, & Stanley, 2005). La familia
proteica Rac esta implicada también en la sefalizacion JNK como activadores de esta. Esto
se estudié primeramente mediante la expresion ectdpica de formas activas de algunos de
los componentes de dicha familia. Drac1V12 y Dcdc42V12 son capaces de activar
ectdpicamente la expresion de puckered y dpp (Glise & Noselli, 1997a). En particular, las
proteinas Rac en la mosca, cuando mutadas, presentan fenotipos de apertura dorsal (Rios-
Barrera & Riesgo-Escovar, 2013).

Slipper (Slpr) es una cinasa tipo MAP3K, de la familia MLK (Cinasa de linaje mixto), se une
a Rac1 y Misshapen (Msn), los alelos nulos de esta Ultima proteina producen un fenotipo
de apertura dorsal y codifica para una cinasa MAP4K de la familia Ste20 (Sterile-20) (Su,
Treisman, & Skolnik, 1998). En vertebrados, DOC180 es una GTPasa de proteinas tipo
Rac, y contiene un sitio SH3. DOC180 moldea la morfologia celular (Kiyokawa et al., 1998;
Wu & Horvitz, 1998). myoblast city (mbc) es el homologo en Drosophila de DOC180. Las
mutantes tienen fenotipo de apertura dorsal. Los embriones con esta mutacién tienen una
forma mas redondeada y expresan de manera anormal la Fasciclina Il (Erickson, Galletta,
& Abmayr, 1997). Los mutantes acumulan menos actina filamentosa, en comparaciéon con
los silvestres. El cambio observado en el citoesqueleto, esta mediado por Drac1, pues mbc
es capaz de suprmir los defectos en las mutantes de Drac1. Al afectar la activacion de la
via de JNK, la expresion de dpp inducida por la via JNK es menor en los mutantes (Nolan
et al., 1998).

Slpr se une al extremo C-terminal de Msn a través de la region central de Slpr, que consta
de un dominio con zipper de leucina y un sitio CRIB que ayuda en dicha interacciéon
(Garlana, Gonda, Green, Pileggi, & Stronach, 2010). Las mutantes de slpr se aislaron en
tamizajes genéticos en busca de genes de efecto materno (Chou & Perrimon, 1996); sus
alelos hipomorfos tienen defectos en el cerrado del térax y fallos en la rotacién de los
genitales masculinos(Polaski, Whitney, Barker, & Stronach, 2006; Beth Stronach &
Perrimon, 2002) (Imagen 2).
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Slpr requiere de Rac1 y Msn para su actividad. Debido a que Rac1, Rac2 y Mtl son
redundantes genéticamente, la interaccion con Slpr es similar. Probablemente Msn
fosoforila a Slpr, de esta manera lo activa. Mediante experimentos genéticos de epistasis
se determiné que Msn actua antes de Hemipterous (Hep) (Su et al., 1998). Mediante un
ensayo de dos hibridos, fue posible comprobar la interaccion fisica entre Misshapen vy el
factor asociado al receptor TNF de Drosophila, lo cual abre la posibilidad de la interaccion
entre el receptor TNF y la via JNK en el cerrado dorsal (Su et al., 1998).

Hemipterous (Hep) media la sefalizaciéon entre Slpr -una MAP3K- y la activacién de Bsk.
Hep fue el primer componente de la via que se demostro en participar en el cerrado dorsal
(Glise, Bourbon, & Noselli, 1995). Hep es una MAP2K y es homélogo al MKK7 de
mamiferos. Mediante experimentos de epistasis fue posible deducir su participacion por
debajo de Rac1. Alelos nulos de hep no expresan los genes de respuesta de bsk. Se ha
propuesto que Hep fosforila a Bsk en un motivo TPY vy asi la activa(Martin-Blanco, Pastor-
Pareja, & Garcia-Bellido, 2000; Zeitlinger & Bohmann, 1999) (Imagen 2).

Los alelos nulos de basket (bsk) son letales para el desarrollo embrionario debido a un fallo
en el cerrado dorsal (Riesgo-Escovar et al.,, 1996). Los primeros alelos de este gen se
aislaron en la célebre mutagénesis dirigida por Wieschaus y Nusslein-Volhard, en la cual
buscaban mutantes letales para el desarrollo embrionario (Ephrussi & St. Johnston, 2004).
Bsk en su forma activa fosforila a Jra en residuos de serina y treonina en el extremo N
terminal. Este gen es el homélogo en Drosophila de Jun, y codifica un factor de
transcripcion. Cuando Jra es fosforilado por Bsk, su forma activa es capaz de interactuar
con el factor de transcripcion Kayak (Kay). De esta manera se forma el compeljo AP-1.
Ambos factores poseen un dominio de interaccion proteina-proteina de zipper de leucina
(Bogoyevitch & Kobe, 2006) (Imagen 2). Las versiones mutantes de falta de funcién de los
factores de transcripcion Kay y Jra poseen el fenotipo de apertura dorsal. Kay tiene
contribucién materna, ademas de su funcién en el correcto cerrado dorsal, esta implicado
en la ovogénesis y en la especificacion del endodermo (Riesgo-Escovar & Hafen, 1997)
Cka (Conector de cinasa a AP-1) es una proteina de andamio que probablemente ayuda a
la formacion de un complejo entre Hep, Bsk y Jra/Kay. Se desconoce el mecanismo preciso
de como ocurre esto, pues Hep se encuentra en el citoplasma y Jra en el nucleo, mientras
que la localizacion de Kay fluctua entre dichas regiones celulares (Kockel et al ., 1997). Al
eliminar la contribucidon materna de Cka, los embriones no completan su desarrollo debido
a que muestran un fenotipo de apertura dorsal y las mutantes cigéticas de este gen mueren

como pupas (Chen et al., 2002).
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Entre los blancos transcripcionales del complejo AP-1se encuentra decapentaplegic (dpp),
el cual es secretado de la hilera guia e induce a la amnioserosa y a la epidermis lateral a
que cambien de forma (Garcia-Fernandez et al., 2007). Se cree que esto genera la
formacion de un gradiente ventral en el epitelio lateral, que induce cambios en la forma
celular .De esta manera se lleva el mensaje a todo el epitelio lateral (Riesgo-escovar &
Hafen, 1997).

Otro gen de respuesta de la via Jnk es la fosfatasa puckered (puc). El nombre proviene del
fenotipo mutante: los embriones mueren con una pequeia linea fruncida con pequefias
aperturas en la linea dorsal media. puc es un regulador negativo de la via(Glise & Noselli,
1997a; Martinez-Arias & Lawrence, 1985). El gen codifica para una fosfatasa de la familia
PP2. Cuando se sobre expresa este gen, también se observa un fenotipo de apertura dorsal
(Martin-Blanco et al., 1997).

Las células lideres estan marcadas por la expresion de puc y dpp. Cuando alguno de los
componentes positivos de la via es eliminado, se pierde la expresion de estos marcadores
(Glise et al., 1995). La amnioserosa y la epidermis lateral son derivados del ectodermo. El
cerrado dorsal también requiere de la participacién del factor de transcripcién dominio ETS
Anterior abierto (Aop) (Riesgo-Escovar & Hafen, 1997), es un regulador negativo durante
este proceso y su sobreexpresion produce fallas en el cerrado dorsal (Rios-Barrera &

Riesgo-Escovar, 2013).

Citoesqueleto y Microtubulos
El cerrado dorsal requiere de la participacion del citoesqueleto, asi como del cambio

estructural en las células epiteliales (Martin & Parkhurst, 2004). Las células de la hilera guia
forman un borde lider hacia la apertura dorsal. En estas células se acumula dorsalmente
acto-miosina y se forma un cable, ademas de que existe una gran cantidad de actina en los
lamelopodios y filopodios dorsales. Estas ultimas estructuras median el contacto inicial
entre las células opuestas de cada hilera guia (Woolner, Jacinto, & Martin, 2005).

El espacio intracelular en células que no estan en division puede remodelarse por medio de
los microtubulos. Los microtubulos participan en el cerrado dorsal, pero sélo en las células
epiteliales durante de la ultima etapa del cierre con lo cual se sella el espacio ocupado por
la amnioserosa (Jacinto et al., 2004). Los microtubulos de estas células se reorganizan de
manera inusual a su distribucién espacial normal, formando arreglos antiparalelos en

direccion dorsal-ventral. Este es un claro ejemplo de cdmo se reorganizan dichos

26



componentes celulares de manera transitoria para realizar un proceso celular (Jankovics &
Brunner, 2006).

