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GENOTIPICO / FENOTIPICO

+/+
BG00456

CG8851
CG8852

CYO

DF(2L)
DF(2L)BSC292
DF(3R)ED6277
DF(3R)FER

DMFRN
DMFRN P2

DOT
EGFR
EMS®!

EY01302
FER1HCH
FER2LCH

FER3HCH
GFP
GFP-FERRITINA

(FERLHCH®'*)
KR

ODF2
SH115
SM1,CY
TM3, SB
TM3, SER

TM6C, SB, TB

Alelos de silvestre en ambos cromosomas.

Una mutacion en el gen de mitoferrina, se indujo por insercion de elemento-P aproximadamente
20 pb rio abajo al sitio putativo de inicio de transcripcion y rio arriba de la secuencia de
codificacion.

Un gen que codificd por una proteina desconocida de tanto su funcion molecular asi como su
funcioén biolégica.

Un gen que codifico por una proteina desconocida de tanto su funcién molecular asi como su
funcioén biolégica.

Curly wings (en inglés), una marcador en el segundo cromosoma con el fenotipo de alas rizadas.
Una delecién de una region del segundo cromosoma.

Una delecién de aproximadamente 116kpb en la regién citolégica 23F6 a 24A2.

Una delecidn de aproximadamente 11kpb en la regidn citoldgica 98B6.

Una deficiencia de 2.2 kb que elimina las subunidades y los respectivos promotores de FerlHCH
y Fer2LCH.

El gen de mitoferrina en Drosophila melanogaster.

Es una delecién de aproximadamente 700 pb que incluye parte de la 5'UTR (regién que no se
traduce), el sitio de inicio de la traduccion y una pequefia parte del primer intr6n de dmfrn.

El gen de Dorothy que codifico por la UDP-glicosil-transferasa.
El receptor del factor de crecimiento epidérmico.

Una nueva mutante, ems®, se aislo de un analisis genético utilizando el quimico metanosulfonato
de etilo que se dirigid para descubrir nuevos genes presentes en el segundo cromosoma

Una mutacién en el gen de mitoferrina, se indujo por insercion de elemento-P aproximadamente
40 pb rio abajo.

La subunidad de la ferritina 1 homdloga de la cadena pesada se situ6 en el brazo derecho del
tercer cromosoma en la bandeo de politénico 99F1.

La subunidad de la ferritina 2 homéloga de la cadena ligera se situ6 en el brazo derecho del tercer
cromosoma en la bandeo de politénico 99F1.

La ferritina mitocondrial.
La proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein en inglés).

La subunidad de la ferritina 1 homéloga de la cadena pesada, FerlHCH®®, que tiene insertado la
proteina verde fluorescente (GFP) en el segundo intron.

Kruppel en inglés, un marcador en el segundo cromosoma con el fenotipo de ojos estrechados con
una superficie que es lisa y brilla.

La fibra densa externa 2, pertenece a la familia de las fibras densas externas lo de cual son
estructuras del citoesqueleto que se encuentran especificamente en la cola de los espermatozoides.

Una mutacién en el gen de mitoferrina, se indujo por insercion de elemento-P aproximadamente
252pb rio abajo al sitio putativo de inicio de transcripcion.

Un cromosoma balanceado en el segundo cromosoma con repeticiones invertidas, con un
marcador en el tercer cromosoma con el fenotipo de alas rizadas (Curly Wings en inglés).

Un cromosoma balanceado en el tercer cromosoma con repeticiones invertidas, con un marcador
en el tercer cromosoma con el fenotipo de cerdas cortas (Stubble en inglés).

Un cromosoma balanceado en el tercer cromosoma con repeticiones invertidas, con un marcador
en el tercer cromosoma con el fenotipo de alas serrado (Serrated en inglés).