Mas especificamente, durante el cerrado dorsal la red de microtubulos se reajusta
(Kaltschmidt et al., 2002). La hilera guia durante el inicio del cerrado dorsal posee una red
irregular de microtubulos, y mientras avanza el proceso, estas estructuras se reorganizan y
forman un conjunto acentrosomal que se alinea a lo largo del eje dorsal/ventral. Aunque el
conglomerado de microtubulos es estable, estos se mantienen dinamicos en su nivel
individual y en la hilera guia forman protuberancias celulares (Jankovics & Brunner, 2006).
Los microtubulos son prescindibles para el cambio de forma del epitelio, pero contribuyen
activamente al final del proceso al cierre del hueco epitelial ocupado por la amnioserosa
mediante dos mecanismos diferentes en dos pasos seguidos. Al inicio del cierre los
microtubulos en la hilera guia regulan la dinamica de las protuberancias celulares, pues
ayudan a impulsar el contacto inicial entre las células de esta hilera, y en una fase mas
tardia se contraen y se encuentran adosados mediante su extremo (+) a las adhesiones
celulares recién formadas, donde probablemente brindan la fuerza necesaria para conjuntar
las hileras de células opuestas (Eltsov et al., 2015).

Existen proteinas que coordinan la interaccion entre actina y microtubulos. Entre estas
destacan las Spectraplakins (Suozzi, Wu, & Fuchs, 2012). En vertebrados existen dos,
ACF7 y BPAG1, en Drosophila existe un gen homélogo llamado short stop (shot). En la
hilera guia une a los microtubulos y a la red de actina, estabiliza estos ultimos e induce una
red estable. Ademas induce la formacion de filopodios para el contacto inicial entre la hilera
guia de las regiones opuestas para poder dar inicio al cierre durante el cerrado dorsal
(Takacs et al., 2017)

En vertebrados la familia de proteinas Rho contiene a un grupo de pequefias GTP-asas,
las cueles son capaces de regular el citoesqueleto de actina. En Drosophila, los homélogos
de estas y la expresion de alelos dominantes negativos de estas como Drac1, Dcdc42 o
DrhoA1 en la regiéon del ectodermo inducen un fenotipo de apertura dorsal (Harden et al.,
1995; Harden et al.,1999; Riesgo-Escovar et al., 1996).

Las proteinas Drac1, Dcdc42 y DrhoA se encuentran de manera diferencial en la hilera guia.
Esto se comprob6 mediante isoformas dominantes negativas, como DracN17, la cual
irrumpe el ensamble de la actina y la miosina de manera mas marcada que Dcdc42N17
(Harden et al., 1999).
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Filopodios

Estudios como el de Jacito et al., 2000, que utilizan estudios de imagenologia en vivo,
revelan la formacion de filopodios que se proyectan dorsalmente a partir de la membrana
apical de las células de la hilera lider durante el cerrado dorsal. Cuando los filopodios de
las dos capas epiteliales se tocan y conjuntan, esto inicia la interdigitacion durante el cierre.
Los filopodios pueden ser eliminados del cerrado dorsal mediante la expresién de un alelo
mutante dominante negativo de Cdc42 que conlleva a un fallo en la fusién del epitelio
(Jacinto et al., 2000). La fusién epiletial es precisa si las laminas de fusién estan bien

segmentadas.

Proteinas de membrana

Los cambios que ocurren a nivel membranal y en el citoesqueleto durante el cerrado dorsal
requieren de proteinas efectoras como Canoe (Cno) y ZO-1, las cuales poseen un dominio
PDZ. Este dominio les ayuda a formar complejos en la-membrana (Craven & Bredt, 1998;
Miyamoto et al., 2007; Takahashi et al., 2002) . Cno y ZO-1 interactuan bioquimica y
genéticamente (Choi et al., 2011). En homocigocis cno y en dobles homocigotos cno y
polychaetoid (gen que codifica para ZO-1), muestran un fenotipo claro de apertura dorsal
(Takahashi et al., 2002).

Las uniones septadas en insectos son equivalentes a las uniones estrechas en las células
epiteliales de vertebrados. Hay tres genes en Drosophila que se encargan de mantener
estas estructuras: disc large (Perrimon, 1988), coracle (Fehon, Dawson, & Artavanis-
Tsakonas, 1994) (Lamb, Ward, Schweizer, & Fehon, 1998) y neurexina 4 (Baumgartner et
al., 1996). Mutaciones en estos tres genes causan un fallo en el cerrado dorsal. discs large
y neurexina 4 son necesarios para la correcta localizacién de coracle (Hough, Woods, Park,
& Bryant, 1997; Lamb et al., 1998).

Justificacion

El desarrollo en el modelo genético de Drosophila melanogaster comparte diversos
fendbmenos conservados con otros organismos, por ello es un buen modelo para entender
procesos compartidos entre especies. kayak es un gen involucrado en distintos procesos
del desarrollo y por su estrecha relacién con amfos hace de este segundo gen un excelente

candidato para entender como kayak desempefia sus tareas morfogénicas
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Hipotesis
amfos y kayak presentan los mismos fenotipos mutantes letales para el desarrollo
embrionario, la interaccion genética entre estos permite cuantificar la letalidad inducida por

este fendbmeno. La secuenciacion de los alelos mutantes de amfos permite identificar las

lesiones moleculares y esclarece los motivos estructurales que regulan la funcion de amfos

Objetivos

General: Caracterizar y cuantificar los fenotipos embrionarios mutantes de amfos.
Especifico 2: Comprobar y cuantificar la interaccién genética entre amfos y kay
mediante pruebas de complementacion.

Especifico 3: Caracterizar y cuantificar los fenotipos embrionarios mutantes de
amfos.

Especifico 4: Secuenciar el locus de amfos en los alelos mutantes y controles, para

encontrar y describir las lesiones moleculares responsables de los fenotipos.

Metodologia

Genética y cruzas de amfos y kayak

Se realizaron cruzas genéticas entre individuos o moscas que portan alelos de amfos y de
kayak para analizar interacciones genéticas. Para esto se seleccionaron hembras virgenes
de genotipo Thar’/Tm3, GFP con machos kay’/Tm3, GFP. En una cruza independiente se
usaron hembras virgenes del mismo genotipo con machos kay?/Tm3, GFP. Se utilizaron
machos con diferentes alelos de kay para descartar que los resultados fueran alelo-
especificos.

Ademas de cruzas con Thar1, también se realizaron cruzas con |1(3)7E103+21. En este
caso, se seleccionaron hembras virgenes de /(3)7E103+21/Tm3, GFP con machos
kay'/Tm3,GFP y con machos kay?Tm3,

Ademas de estas cruzas, se usaron las mismas cepas de amfos y de kay para obtener
embriones homocigotos mutantes para estudiar y cuantificar fenotipos embrionarios
mutantes. Se usé como control la cepa yellow, white (y,w) porque los alelos mutantes de

kay estudiados y uno de amfos (I(3)7E103+21) estan en ese fondo mutante. Se
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seleccionaron aquellos embriones que eran homocigotos, se podian distinguir
fenotipicamente debido a que los parentales eran heterocigotos para los alelos de amfos 'y
tenian también GFP en otro cromosoma, entonces los homocigotos para amfos, eran los
embriones que no completaban su desarrollo embrionario y ademas no tenian GFP, para
ello se separaron los embriones y se observaron al estereoscopio, el cual tiene adaptado

una lampara para fluorescencia.

Preparacion de cuticulas
Con la finalidad de cuantificar el fenotipo de los alelos mutantes, los embriones se

colocaron en medio de montaje para digerir los tejidos y observas las cuticulas al
microscopio. Se prepararon cuticulas de embriones mutantes homocigotos de los alelos de

amfos con los siguientes genotipos:

I(3)7E103+21 Thar' Thar?
Ki, mab’ Ki, mab? I(3)7E103+21*", kay™"
I(3)7E103+21* kay?*"" Thar™", kay'”" Thar*", kay?""

Los cuatro ultimos genotipos fueron probados para analizar la interaccion de kay con amfos.
Se colocaron los embriones de los genotipos anteriores en cloro porcentaje 5%, durante 1
minuto para eliminar el corién. Después se enjuagaron con una solucion de PBS con 0.3%
Tritdn. Se colocd en un portaobjetos y se afladié medio de montaje PVA que contiene acido
lactico, fenol y polivinil alcohol. Se dejan digerir durante dos dias en una placa caliente para

digerir los tejidos internos.

Extraccion de ADN

Se colectaron embriones mutantes homocigotos de los fenotipos:
Thar? 2)Ki,mab® 3)1(3)7E103+21. Para extraer el ADN se utilizé el protocolo con fenol-
cloroformo como el agente principal para degradar proteinas y otros componentes

celulares, descrito en (Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989).

Reaccidén en cadena de la polimerasa

De las extracciones de ADN con los genotipos especificos se realizé una amplificacién por
PCR de los alelos mutantes siguientes: Thar?, Kimab?y I(3)7E103+21. Se usaron los
oligonucleétidos disefiados en el laboratorio de Genética de Transduccion de Sefiales

Foramfos, con Amfosnoti3, y Aficon Af3, con un amplicon esperado de 1200 bases
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aproximadamente para cada par de primers. Para esta tarea se uso el kit de ThermoFisher

Phire Tissue Direct PCR Master Mix, se siguieron las indicaciones de la casa comercial, el

equipo utilizado para la reaccion de PCR fue el miniPCR. La temperatura de alineamiento

usada para el par de primers Foramfos- Amfosnoti3 fue de 64°C a 40 ciclos, con 1 minuto

20 segundos de extension. En el caso del par de primers Af1-Af3, las condiciones fueron

las mismas, con excepcion de la temperatura de alineamiento fue de 55°C.

Primers
Nombre Secuencia
Foramfos GACGAACAATGAGCCGACGTC
Amfosnoti3 GGCCGCTTTGCTTGCAGCACCAACAATATCG
Afl GTTAGCACAATCAACAGTCTCG
Af3 GGAAGGCAACCAGTACGTCC

Se usaron los primers Foramfos-Amfosnoti3 para amplificar la zona 3, y el par Af1-Af3 para

amplificar la region 5° (figura 5a). Los primers Af1-Af3 hibridan en otras regiones del

genoma de D. melanogaster (Tabla 1), esto se realizé mediante un Blast de los primers

a Afl
Description Species Score E value
3R Dmel 44 1047 531764e-05
2L Dmel 32.2105 0.202398
X Dmel 28.2458 3.16012
4 Dmel 282458 3.16012
3L Dmel 282458 3.16012
b Af3
Description Species Score E value
3R Dmel 4014 0.000593044
3L Dmel 282458 225723
2L Dmel 282458 225723
X Dmel 26.2635 891914
2R Dmel 26 2635 891914

Tabla 1. Regiones donde hibridan los primers Afl y Af3. Se muestran los resultados de realizar
un Blast de los primers Afl y Af3 contra el genoma de D. melanogaster. a) Las regiones donde se
une el primer Af1, las cuales comprenden el brazo derecho del tercer cromosoma, el brazo
izquierdo del cromosoma 2, el cromosoma X, el 4, y ademas el brazo izquierdo del cromosoma 3.
b) El primer Af3 puede unirse al cromosoma 3 en el brazo derecho e izquierdo, en el cromosoma
2 en el brazo izquierdo, en el x, y también en el brazo derecho del cromosoma 2. En ambos
primers la regién mas significativa es la del cromosoma 3 en el brazo derecho, donde se
encuentra amjfos o CG10055 como aparece en la base de datos flybase. El esquema de esta figura
fue modificado de flybase

31



contra el genoma de la mosca de la fruta y la tabla 1 fue modificada de la base de datos
flypase (Gramates et al., 2016); a pesar de unirse a otras regiones del genoma fueron
utilizados pues eran los que al parecer tenian menos falsos positivos. Sin embargo, aun
con ambos primers no se amplifica todo el locus. En este trabajo se inicié una exploracion

inicial de la secuencia del locus solamente

Purificacion del producto de la PCR
Dos métodos diferentes fueron escogidos para purificar los productos de PCR. Los

productos usados para la clonacidén se purificaron con el método casero llamado Freeze
and Squeeze, que consiste en congelar la banda recuperada del gel de agarosa y exprimirla
a temperatura ambiente después para recuperar el producto. El segundo método usado fue
con el kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification de la compafia GE Healthcare, fue

utilizado para recuperar las bandas y mandar a secuenciar.

Preparacion de células electrocompetentes
Con el fin de obtener mas colonias transformantes se prepararon células

electrocompetentes de E. coli. La transformacion por electroporacién es mas eficiente que
el choque térmico, lo cual era necesario por el tamafo del amplicdn obtenido de 1200 bases.
Para esto se inoculd 1 u.f.c De E. coli XL-1 blue con genotipo recA1 endA1 gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relA1 lac [F" proAB laclqg ZAM15 Tn10 (Tetr )] en un litro de medio LB y se
incubd a 37 °C. Después de que las células llegaran a una densidad 6ptica medida a OD600
de 0.6-1.0, para ello se utilizé un espectrofotdbmetro marca, se colocaron en hielo por una
hora. Después se centrifugdé a 4000 xg durante 15 min. Se removi6 el sobrenadante y las
células se resuspendieron en 500 ml de ddH2O fria, se repite el paso de centrifugar y re-
suspender, pero en 20 mL de ddH-O fria, de nuevo se centrifuga y re-suspende, pero esta
ultima vez en glicerol frio al 15%, se repiten los mismos pasos, pero al final se re-suspende
con 1 mL de glicerol al 15% todo el cultivo, y se congelan las células en alicuotas de 50 pL
(Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989).

Ligacion de producto de PCR

Debido a que la polimerasa del kit phire deja los extremos romos en los amplicones, se

utilizé el kit de Invitrogen Zero Blunt Topo PCR Cloning Kit que es mas eficaz para clonar
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fragmentos con extremos romos. Se siguieron las indicaciones que sugeria el manual de

usuario

Electroporacion
Las células electrocompetentes fueron colocadas en una celda disefiada para este

propésito, se les agreg6 el producto de la ligacion, se pusieron en el electroporador y se les
hizo pasar corriente. Inmediatamente se les afiadié 1 mL de medio general LB, se incubaron
a 37 °C por 45 min y se sembraron en una placa con un medio que contenia 50 mg/mL
como marcador para las transformantes. El equipo utilizado fue el Multiporator de la marca

Eppendorf

Crecimiento de las colonias transformantes

Las colonias transformantes se sembraron en 3 mL en-medio liquido LB adicionada de 3
microlitros de kanamicina. Después de 24 horas se centrifugaron para poder recuperar el

pellet bacteriano.

Miniprep

Soluciones usadas.

Solucién 1: 50 mM glucosa, 25 mM tris- Cl pH8 y EDTA pH8

Solucién 2: 0.2 NaOH y1% DDS

Solucién 3: 5M Acetato de potasio 60mL, acido acético glacial 11.5 mL y 28.5 mL de H.0
Del crecimiento de las transformantes previamente descrito, se vacié 1 mL en tubos de 1.5
mL, se centrifugd a 5 000 rpm durante 1 minuto. Se removi6 el sobrenadante, y el pellet
bacteriano se resuspendio en 150 microlitros de la solucién 1, posteriormente se afiadieron
200 microlitros de la solucion 2 y se mezclo invirtiendo el tubo durante un lapso de 5 a 10
segundos y finalmente se agregd 150 microlitros de la solucion 3.

Se centrifugd a 5 000 rpm durante 5 min y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tuvo,
para precipitar el ADN plasmidico se afiadié etanol en una proporcion 2:1y se dejé precipitar
en hielo durante 10 minutos. En el paso final se centrifugé a 5 000 rpm durante 10 minutos
y se elimin6 el sobrenadante. Los pasos descritos fueron modificados de (Sambrook,
Fritsch, & Maniatis, 1989)
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Secuenciacion

Las muestras se mandaron a secuenciar a la unidad de servicio comercial, la unidad de
proteogénomica del Instituto de neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
México.