Un cromosoma balanceado en el tercer cromosoma con repeticiones invertidas, con unos
marcadores en el tercer cromosoma con el fenotipo de cerdas cortas (Stubble en inglés) y larva
mas corto y mas grueso (Tubby en inglés).
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Aberracion cromosémica
Acrosoma
Analisis genético

Astenozoospérmico

Auto-renovacion
de células madre

Axonoma

Bandeo de politénico

Bolsa de residuo
Bulbo cistico

Canal de anillo

Célula en guirnalda
Célula madre germinal
Célula pericardica
Célula quiste frontal

Célula quiste trasera
Célula somatica
Cofactor (Grupos prostéticos)
Conductos deferentes
Conductos eferentes
Constructo

Crestas

Cromosoma balanceado
Cruzas

Cuerpo

Cuerpo graso

Deficiencia

Dimorfismo sexual

Elemento-Minos

Elemento movil
Elemento-P
Enrollamiento

Espermatides

Cambios de la secuencia genémica que conduce a una pérdida de un
segmento de ADN.

Un organelo que se desarrollar sobre la media parte anterior de la cabeza
del espermatozoide.

Una técnica experimental utilizada para identificar y seleccionar los
individuos mutagenizados que poseen un fenotipo de interés.

Motilidad del espermatozoide reducida.

La capacidad de someter numerosos ciclos de division celular mientras se
mantiene el estado indiferenciado.

Un cilio que se compone de un centro de dos microtdbulos, que se rodea
por nueve pares de microtibulos.

Region en un cromosoma (con referencia a las bandas observadas en un
gran cromosoma después endoreduplicacion).

Bulbos quisticos que se separan después de la individualizacion.

Una protuberancia redondeada que se produce justo caudalmente a la
cabeza del espermatides.

Un anillo contractil que resulta de una citocinesis incompleta.
Un 6rgano anélogo del rifion.

Células sexuales indiferenciadas.

Un 6rgano anélogo del rifion.

El quiste diferenciado que rodea la cabeza del espermatozoide en
desarrollo.

El quiste diferenciado que rodea la cola del espermatozoide en desarrollo.
Cualquier célula de un organismo aparte de las células reproductoras.
Un quimico que se requiere para la actividad biologia de la proteina.
Tubulo que conecta la vesicula seminal y el conducto eyaculador.
Tubulo que conecta el testiculo con la vesicula seminal.

Un plasmido que contiene el gen deseado.

Protuberancias hasta el interior de la membrana interna mitocondrial.
Un cromosoma modificado para prevenir recombinacion.

El apareamiento de un macho a una hembra de genotipos conocidos.
Todo el térax que permanece de sacar el intestino y los tractos sexuales.
Un 6rgano que se considera analogo a los tejidos adiposos y el higado.

Cuando se elimina una regién del cromosoma.

Las diferencias fenotipicas entre hombres y mujeres.

Transposon que codifica para una transposasa.

Los segmentos de ADN que pueden moverse dentro de un genoma.
Transposon que codifica para una transposasa.

Proceso posterior a la individualizacién que causa que la cola de los
espermatozoides se enrolle.

Células germinales inmaduras, que ya no dividen.
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Espermatocitos
Espermatogénesis

Espermatogonia
(espermatogonio)

Espermatozoide
Espermiogénesis
Esquema de cruce

Experimento de rescate

Fecundidad

Fenestrado(a)
Fenotipo
Ferritina
Fertilidad
Fusoma

Glandulas accesorias

Gonoblasto
Gustacion

Hemolinfa

Heterocigoto(a)s
Hipomérfico(a)

Homocigoto(a)s
Homocigoto(a) letal
Homdlogo(a)

(EI) Hub

Husos mitéticos

Interaccién genética

Kit de deficiencia

Formado a partir de un espermatogonio después la primera ronda de la
meiosis.

La produccion o el desarrollo de espermatozoides maduros de una célula
de la linea germinal.

Una célula germinal masculina indiferenciada.

La célula germinal madura y movil.
La maduracidn de las esperméatides hasta los espermatozoides maduros.
El plan utilizado para obtener moscas de un genotipo deseado.

Experimentos que son realizados para demostrar que el fenotipo
observado es debido a un cambio especifico en un gen. Estos se realizan
mediante la insercidn del gen silvestre en los mutantes en una ubicacion
diferente en donde se encontraba la mutacion.

Es la medida del rendimiento reproductivo real.

Que tiene perforaciones.

Caracteristicas observables de un organismo.

Es la proteina primaria de almacenamiento de hierro.
Es la capacidad de tener progenie.

Es un organelo especifico de las células germinales y el citoesqueleto de
una gran red continua tubular.

Glandulas que secreten fluidos y sirven para proteger y preservar la
espermatozoide.