Resultados

Los alelos de falta de funcion de amfos inducen letalidad
embrionaria

a) Letalidad temprana B} Apertura dorsal €} Involucién de la cabeza Silvestre

%j r!ﬂ!nﬁ

Figura 1. Los alelos de falta de funcién de amfos inducen letalidad embrionaria. El plano mostrado es
superior dorsal, inferior ventral, izquierda anterior y derecha posterior. a-d se muestran los defectos
causados por Thar*. a) Fenotipo de letalidad temprana, en donde na se observa una morfologia clara,
pues carece de los segmentos tipicos del embrion. b) Fenotipo de apertura dorsal, con un hueco en esa
zona (flecha). c) La involucion de la cabeza ocurre de manera anormal; se observa una mancha oscura
negra en la region anterior (flecha). d) Embrion con morfologia silvestre, que no completd el desarrollo y
murid. e-h) Genotipos embrionarios de [{3)7E103+21 con defectos de letalidad temprana, apertura
dorsal, involucidn de la cabeza y muerte silvestre, respectivamente. En el panel g} el embridn presentd
conjuntamente involucion de la cabeza y apertura dorsal (flechas). i-l) Mismos genotipos mutantes de
Ki,mab'. En este caso los fenotipos fueron menos severos. En j) se observa un peguefic hueco en la
region dorsal, y k) tiene una zona pequefia necrosada en la region anterior (flecha). m-p) defectos
presentes en el genotipo Ki,mab2- similares al anterior y respectivamente.
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El gen amfos se requiere para el desarrollo embrionario. Alelos mutantes del locus no
completan el desarrollo embrionario y mueren. Para analizar los fenotipos letales en los
embriones, se colectaron embriones homocigotos (con necrosis) de puestas de embriones

y preparamos cuticulas. El fenotipo mutante es variable, sugiriendo que amfos se requiere

Cuantificacion de alelos de amfos en homocigocis

100 a b c d
| 02 | 55
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tharl 1{3)7E103+21 mabl mab2 Y
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5]

Eletalidad temprana W Apertura Dorsal -~ BInvolucién de la cabeza O Silvestre

Figura 2 Cuantificacion de los defectos inducidos por los alelos mutantes de amfos. Las graficas estan expresadas en porcentaje;
en todos los casos se utilizaron embriones homocigotos para cada uno de los alelos. las cantidades de embriones evaluados fue la
siguiente: a) n= 166, silvestres 10, apertura dorsal 28, involucién de la cabeza 36, letalidad temprana 92. b) n=111; silvestres 4,
apertura dorsal 31, involucion de la cabeza 28, letalidad temprana 48. c) n=100; silvestres 11, apertura dorsal 7, involucion de la
cabeza 13, letalidad temprana 69. d) n=113; silvestres 16, apertura dorsal 19, involucion de la cabeza 4, letalidad temprana 74. )
yw como control, n= 100, aparecen en blanco y amarillo para denotar que las condiciones experimentales fueron distintas,
descritas en el texto. * Las graficas estan expresadas en porcentaje

en varias etapas del desarrollo embrionario, y que el fondo genético influencia el fenotipo
final resultante (figura 1). En etapas tempranas de la embriogénesis no se alcanzan a
diferenciar, ulteriormente, los segmentos embrionarios y la cuticula resultante, cuando esta
presente, muestra defectos en la segmentacion (figura 1a, e, i, m). Dado que los embriones
no fecundados fenocopian estos defectos, esta categoria es dificil de evaluar. Cuando los
defectos son en la fase media y tardia del desarrollo embrionario, el fenotipo letal es de
apertura dorsal (figura 1b, f, j, n) y de involucién de la cabeza deficiente (figura 1c, g, k,
0), respectivamente. Finalmente, hay un segmento de los embriones mutantes que no
presentan defectos en la cuticula, ya que la morfologia cuticular es de tipo silvestre (figura
1d, h, I, p), pero no sobreviven hasta la fase larvaria.

En la figura 1 del panel a al d, se muestran ejemplos representativos de los defectos

inducidos por el genotipo Ki, Thar' homocigoto mutante. En los paneles de la figura 1 de e
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al h se muestran embriones con el genotipo /(3)7E103+21". En ocasiones, las cuticulas de
embriones mutantes pueden presentar mas de un defecto; en la figura 1 g la cuticula
mutante presenta defectos de apertura dorsal e involucién de la cabeza. Los defectos de
los homocigotos mutantes de los genotipos Ki, mab’y Ki, mab?, que van de la figura1ia
Iy de m a p, respectivamente, y presentan los mismos defectos, pero menos acusados que
los otros dos alelos. Esto sugiere que los alelos mab’ y mab? son mas débiles que los de
Thar' y I(3)7E103+21, y por lo tanto, probablemente representan condiciones mas
hipomorficas que los segundos.

Establecer si un alelo es nulo o hipomorfo es posible mediante técnicas genéticas y
moleculares. En el caso de un ensayo genético se realiza por cruzas con deficiencias de la
zona donde mapea el locus en estudio. Si en la descendencia la condicién es igualmente
letal entre el homocigoto mutante y el que tiene la deficiencia y el alelo mutante, entonces
se trata de un alelo nulo, en cambi6 si la letalidad es menor o los fenotipos mutantes menos
acusados entre el homocigoto y el que tiene el segmento faltante del cromosoma con el
alelo mutante, entonces se trata de un alelo hipomorfo (Roote & Russell, 2012).

En el caso de amfos, para establecer si los alelos son nulos o hipomorfos, no se puede
realizar un abordaje genético, pues no hay deficiencias para esa zona, ya que en el area
circundante se encuentra el Unico gen de Drosophila que es triple-haplo letal (Roehrdanz &
Lucchesi, 1980). Para saber si los alelos de amfos son nulos o hipomorfos, el inico abordaje
es el molecular, para ello seria necesario hacer una PCR cuantitativa para saber si hay
menor transcripcion en cada uno de los alelos o también mediante un Western Blot, para
cuantificar la cantidad de proteina, si presente.

La figura 2 muestra la cuantificacion de los fenotipos de los alelos mutantes de amfos. En
2 a se muestra la cuantificacion de los fenotipos del alelo Thar’y en 2 b se muestran los de
I(3)7E103+21. Estos dos alelos son los que inducen fenotipos de apertura dorsal e
involucion de la cabeza mas notorios y frecuentes en comparacion con mab’ y mabZ.
I(3)7E103+21 es el que presenta la mayor frecuencia de apertura dorsal con un 27.92%, e
involucion de la cabeza con un 25.22%, seguido de Thar’ con un 16.86% de apertura dorsal
y un 21.68% de involucion de la cabeza. Los barras ¢ y d de la figura 2 corresponden a la
cuantificacion de los fenotipos de los alelos mab’ y mab?. Estos fueron los que presentaron
fenotipos mas discretos y menos frecuentes de apertura dorsal e involucion de la cabeza,
pero mayor frecuencia de cuticulas de aspecto silvestre. En el alelo mab’ el 11% de las
cuticulas son silvestres, mientras que para mab?el 14.16% son silvestres, comparados con

Thar que presenta 6.02% de fenotipos de cuticula silvestres, y /(3)7E103+21 que presenta
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3.63%. Estos resultados son consistentes con una serie alélica de la siguiente manera:
I(3)7E103+21 > Thar' > mab? > mab’.

En la cepa control (figura 2e), que no porta alelos letales, hay algunos embriones con
fenotipo de muerte embrionaria temprana, que pueden corresponder a huevos no
fecundados, como se dijo arriba, pero no se encontraron cuticulas con defectos de cerrado
dorsal o involucion de la cabeza. En esta cepa control, los demas embriones no presentan
defectos, y eclosionan como larvas de primer estadio. Para evitar la eclosién y poder
cuantificar el numero de embriones que no se desarrollan en la cepa control (huevos no
fecundados), a estas puestas no se les permitid llegar hasta el final del desarrollo. De

manera diferente, en el caso de los alelos mutantes, las puestas se dejaron mas de dos

Figura 3. amfos interactia genéticamente con kay mediante no complementacion no alélica o letalidad
sintética. El plano mostrado es superior dorsal, inferior ventral, izquierda anterior y derecha posterior. Todas los
dobles mutantes heterocigotos de amfos y kay mueren, aungue no totas las combinaciones de alelos muestran
fenotipos de letalidad temprana (LT), apertura dorsal (AD), involucion de la cabeza (IC) y muerte con morfologia
silvestre (S). Defectos de a-d genctipo Thar** kay'*" a) defecto LT, b) defecto AD, c) fenotipo IC, d) morfelogia S.
e-f. Fenotipos de Thar'*"~kay®*" . e) Defecto LT, f) defecto S. g-i Fenotipos de |[3)7E103+21*", kay**", g) LT, h) IC,
i) 5. -k . Fenotipos de 1(3)7E103+21+ kay>".|) LT, k) AD, I) IC, m) §

dias, tiempo suficiente para que hubiesen terminado el desarrollo.
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amfos interactua genéticamente con kay mediante no
complementacion no alélica o letalidad sintética

Normalmente, organismos que son heterocigotos parados /oci [doble mutante heterocigoto
(a/A, b/B)], y en donde los fenotipos son homocigotos recesivos, el organismo resultante
es viable pues de ambos genes tiene una copia funcional que compensa la falta de funcién
de la otra, o una copia funcional es suficiente para no presentar fenotipos mutantes para
los dos genes. En el caso de la letalidad sintética o no complementacién no alélica, el doble
heterocigoto es letal y no completa su desarrollo, lo cual indica una relaciébn-muy estrecha
entre estos genes (Nijman, 2011).

amfos y kay presentan este tipo de interaccién genética poco comun. En cruzas entre los
heterocigotos de amfos y kay los descendientes doblemente heterocigotos mueren como
embriones (Riesgo-Escovar, datos no publicados). Para estudiar este fenémeno se llevaron
a cabo cruzas entre dos alelos de amfos y dos de kay.

En la figura 3 del panel a al d se muestran ejemplos representativos de embriones mutantes
con el genotipo Thar™"; kay'” en 3a se observa un embrion con letalidad temprana, en 3
b, ¢ y d embriones con defectos de apertura dorsal, involucién de la cabeza defectuosa y
muerte con morfologia silvestre, respectivamente. Los paneles de la figura 3 e y f muestran
cuticulas representativas de embriones con genotipo Thar1+/-, kay2+/-, con fenotipos de
letalidad embrionaria y muerte con morfologia silvestre, respectivamente. No se
encontraron embriones con apertura dorsal ni con involucion de la cabeza deficiente. La
figura 3 de g a | muestran embriones de genotipo 1(3)7E103+21+/-,kay1+/-, con fenotipos
de letalidad temprana, involucion de la cabeza deficiente y muerte con morfologia silvestre,
en ese orden. Enla figura 3 j a m, se muestran embriones representativos de genotipo
I(3)7E103+21+/-,kay2+/-, con fenotipos de letalidad temprana, cerrado dorsal, involucion de

a cabeza defectuosa y morfologia silvestre, en ese orden.

38



En casi todas las cruzas se obtuvieron los cuatro fenotipos embrionarios mutantes
esperados (letalidad temprana, apertura dorsal, involuciéon de la cabeza defectuosa y
letalidad embrionaria sin fenotipo cuticular), presentes en mutantes homocigotas de amfos

o de kay, aunque en menores proporciones del total. En todas las combinaciones

2 kbp , :
4!ia' ‘ — f'iéﬁﬂ' \ BEEEREETTE B .Regifm. '
3 Amfosnoti3 genomica -
CGLO055 A3 Foramfos ML deomfos
CG10055-RA
<N —

=l

Figura 5. amfos se encuentra en el brazo derecho del tercer cromosoma de D. melanogaster a) El gen CG10055 predicho por Flybase tiene un tamafio
de 2574 bases corresponde a la zona mapeada para amfos, y esté en el cromosoma tres del brazo derecho, se encuentra entre sas y lap, y codifica
para un solo transcrito.y una Unica protena. Los pares de primers Af1-Af3 y Foramfos-Amfosnoti3 amplifican el locus de amfos. b) Los primers Af1-Af3
se unen al extrema 5°de amfos y amplifican esa region en el organismo silvestre. ¢) Con los primers Af-Af3 se amplificé [a zona 5'de amfos en los
genotipos: 1. Thar'?, Kimab2 ", y 3. (3)7€103+21". d) El par de primers Foramfos-Amfosnoti3 amplifican la regién 3°de amfos; se muestra el
amplicon a partir de embriones silvestres. ) Amplicones a partir de los mutantes con los genotipos 1. Thar*" 2. Ki,mab2” 3. 1(3)7£103+21". En
todos los geles excepto c el carril de [a izquierda son los marcadores de peso. Con asterisco se marcan las amplificaciones espurias y en el texto se dan
posibles explicaciones a las bandas extras que aparecenen by,

heteroalélicas de alelos mutantes entre amfos y kay hubo letalidad sintética 100%
penetrante. En la figura 4 se muestra la cuantificacion de los defectos observados por estas
interacciones entre alelos de kay y amfos. 4a muestra la cuantificacion de Thar'*", kay™”
(Letalidad temprana [Lt]=78.78%, Apertura dorsal [Ad]=3.03%, Involucién de la cabeza
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[Ic]=2.27%, Silvestre[S]= 15.9) ; 4 b muestra los resultados de Thar1+/-,kay2*-(Lt=97.24%
S=2.75%); en 4 c esta la cuantificacion de embriones /(3)7E103+21*" kay1+/-(Lt=82%
Ic=4.76% S=12.38%) y 4 d es la cuantificacion de embriones 1(3)7E103+21+/- kay2+/-
(Lt=89.75% Ad=3.84% Ic=2.56% S=3.84%) En estos casos, los fenotipos mutantes mas
acusados fueron con Thar1*" kay2*", seguido de I(3)7E103+21*" kay2*"; es decir, los
fenotipos que involucran el alelo kay2. Esto puede deberse a que kay2, es un alelo de kay
con pérdida de funcion para algunas isoformas y de ganancia de funcion para otras
isoformas de kay, mientras que kay1 es un alelo de falta de funcién para todas (Alfonso-
Gonzalez, 2018).

amfos se encuentra en el brazo derecho del tercer
cromosoma de D. melanogaster

En el laboratorio se mape6 a amfos en el brazo derecho del tercer cromosoma de la mosca,
entre los genes lap y sas. Dado que el genoma de D. melanogaster esta secuenciado, y en
la base de datos Flybase se encuentran anotados y mapeados todos los genes predichos
en el genoma, el sitio correspondiente a amfos es la unidad de transcripcion CG10055. En
la figura 5 a se muestra el locus que tiene una longitud de 2573 nucle6tidos. Se disefiaron
los pares de primers Af1-Af3 que abarcan del nucleétido 66 al 1358 y los Foramfos-
Amfosnoti3 que cubren del nucleétido 1249 al 2514, como se muestra en el esquema
modificado de Flybase (Gramates et al., 2016) Estos primers sirvieron para amplificar por
PCR la zona genémica de amfos a partir de ADN purificado de embriones mutantes y
controles.

La amplificacidon con el par de primers Af1-Af3 se realizd con una temperatura de
alineamiento de 55°C a 40 ciclos. Con esta temperatura de alineamiento se amplificd la
zona 5°'de amfos. Sin embargo, con este par de primers se obtuvieron dos bandas
empleando ADN tanto de cepas silvestres como de mutantes (Ki, Thar' ; Ki, mab2 vy
1(3)7E103+21 (figura 5 B y C). Una de las bandas corresponde en tamafio al amplicon
esperado de 1249 bases. Con Foramfos-Amfosnoti3 se amplificd la zona 3'de amfos,
correspondiente a 1265 bases. La temperatura de alineamiento fue de 64°C y se hicieron
40 ciclos, amplificando de ADN de embriones con los siguientes genotipos: Ki”, Thar'”, Ki
~, mab2’, I(3)7E103+217 y controles (figura 5 d y e). En este caso sblo se obtuvo un
amplicon del tamafio esperado de 1200 bases aproximadamente. Es importante remarcar

que los primers Af1-Af3, en todos los genotipos probados, incluyendo el silvestre,
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amplificaron 2 bandas, el esperado 1290 y una banda de alrededor 1100. Esto

probablemente se debe porque a que los primers pueden hibridar en otras regiones del

genoma de D. melanogaster. Se escogieron, sin embargo, esos primers porque la region a

la que se unen tiene un alto contenido de GC y no hibridan en muchas otras regiones (ver

metodologia). Para comprobar que los amplicones son los esperados, asi como para buscar

lesiones moleculares en los alelos de amfos, éstos se secuenciaron.