Una célula madre germinal que acaba diferenciandose.
Sentir y percibir por sistema olfativo.

Un fluido que es analogo a la sangre en los vertebrados.

Dos alelos diferentes de un gen en un organismo.

Una mutacion en un alelo que causa una pérdida parcial de la funcion del
gen, que es mas severo cuando esta en homocigocidad o en
heterocigocidad con una deficiencia.

Un organismo con un par idéntico de alelos de un gen.

Una mutacion que cuando estd presente en ambos alelos causa
mortalidad.

La existencia de ascendencia compartida de una estructura o genes en
diferentes especies.

Una poblacion de células apicales unidas en la pared de los testiculos en
el apice que sobresale en el lumen del testiculo.

Filamentos de microtGbulos que se mueven los cromosomas hacia polos
opuestos mitosis.

Mutaciones en genes que producen un fenotipo diferente a cuando estan
presentes juntos que cuando se presentan de forma individuales.

Cepas de moscas, en donde cada cepa tiene una delecion o eliminacion
del cromosoma.
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Sitio de clonacion multiple
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Transposasa

Tubos de Malpighi

Verticilo mieloide
Verticilos mitocondriales

Una técnica genética que resulta en la eliminacion completa de un gen.

Diferentes etapas de desarrollo de las larvas que se pueden identificar por
las diferencias en sus morfologias.

La posicion en los cromosomas.

Una masa amorfa de proteina que rodea los dos centriolos.

Una masa amorfa de proteina que rodea el nucleo.

La obtencidn, utilizacién y excrecién de hierro.

Un proceso bioldgico que resulta en un cambio de la morfologia abrupta
en el organismo en desarrollo.

Una disposicion en forma conica de los microtibulos que tapa
completamente el nicleo de una espermatide.

Transportador de hierro mitocondrial.

Una formacién mitocondrial en los espermatozoides, que se parece a una
cebolla.

Espermatozoides normales.

El proceso de depositar o poner huevos.
La progenie que resulta mediamente de un cruce.

La ubicacién favorecida de la etapa de transformacion entre la larva y la
mosca adulta.

Un organismo que contiene diferentes poblaciones de células derivadas
de diferentes cigotos.

La célula de la linea germinal encapsulado por dos células somaéticas
quiste.

Descendientes de las células madre que s6lo pueden diferenciarse en
células del quiste.

Una célula interconectada y multinucleado.

Es un sitio desenado para la insercion de fragmentos de ADN que
contiene sitios de restricciones.

Incorporacion de material genético dentro de las células de germinales
que resultan en alteraciones genéticas.

Una enzima que cataliza el movimiento del Transposén a otra parte del
genoma por un mecanismo de cortar y pegar.

Un 6rgano tubular excretorio, homalogo a los rifiones.

Los productos de degradacion después de la hidrolisis de acido.
Las mitocondrias que forman una espiral o un patron circular.
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9. RESUMEN (naiES)