Clonacion de los alelos de amfos

Con la finalidad de obtener una cantidad suficiente para secuenciar los amplicones de

pCR*-Blunt II-

TOPO"
3.5 kb

o
O

, SN
Figura 6. Digestion para recuper. ertos de los alelos de amfos. a)
Esguema del plasmido usado para clonar el amplicon con los prime
Af1-Af3 y Formafos-Amfosnoti3 a partir de ADN de las mutantes de
aomjfos. b) Digestion del plasmido con el inserto amplificado con Afl
Af3, aparece el plasmido lineal y el inserto de los genotipos 1. Thar®
= 2. Ki,mab2/ 3. I{3)7E103+21"/-(se observa digestion parcial). C)
Digestion del plasmido que contenia los insertos previamente
amplificados con los primers Foramfos-Amfosnoti 3, los ndmero
corresponde a los mismos genotipos que en b. En ambos geles el
carril de los marcadores de peso esta a la izquierda. Las bandas con *
son amplificaciones espurias.

amfos, se ligaron los amplicones al
de clonacion PCR-Blunt-II

TOPO. Los amplicones ligados se

vector

obtuvieron a partir de DNA gendmico
de Thar', I(3)7E103+21 y mab?. Este
plasmido comercial utilizado para
estos fines tiene como marcadores de
selecciéon zeocina y kanamicina. En
este trabajo se utilizd kanamicina
(figura 6 a). Después de la ligacion,
se transformaron células bacterianas
por electroporaciéon y se
seleccionaron en medio sélido.
Colonias resistentes al antibitico se
crecieron en medio liquido con
kanamicina a una concentracion de
0.0001 microgramos por mililitro. A
partir de estos cultivos liquidos se
purificaron los plasmidos. Para poder
recuperar el inserto se digirio el vector
con la enzima de restriccion EcoRl y
después se separdé en un gel de
agarosa. Se muestran los resultados

de la digestion y posterior liberacion
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del inserto que previamente fue amplificado con los primers AF1-AF3 (figura 6 b). Se puede
observar un patrén de bandas con algunas que corresponden al peso aproximado del
amplicon y del vector. En estos plasmidos en principio se clon6 la banda de mayor peso
molecular que aparece en 5 ¢. Sin embargo, debido al patrdn de bandas supernumerarias,
no se continud trabajando con estos plasmidos.

Con los amplicones obtenidos a partir de los primers Foramfos-Amfosnoti3, se realizo el
mismo procedimiento. En este caso el patrén de bandas obtenido fue mucho mas claro. En
estos experimentos con las digestiones se obtuvieron sélo el vector y el inserto. En el caso
obtenido a partir del ADN de Thar’ se observo un amplicon con un peso molecular un poco

menor al de los demas alelos (figura 6 c).

El alelo Thar! tiene una delecién en el extremo 3’

4k 7185k 7166k
HSP(1) HSP(2) Region
! M 1 [ E ) L
3 2489 1975 1886 1480 - ﬁenomlca
CG10055 e amfos
C610055-RA
b < — ¢ =
cDNA
SCORE KEY:
<48 40-50 50-80 80-200 >=200

|
QUERY: No query description found |
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IDnel\3R
3 N -+ I 5

Figura 7. El alelo Thar! tiene una delecién en el extremo 3° de la regién traducida. a) El alelo Thar! de
la secuencia obtenida con los primer Foramfo-Amfosnoti3, con asterisco se marca la secuencia de Thar?,
la cual aparece arriba de la secuencia silvestre y comprende del nucledtido 1480 al 1886, después se
encuentra la delecién de 89 nucleétidos en la region 3” y posteriormente la secuencia que corresponde
del nucledtido1975 al 2489. b) Muestra la homologia entre Thar® y la secuencia silvestre. Los primeros
29 nucleodtidos no corresponden a la secuencia silvestre, esto es debido a secuenciacién, aparecen en
negro por la baja homologia con el silvestre, los demas tienen una homologia muy alta y concuerdan
con la secuencia silvestre.

Para revelar los defectos del alelo Thar’, se mandé a secuenciar el segmento 3° que va del
nucleétido 1480 al 2489, y la regidén deletada comprende del 1886 al 1975. Se muestra la
localizacién de esta delecién en un esquema de la primers Foramfos-Amfosnoti3 a una
unidad comercial de secuenciacién. Este amplicon corresponde a parte de la region del
extremo 3" del marco de lectura abierto, y a la secuencia trailer 3" no traducida. Se realiz6
un Blast en la base de datos Flybase (Gramates, L. Sian et al., 2016). Se encontré una

diferencia significativa entre la secuencia amplificada a partir de Ki, Thar’y la secuencia
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control. La lesién en este alelo consiste de una delecién de 89 nucledtidos. La regién
amplificada en la region genémica de amfos y con el ADN complementario correspondiente,
marcando las regiones no codificantes y el marco de lectura abierto. La delecion cae al final

del marco de lectura abierto (figura 7 a).

Fuera de la delecion descrita arriba, la secuencia obtenida de Thar’ posee una homologia
muy alta en comparacion con la silvestre, lo cual comprueba que la seleccién de primers, y
los pasos subsecuentes hasta obtener la secuencia fueron correctos. También que en esta
secuencia del extremo 3 del alelo Thar’ s6lo existe una delecion y que no hay algun otro
defecto como pequefas inserciones o alguna inversion (figura 7 b). Esto también es
evidencia que el mapeo de amfos realizado en el laboratorio fue el correcto.

Del extremo mas 5'no se puede asegurar nada, pues no se obtuvo la secuencia de esa
region, y por lo tanto existe la posibilidad de que los defectos encontrados en este alelo
sean por algun defecto en la regién 5°del marco de lectura abierto o en la regién 5’ no
traducida o en el promotor. Sin embargo, la delecién identificada podria ser, por si sola,
responsable de los fenotipos mutantes en Thar!, pues en esta region se encuentran un
dominio acidico y uno de serinas (ver abajo), segin UniProtKB, los cuales estan alterados

por la delecion (Consortium, 2018).
a
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Figura 8. La delecién del alelo Thar! elimina un segmento del dominio acido de |la forma proteica de amfos. a) El dominio de
amfos con mayor tamafio es el SHQ1, comprende del aminodcido 279 al 464 y estd involucrado en la formacién del complejo
H/ACA snoRNP, se encuentra en otros organismos incluido el humano. DA= dominio &cido, BC= baja complejidad b) La
secuencia proteica de amfos tiene un tamafio de 608 aminodcidos, aparte del dominio SHQ1 (letras verdes) , posee una region
acida (rojo) con midltiples asparaginas y por (ltimo un motivo mas discreto con serinas (azul). Los aminodcidos rojos que
aparecen tachados y subrayados, corresponden al segmento del dominio acido rico en acido aspdrtico, el cual fue eliminado
parcialmente por la delecion en el alelo Thar?, este tipo de dominios estan involucrados en la activacion de la transcripcion.
Como la delecion fue de 89 nucledtidos, cambia el marco de lectura y los aminodcidos subsecuentes serfan otros, lo cual afecta
al dominio de serinas y probablemente la localizacién nuclear de amfos.
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Dominios predichos de Amfos. La delecién del alelo Thar’
altera la secuencia a partir de la segunda mitad del dominio
acidico predicho de la proteina codificada por amfos

El gen amfos codifica para una proteina con un dominio evolutivamente conservado,
denominado SHQ1. En humanos hay una proteina que consiste enteramente de este
dominio (Grozdanov, Roy, Kittur, & Meier, 2009; Walbott et al., 2011). Esta descrito que
este dominio ayuda en el ensamblaje de la ribonucloproteina H/ACA. Dicha familia proteica
desempena diversas funciones celulares, como el procesamiento de RNA ribosomal,
modificacion de ARNs pequefios nucleares y la estabilizacién de la telomerasa. Existe
evidencia in vivo e in vitro que la proteina SHQ1 en conjunto con ribonucloproteinas H/ACA
interactuan para la acumulacion estable de RNA telomérico y RNA H/ACA (Grozdanov, Roy,
& Meier, 2009).

Existen otros dominios en Amfos, los cuales podrian estar involucrados en su funcién en el
cerrado dorsal. Ademas del dominio SHQ1, posee un dominio acidico rico en acido
aspartico (Consortium, 2019). Se sabe que estos dominios acidicos estan implicados en la
activacion de la transcripcion y pueden encontrarse en proteinas que no son factores de
transcripcion. Aunque no existe un motivo estructural bien definido para estos dominios,
una gran cantidad de aminoacidos acidos es un buen indicador (Melcher, 2000).