Mitochondria are the biosynthetic sites for ATP, the product of respiration used in many energy-
requiring processes in biology. Respiration depends in part on iron in the form of iron-sulphur
clusters and haem, essential cofactors of the oxidative phosphorylation complexes. One use of ATP,
as a source of energy, is its requirement in generating sperm motility. In Drosophila melanogaster,
mutations in the sole mitoferrin gene, which encodes for an iron carrier protein located in the inner
mitochondrial membrane, revealed mitochondrial defects in spermatids which failed to individualize
into mature sperm (Metzendorf and Lind, 2010). Strong mitoferrin mutants were male sterile,
whereas hypomorphic mitoferrin mutants were partially sterile and these partial sterility phenotypes
could be suppressed by dietary iron supplementation. A novel mutant, induced chemically by ethyl
methanesulphonate treatment and termed ems®, was generated in a genetic screen aimed to uncover
new genes present on the second chromosome involved in the regulation of ferritin expression
(Mehta et al., 2008). Ferritin is a protein that functions in iron storage and release and is expressed in
the testes. Homozygous ems®* mutants are sexually dimorphic with reductions in fecundity in males,
but this phenotype was observed only in the absence of one functional copy of ferritin. Here, | have
further characterised the ems®* mutants aiming to identify which gene is affected in ems®, to further
explore the interaction between ems® and ferritin, to investigate whether ems® interacts with
mitoferrin, to investigate whether dietary iron manipulation affects the ems®* phenotype, to identify
any morphological differences in the testes of the ems®* mutants and observe the motility of their
sperm. The deficiency-mapping strategy used localised ems® to the cytological location which
corresponds to the polytene bands 23F6 to 24A2 and also identified ems® as a hypomorphic allele,
which is completely sterile over Df(2L)BSC292. Genetic experiments showed that the fecundity
phenotype of ems® is not due to a genetic interaction between the ems®* mutation and the ferritin
mutants and also that ems® is not rescued by changes in the dietary iron availability. No
morphological differences were observed in the testes of ems® mutants; however a difference in
sperm motility was identified. The homozygous hypomorphic ems®* mutants had a 50% reduction in
sperm motility whilst the trans-heterozygous ems®/Df(2L)BSC292 had a 90% reduction in sperm
motility. Whole genome sequencing, of homozygous ems® mutants and controls, revealed four genes
uncovered by Df(2L)BSC292 - CG8851, Sr-ClV, CG8852, and dot - showing amino acid mutations
that lead to a change in the protein sequence in the homozygous ems®* genome. Of these four genes,
CG8851 has high male specific expression in the testes, and also shares ~40% sequence homology
with Outer Dense Fibre Protein 2 (ODF2), which has previously been implicated in mouse fertility.
Thus, 1 conclude that the ems® is a hypomorphic allele in a gene not related to iron homeostasis, as
previously thought. Instead | propose that CG8851 may encode for ODF2 in Drosophila
melanogaster with a functional role in sperm motility or spermatogenesis.



10. RESUMEN

Las mitocondrias son los sitos de la sintesis de ATP, el producto de la respiracién, que se usa en
varios procesos bioldgicos que requieren energia. La respiracion en parte depende del hierro en su
forma de complejos de azufre-hierro y del grupo hemo, que son cofactores esenciales de los
complejos de fosforilacion oxidativa. Un uso del ATP, como fuente de energia, es en la generacion
de la motilidad de los espermatozoides. En Drosophila melanogaster, las mutaciones en el Gnico gen
de mitoferrina, que codifica para una proteina de transporte que se localiza en la membrana
mitocondrial interna, revelaron defectos mitocondriales en las espermatides que impidieron formar
espermatozoide maduro (Metzendorf y Lind, 2010). Las mutantes fuertes de mitoferrina generan
esterilidad especificamente en los machos, mientras las moscas que llevan alelos hipomorficos de
mitoferrina son parcialmente estériles. Estos fenotipos de esterilidad se suprimieron con la
suplementacion de hierro en los alimentos. Una nueva mutante, ems®, se aislé de un anélisis
genético que se dirigié para descubrir nuevos genes presentes en el segundo cromosoma que regulan
la expresion de ferritina (Mehta et al., 2008). La ferritina es una proteina que se expresa en los
testiculos y que sirve para el almacenamiento y liberacién de hierro. Cuando la mutacién de ems®, se
presenta en forma homocigota en moscas ocurre dimorfismo sexual con reduccién en la fecundidad
especificamente en los machos; este fenotipo se observé sélo en la ausencia de una copia funcional
de ferritina. En este trabajo se caracterizaron mas las mutantes de ems®:, con el objetivo de
identificar cual gen se ve afectado por la mutacion de ems®:. Se exploré la interaccién genética entre
ems® y ferritina, y entre ems®! y mitoferrina, ademas se investigé si el fenotipo de ems® se afecta
por cambios en la disponibilidad de hierro en la dieta. Se investigd si existen diferencias en la
morfologia de los testiculos y en la motilidad de los espermatozoides en los mutantes de ems®.
Mediante un mapeo genético utilizando deficiencias, se demostré que la mutacién de ems®* se situd
en la region citoldgica que corresponde a los bandeos del politénico 23F6 a 24A2 y ademas que
ems®! es un alelo hipomérfico completamente estéril que se encontré en la region Df(2L)BSC292.
Los experimentos genéticos muestran que el fenotipo de la fecundidad de las mutantes de ems®* no se
debe a una interaccién genética entre las mutaciones en ems® y ferritina, y que cambios en la
disponibilidad del hierro en la dieta no rescatan el fenotipo. No se observaron diferencias
morfologias en los testiculos de los mutantes de ems®, sin embargo, se identificé una diferencia en la
motilidad de los espermatozoides. Los mutantes homocigotos de ems® tuvieron una reduccion del
50% en la motilidad de sus espermatozoides, mientras que los mutantes heterocigotos en
ems®!/Df(2L)BSC292 tuvieron una reduccién del 90% en la motilidad de sus espermatozoides.
Mediante secuenciacién genémica completa del mutante ems® y de las moscas control, se revelaron
cuatro genes, CG8851, Sr-ClV, CG8852 y dot, que se ubican en la regién que se elimind por la
deficiencia Df(2L)BSC292, y tienen un cambio en un aminoacido en la proteina que codifica cada
gen. De estos cuatro genes, CG8851 tiene una alta expresion especifica en los testiculos, ademas,
posee aproximadamente el 40% de homologia con la secuencia de la proteina Fibra Densa Externa 2
(ODF2), la cual previamente se implicé en la fertilidad de los ratones. Por lo tanto, concluimos que
la mutacién de ems®! genera un alelo hipomérfico en un gen que no se relacioné con la homeostasis
de hierro, como se pensé anteriormente. Proponemos que el gen CG8851, en Drosophila
melanogaster, codifica para la proteina ortdloga de ODF2, con un papel funcional en la motilidad de
los espermatozoides o en la espermatogeénesis.



11. INTRODUCCION

11.1 Breve introduccion a Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster, es una especie conocida como ‘la mosca de la fruta’, que pertenece
a la familia de Drosophilidae (Diptera) y se ha estudiado ampliamente desde principios de 1900.
Drosophila melanogaster tiene cuatro pares de cromosomas: el cromosoma sexual, el segundo vy el
tercer cromosoma (cada uno tiene brazos derecho e izquierdo) y el cuarto cromosoma que es el mas
pequefio (Bridges, 1935). Drosophila melanogaster se introdujo por primera vez como un modelo
para la investigacion bioldgica por W.E. Castillo, quien investigd los efectos diferenciales de la
fecundidad cuando cruz6 moscas de diferentes origenes genéticos (Castillo, 1906). La fecundidad es
la medida del rendimiento reproductivo real i.e el nUmero de progenie que actualmente alcanza la
madurez, mientras que la fertilidad es la capacidad de tener progenie (Sauvy, 1969). Las hembras de
Drosophila melanogaster pueden producir alrededor de 75 huevos al dia, con un maximo de

aproximadamente 500 durante una semana (Strickberger, 1962).

Los estudios en la herencia de Drosophila melanogaster iniciaron con T.H. Morgan en 1910
y se continuaron con sus estudiantes (Rubin y Lewis, 2000), uno de ellos mas tarde introdujo el uso
de cromosomas balanceadores que ahora son una herramienta de uso comun para mantener cepas
estables de las mutantes de Drosophila melanogaster (Muller, 1918). Los cromosomas
balanceadores son homocigotos letales, tienen un fenotipo dominante y se asocian con repeticiones
invertidas que son letales y recesivas que impiden la recombinacién (lo cual sélo ocurre en las
hembras) mediante la supresion de la formacion de sinapsis entre los cromosomas homélogos. Por lo
tanto, los cromosomas balanceadores son un medio para mantener mutantes homocigotos letales
viables dentro de una poblacion, asi como, cuando se realizan cruzas geneticas con diferentes

mutantes heterocigotos sin tener el riesgo de perder la mutacion (Greenspan , 2004).

Los avances en la tecnologia junto a mas de un siglo de investigacion en Drosophila
melanogaster, facilitaron un estudio a profundidad de la genémica funcional incluyendo
transcriptomica, metabolomica y la protedmica (Venken y Bellen, 2005; Mohr et al., 2014). Los
estudios genéticos funcionales clasico e inverso se utilizan comunmente para inferir las funciones de
los genes por la comprensién de lo que ocurre con las mutantes. Se usa la técnica de la genética
funcional clasica para identificar la causa de un fenotipo, por lo cual la genémica funcional inversa

involucra el trastorno de un gen para identificar un fenotipo.