Ademas, en el final de la estructura primaria de Amfos, casi en el extremo carboxilo-
terminal, se encuentra un motivo de poli-serinas (Consortium, 2019). Existe evidencia de
que estos motivos estan implicados en la localizacion subnuclear de otras proteinas, como
en el caso de Jmjd6 y Tra2p (Li et al., 2013) (Wolf et al., 2013).
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Diversas bases de datos incluyen diferentes predicciones para las funciones de la proteina
Amfos. En el caso de PFam, solo reporta el dominio SHQ1, y los dominios correspondientes
a la region acida y el pequeio motivo de serinas no aparecen; es por ello que se modificd

el esquema de Amfos obtenido en PFam (EI-Gebali et al., 2019) (figura 8a).
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Figura 9. El alelo mab? tiene un cambio en la secuencia nucleotidica del segundo intrén en el extremo 5. a) Muestra
unnalineamiento de la secuencia obtenida de la regidn 5" con los primers Af1-Af3 del alelo mab® con la secuencia silvestre. La
mutacién se encuentra en el segundo intrdn, y este cambio con respecto a la secuencia silvestre es por la sustitucién con
guaninas en la mutante. La alteracion encontrada en este alelo comprende del nucleodtido 865 al 887 del locus de amfos. b) La
homologia entre al secuencia obtenida es muy alta, pues la alteracion en la mutante es de pocos nucledtidos. ¢) Cuando se
compara con el cDNA de D. melanogaster se observa claramente que parte de la secuencia obtenida por AF1-AF3 comprende la
regién de un intrdn, justo en la zona donde se encuentra la sustitucion con guaninas.

Con asterisco se indica la zona donde se encuentra la mutacion

Los primeros aminoacidos de Amfos no codifican para ningun dominio conocido, después
se encuentra el dominio SHQ1 previamente descrito y posteriormente se encuentra el
dominio &cido. En la forma proteica del alelo Thar’ y su dominio acido esta parcialmente
interrumpido por una delecion, lo cual sugiere que el fallo para completar la embriogénesis
se debe a este defecto. El dominio de poli serinas también esta afectado, pues la delecion

de 89 nuclebtidos cambia el marco de lectura.



El alelo mab? tiene un cambio en la secuencia nucleotidica

del segundo intréon en el extremo 5°
Mediante los primers Af1-Af3 se obtuvo una secuencia por PCR a partir de ADN gendémico.

Estos primers amplifican la region 5°de amfos, y se probaron en el alelo mab?. Se encontré
un defecto que consiste en un cambio por guaninas en la secuencia mutante de parte de'la
secuencia silvestre. Este cambio consta de 22 nucleétidos, que abarcan del 865 al 887
(figura 9). La alteracion encontrada en el alelo mab? esta localizada en el segundo intron.
La secuencia de la region codificante aledafia posee una alta homologia con la secuencia
silvestre, es por ello que la Unica lesiébn encontrada en este alelo en la regién 5'se debe a
la sustitucion con guaninas en el alelo mutante (Figura 9 ay b).

Con la finalidad de esquematizar donde se encuentra la mutacion de mab? de manera
precisa, se realizd un Blast de la secuencia obtenida por los primers Af1-Af3 contra el cDNA
de Drosophila. Debido a que la secuencia abarca al segundo intrén, en el esquema aparece
un hueco faltante, es en esa zona donde se encuentra el cambio de nucleétidos (figura 9
C).

El cambio en este alelo es mas discreto que en comparacion con Thar'. Esto puede explicar
parcialmente porqué los fenotipos letales son-menos notorios en mab?. Sin embargo, es
necesario secuenciar por completo el locus para determinar si el fenotipo se debe a este
cambio 6 si se posee algun otro que se encuentre en la region codificante y afecte algun

dominio funcional de la proteina .como en el caso de Thar'.

Discusion de resultados

Alelos mutantes de amfos
Las series alélicas son muy utiles para poder clasificar y entender la naturaleza del defecto

de los alelos con los cuales se esta trabajando. Los resultados mostrados aqui indican que
el alelo mas extremo es /(3)7E103+21, seguido de Thar’. No se cuenta con informacion
molecular de /(3)E103+21, pero si de Thar’. La lesion molecular de Thar es consistente con
que el locus CG10055 codifique para amfos, y con el mapeo genético efectuado
previamente.

Dado que los fenotipos mutantes de Thar’ son muy semejantes en tipo y abundancia a
I(3)7E103+21, y que este Ultimo no porta la mutacién Ki’, como los otros tres alelos

estudiados aqui (mab’ y mab? tienen los mismos fenotipos mutantes, pero menos acusados
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y menos frecuentes), es razonable suponer que los defectos embrionarios descritos aqui
se deben a amfos y no a Ki. No existen reportes de defectos embrionarios de Ki en la
literatura (Gramates et al., 2016). El hecho de que los alelos de amfos presenten diversos
fenotipos indica que el gen es pleiotropico (un gen que causa fenotipos no relacionados) se
requiere en diversos procesos. Un dato muy relevante es la interaccion genética con el
locus kayak, que codifica para el homdlogo en la mosca de los genes fos de vertebrados.
Debido a que no se obtuvo la secuencia del extremo 5°de amfos no se puede aseverar nada
sobre el estado de dicha region, la cual comprende el dominio SHQ1. Para responder la
pregunta sobre si el dominio SHQ1 de amfos esta implicado en el cerrado dorsal o si en D.
melanogaster también cumple la funcion de ensamblar ribonucloproteinas, es necesario
hacer experimentos que permitan eliminar este dominio. Una opcion seria utilizar la técnica
de CRISPR/Cas9, y generar mutantes en donde se elimine de manera precisa este dominio,
esta técnica es ampliamente usada en distintos modelos, incluyendo a la mosca de la fruta
(revisado en Bassett & Liu, 2014)

Los fenotipos mutantes inducidos por el alelo mab?son menos frecuentes en comparacion
con los alelos Thar' y I(3)7E103+21, los cuales presentan la mayor cantidad de
especimenes con apertura dorsal e involucién de la cabeza deficiente. Debido a que la
mutacion encontrada en el alelo mab? esta en el segundo intron esto podria afectar con
menor severidad y explicaria las diferencias encontradas en la serie alélica.

Se sabe que la exportacion del mRNA esta acoplado a la remocion de intrones. La evidencia
de ello es que los MRNAS que son generados a partir de splicing son exportados con mayor
eficiencia que sus contrapartes generadas a partir de cDNA (Luo & Reed, 2002). La menor
eficiencia en la exportacion del mensajero podria explicar porque el alelo de mab? tiene
menos fenotipos mutantes, aunque la forma proteica fuera silvestre. Si no se exporta con
la eficiencia adecuada, esto impediria que la funcion normal se desempefiase, lo que resulta
en la letalidad embrionaria. Es necesario obtener la secuencia de la region 3 para descartar
qgue las lesiones se deban a otros cambios en el alelo mutante.

Si no se explicasen los defectos en mab? por una deficiencia en el procesamiento del
transcrito primario, cabrian otras explicaciones. Muchos intrones contienen RNAs no
codificantes, como snoRNAs (Tycowski, Shu, & Steitz, 1993) y precursores de miRNA
(Rearick et al., 2011). El escenario donde los defectos causados en el alelo mab?sean por
mMiRNAs parece menos probable, pues los RNAs de esta naturaleza se encargan de regular
a nivel pos-transcripcional mediante la degradacién del mensajero del cual fueron

transcritos (Westholm & Lai, 2011), y eliminar al supuesto miRNA que degradase a amfos
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induciria a que el transcrito fuese mas abundante en el caso del mutante de mab?; de esta
manera se induciria que el alelo mab? fuese de ganancia de funcion. Si tenemos en cuenta
que Thar'es un alelo de pérdida de funcion y que causa los mismos fenotipos que mab?,
aunque con mayor severidad; entonces seria complicado pensar en que el mismo fenotipo
fuese causado por alelos del mismo gen si unos fuesen de ganancia de funcién y otros de

pérdida de funcion.

Interaccion amfos-kay
A pesar de la importancia de las predicciones de interacciones por  algoritmos

computacionales, la prueba experimental es fundamental para entender realmente la
funcién de un gen. No existen reportes a partir de algoritmos de que amfos participe en la
via de la cinasa de Jun, por ejemplo, aunque esto es claro por el fenotipo de apertura dorsal,
involucion de la cabeza y letalidad temprana que presentan los alelos hipomorfos
homocigotos de amfos y las interacciones genéticas en los dobles mutantes heterocigotos
de kay con amfos.