En Drosophila melanogaster hay varias causas por las cuales la funcion de un gen se
trastornan (Adams y Sekelsky, 2002), una de ellas es el uso del agente alquilante llamado
metanosulfonato de etilo (EMS) para inducir mutagénesis (St Johnston, 2002). Los agentes
alquilantes monofuncionales son los quimicos que se prefirieron para inducir los mutaciones
puntuales ya que se pueden inducir cambios en los pares de bases de purina-pirimidinas a
pirimidinas-purina (Bautz y Freese, 1960), mas especifico el quimico metanosulfonato de etilo puede

inducir las mutaciones puntuales de G:C a A:T (Coulondre y Miller, 1977; Lebkowski et al., 1986).

Otra técnica que se utiliza comunmente en Drosophila melanogaster es la insercion del
elemento-P. Los elementos-P son elementos de transposones. Estas secuencias se flanquearon por
repeticiones terminales invertidas (31 pb) y repeticiones invertidas sub-terminales (11 pb). Los
elementos-P codifican tanto para la transposasa como para un inhibidor de la transposasa. La
transposasa se dirige a las repeticiones invertidas sub-terminal para la escision, esto resulta en la
movilizacion del elemento-P (por un mecanismo de cortar y pegar) que se inserta en una localizacion
cromosOmica aleatoria. Los elementos-P son especificos de Drosophila melanogaster y se
manipulan para mejorar los estudios en genética y servir como una herramienta para la
transformacion de la linea germinal (Griffiths et al., 1999). Se sintetizaron los vectores de elemento-
P y se utilizan para la disrupcion de genes, expresion anémala de transgenes, la manipulacion del
genoma, amputando genes y ARN de interferencia (ARNi). Los vectores de elemento-P carecen de
la transposasa; en su lugar, contienen un sitio de clonacion multiple, un marcador de gen que es
visible, y las secuencia(s) de ADN que se desean. Un vector de elemento-P siempre se utiliza junto
con un plasmido ayudante, que contiene transposasa que carece de las repeticiones invertidas sub-
terminales y terminales, lo que impide la integracién de la transposasa en el genoma (Dahmann.,
2008). Ademas, elementos-minos se utilizan para trastornar la funcion del gen. Minos es un elemento
movil que se aislo de Drosophila hydei; sin embargo, a diferencia de otros elementos-P que sélo son
activos en Drosophila los elementos-Minos pueden transformar otras especies de insectos (Metaxakis
et al., 2005).

En Drosophila melanogaster se alcanzo un hito importante cuando se secuencio y anoto el
genoma completamente (Adam et al., 2000). Toda esta informacion es accesible en la base de datos
de la comunidad de Drosophila, FlyBase (St. Pierre et al., 2014). Estos recursos especificos para la
investigacion en Drosophila melanogaster facilitaron la identificacion de cepas de moscas que
existen y se requieren para proyectos especificos. Ademas, Drosophila melanogaster tiene un ciclo
de vida corto desde el huevo hasta la edad adulta de aproximadamente dos semanas, lo que lo hace

un buen organismo modelo para el estudio de la fisiologia (Mohr et al., 2014).
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11.2 El sistema reproductivo masculino en Drosophila melanogaster

El sistema reproductivo de Drosophila melanogaster en los machos adultos se localiza en el
abdomen entre el tercero y sexto segmentos abdominales. El sistema reproductivo se compone de un
par de testiculos, glandulas accesorias, las vesiculas seminales y una bulba eyaculatoria (Miller,
1941). Los testiculos son tubos cerrados en forma de espirales, y son bilateralmente asimétricos
(Bairati, 1967), por lo de cual se ubican ventrolateralmente en un lado del abdomen y el extremo
apical de los testiculos esta en el lado opuesto. El testiculo se conecta a las vesiculas seminales a
través de los conductos eferentes (o el conducto testicular) que se unen a las glandulas accesorias y al
conducto eyaculador a través de los conductos deferentes (Figura.1) (Miller, 1941). Los testiculos
tienen una longitud aproximada de 2 mm, con un didmetro de 100 um (Bairati, 1967). La pared de
los testiculos se compone de dos capas de células delgadas. Ademas, en la capa basal terminal de los
testiculos, hay una capa adicional de epitelio terminal, que lleva al conducto testicular que conduce a

las vesiculas seminales (Miller, 1941; Tokuyasu 1972b).
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FIGURA 1. El sistema reproductivo masculino y genitales de Drosophila melanogaster. (A) Se muestran todos lo s
componentes del sistema reproductivo masculino, incluyendo los testiculos, las vesiculas seminales, las glandulas
accesorias y el bulbo eyaculador asi como sus posiciones. (B) Se muestra la posicidn del sistema reproductivo masculino

dentro de Drosophila melanogaster (modificado de Miller, 1941).
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11.3 Espermatogénesis en Drosophila melanogaster