A pesar de que en este trabajo no se muestra evidencia de la interaccion fisica de amfos
con kay, una posibilidad es pensar que asi ocurre, pues la interaccion genética entre estos
dos loci es incluso mas estrecha que la ocurre entre kay y jra, que interaccionan fisicamente
formando hetero-oligbmeros. Por otra parte, Flybase predice que amfos se une a otras
proteinas (Gramates et al., 2016). Se sabe que la letalidad sintética 0 no complementacion
no alélica suele ocurrir entre genes que desempefian procesos fundamentales para la
supervivencia y suelen tener funciones genéticas altamente reguladas, como en el
desarrollo (Nijman, 2011), Este motivo hace interesante analizar a amfos y kay en conjunto.
El paradigma establecido para mutaciones en la sefializaciéon del cerrado dorsal establece
que los mutantes que mueren con un fallo en este proceso y dejan cuticulas con huecos en
la zona dorsal y que no se deben a fallos en loci que codifican para proteinas del
citoesqueleto, es debido a fallos en la via de la cinasa de Jun, o a la via de dpp, regulada
esta Gltima por la via de la cinasa de Jun (Rios-Barrera & Riesgo-Escovar, 2013). Esto
aplica perfectamente para amfos, pues la letalidad sintética con kay es una clara evidencia
de su participacion en la via de la cinasa de Jun.

Esta predicho que Amfos puede encontrarse en el nucleo y en el citoplasma (Gramates et
al., 2016). Lo mismo ocurre con Kay, puesto que esta comprobado que se encuentra en

ambas regiones (Rios-Barrera & Riesgo-Escovar, 2013); por ello es posible pensar que

48



estas proteinas pueden interactuar en ambos ambientes celulares. La no complementacion
no alélica es consistente con que pueden trabajar en el nucleo sinérgicamente.

En el ndcleo Kay actua como factor de transcripcion y se une al DNA mediante su dominio
de “agarre de tijeras” vecino al dominio de zipper de leucinas (Riese, Tremml, & Bienz,
1997). Amfos posee un dominio acido (Gramates et al., 2016). Estos dominios estan
implicados en la activacion de la transcripcion, pues ayudan a estabilizar a la maquinaria
transcripcional (Melcher, 2000). La interpretacibn mas parsimoniosa segun los datos
obtenidos es que amfos ayuda a que kay pueda desempefar sus funciones como factor de
transcripcién, esto segun la interaccidn genética y la delecion de los 89 nucleétidos
Teniendo esta informacion en cuenta y en conjunto con el resultado de la combinacién
heteroalélica Thar''", kay', asi como la delecion parcial del dominio acidico rico en acido
aspartico en Thar’, es razonable especular que los embriones mueren debido a que amfos
y kayak no se encuentran lo suficientemente balanceados como para poder activar la
transcripcion y asi activar los genes de respuesta de la via de la cinasa de Jun.

Otra posibilidad que podria explicar fenotipos mutantes es que Amfos no se encuentra en
la region subnuclear apropiada, pues el dominio de poli-serinas predicho por UniProt
(Consortium, 2018), puede estar involucrado en la localizaciéon de algunas proteinas (Wolf
etal., 2013) (Li et al., 2013). Este domino esta ausente en Thar’. Esta posibilidad es menos
plausible, pues el dominio de serinas en los casos citados es mas extenso, aunque no se
puede descartar la posibilidad, debido a que dicho dominio es bastante variable en su
estructura. Se puede también proponer que la relacion Amfos-Kay se deba a otras razones:

uno podria regular transcripcionalmente al otro, por ejemplo.

Conclusiones

El gen amfos es necesario para el desarrollo embrionario de D. melanogaster, esto es
evidente, pues los alelos de falta de funcion impiden que la mosca de la fruta pueda
completar su ciclo de vida y el embrién muere con fenotipos claros y cuantificables que
incluyen letalidad temprana apertura dorsal e involucion de la cabeza deficiente. Cuantificar
los fenotipos de los alelos permitio realizar la serie alélica /(3)7E103+21 > Thar1 > mab2 >
mab1 , la cual estd ordenada del alelo mas fuerte al mas débil. La interaccion entre amfos
y kayak ocurre entre todos los alelos probados, con lo cual se comprueba que la interaccion

genética entre estos genes no es alelo especifica; este resultado es contundente, pues la

49



letalidad sintética 0 no complementacion no alélica solo ocurre entre genes que tienen una
funcién muy estrecha, es por este motivo que los dobles heterocigotos de amfos y kayak
no complementan. En este trabajo se encontraron dos lesiones moleculares una en el alelo
Thar’ con una delecion que elimina un dominio involucrado en la activacion de la
transcripcion, y el otro cambio en la secuencia de nucleétidos encontrado fue el alelo mab?
tiene un cambio en el extremo 57, estos cambios explican parcialmente los defectos en esos
alelos, aunque es necesario secuenciar los alelos por completo para obtener la evidencia

de si existen otras lesiones en estos.

Funcion(es) de amfos
Un claro ejemplo de que existen genes que fueron aislados durante la época cuando surge

la genética del desarrollo y a la fecha no se ha entendido la funcién es el gen amfos. Alelos
mutantes de amfos fueron aislados independientemente en varias mutagénesis en los
ochentas. Sin embargo, nunca fueron caracterizados (Lewis et al., 1980; Kaufman et al.,
1990; Jirgens et al., 1984). A pesar de ello han pasado mas de treinta afios de haberse
aislado los alelos mutantes, no se ha publicado nada sobre este gen, vital en el desarrollo.
Se debe de continuar con la caracterizacion de amfos, pues el fenotipo de letalidad
embrionaria hace evidente su importancia en el desarrollo. Conocer el mecanismo por el
cual actua el gen de este estudio también serviria para entender mejor los ortdlogos en
otros organismos, como el humano (Gramates et al., 2016).

Drosophila melanogaster es un excelente modelo genético para explorar si amfos tiene
funciones similares a sus ortélogos. Algunas de las cualidades del modelo de D.
melanogaster es que se pueden realizar estudios que serian complicados en otros
organismos. La facilidad con la que se pueden obtener nuevos alelos por distintas técnicas
de mutagénesis, asi como la fina manipulacién genética, hacen que este sistema sea muy
ventajoso (Tolwinski, 2017).

Un ortélogo en humanos de amfos es SHQ1, que desempefia tareas fundamentales como
el ensamblaje de la enzima telomerasa con el RNA templado y el ensamblaje de otras
ribonucloproteinas encargadas de procesar el pre-mRNA durante el empalme 6 splicing
(Grozdanov et al., 2009) (Walbott et al., 2011). Esto sugiere que Amfos podria requerirse
para el procesamiento de RNAs. El dominio SHQ1 que posee podria estar mas relacionado
con el ensamble de ribonucloproteinas diferentes a la telomerasa, porque los telébmeros en
D. melanogaster son mantenidos por los retrotransposones HeT-A, TART y Tahre y no por

una telomerasa (Mason, Frydrychova, & Biessmann, 2008).
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Es necesario estudiar si amfos es capaz de regular ribononucleoproteinas como SHQ1, e
identificar las posibles dianas. Las dianas de SHQ1 se requieren en el procesamiento de
pre-mRNAS durante el splicing (Grozdanov et al., 2009). Teniendo en cuenta el fenotipo
letal embrionario inducido por los alelos mutantes de amfos y en adicién a ello, las tareas
que realiza su ortdlogo, es posible imaginar escenarios donde Amfos regula de manera

indirecta el procesamiento de genes del desarrollo.

Perspectivas
En experimentos futuros es necesario estudiar la localizacion de amfos y saber si varia en

distintos momentos del desarrollo, con la finalidad de caracterizar mejor su mecanismo de
accion. También es importante comprobar la unién fisica entre Kay y Amfos, estudiar si co-
localizan en vivo en el nucleo y/6 en el citoplasma en las mismas regiones del embridn.

A pesar de que los picos de expresidon de amfos ocurren durante el desarrollo, segun
Flybase (Gramates et al., 2016), no se puede eliminar.la posibilidad de que sea requerido
en otras fases como la larvaria o en el adulto, es por ello importante obtener alelos que
muestren defectos, pero permitan el desarrollo temprano, para asi analizar si amfos tiene
otras funciones que no podemos analizar debido a la letalidad embrionaria.
Alternativamente, se pueden generar clones de células homocigotas mutantes en tejidos
seleccionados, en un organismo heterocigoto, en diferentes estadios del desarrollo.
Finalmente, explorar la relevancia de genes compartidos en distintos organismos es de gran
importancia para entender cémo es que en diferentes sistemas pueden funcionar de
maneras similares o si es el caso, entender como un gen que inicialmente tenia una funcién
en organismos menos derivados, termind implicado en otros procesos y saber si estos

fendbmenos a pesar de parecer tan diferentes podrian tener algin aspecto en comun.
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