En los testiculos de los adultos machos de Drosophila melanogaster ocurren todas las etapas
de la espermatogénesis (Figura 2), que tarda aproximadamente 10 dias desde la division de las
células madres hasta la formacion del espermatozoide maduro. La espermatogénesis comienza en el
extremo apical de los testiculos, en el complejo apical. EI complejo apical contiene una poblacion de
las células apicales (Hub), rodeadas por quistes de células progenitoras y las células madre
germinales. EI Hub sobresale en el lumen de los testiculos y se une a la pared del testiculo en el
apice, que comprende de 8 a 16 células apicales (células somaticas terminalmente diferenciadas) que
no se dividen. Los quistes de células progenitoras se extienden en protuberancias citoplasmaticas
alrededor de las células madre germinales en las células apicales, por lo tanto, se aislan las células
madre germinales y se conserva al mismo tiempo el contacto con el Hub (Figura 3) (Tokuyasu,
1972a; Hardy et al, 1979:. Gonczy y DiNardo, 1996 ).

Espermatozoides

64 Espermatides

Espermatozoides
s ‘fase de cebolla ®

maduros

Espermatides

alargadas oMl
Espermatides ~[,2¢7 3 ) i )/« 16 Espermatoci
P X Espermatocitos 16 Espermatocitos 52/ 16 Espermatocitos
primarios primarios

(Quiste inmaduro)* (Quiste maduro)

Espermatogonia

Célula madre germinal Célula madre germinal

FIGURA 2. Las diferentes etapas de la espermatogénesis. Se observan todas las etapas de la espermatogénesis en un
testiculo, que comienza en el extremo apical en el Hub, y termina en el extremo basal del testiculo. (Modificado de Hirst
y Carmichael, 2011)



En el Hub se mantiene la renovacion de las células madre geminales a través de la expresion
del ligando Unpaired (UPD), que activa la cascada de sefializacion de la via de las Janus-cinasas-
transductores de la sefial y activadores de la transcripcion (JAK-STAT) (Harrison et al., 1998 ;
Tulina y Matunis, 2001; Kieger et al, 2001). Después de la division de las células madre germinales

la célula hija ya no recibe estas sefiales y por lo tanto puede iniciar la diferenciacion.

Tanto las células madre germinales como las células madre de quistes se dividen
asimétricamente resultando en la formacion de una sola célula de la linea germinal hija (gonoblasto)
encapsulada por dos células somaticas del quiste formando una capa bicelular que colectivamente se
Illama Quiste, mientras que las células madre germinales permanecen adheridas a células madre
germinales (Figura 3) (Bairati , 1967; Castrillon et al., 1993; Tokuyasu, 1972a;. Hardy et al, 1979).
La encapsulacion de las células germinales por las células sométicas del quiste requiere la
sefializacion de STET, una proteasa de clase romboidal, que es recibida a través del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) desde las células madre germinales. Las células somaticas
del quiste no proliferan debido a la sefalizacion de las células germinales (Hardy et al, 1979:.
Gonczy y DiNardo, 1996). Se requiere la activacion del EGFR para restringir la auto-renovacion y
permitir la diferenciacion de células madre germinales masculinas en Drosophila melanogaster
(kiger et al., 2000: Schulz et al., 2002).

Un so6lo gonoblasto lleva a cabo una serie de cuatro rondas de mitosis para producir un
sincitio compuesto de 16 espermatocitos primarios esféricos (Figura 2), que permanecen
interconectados por puentes intercelulares que se llaman canales de anillo (Meyer, 1961; Hardy et
al., 1979), y permanecen encapsulados por las dos células de quistes. Los puentes intracelulares
permiten al sincitio compartir el citoplasma dentro de todas las células del Quiste con la excepcion
de los ndcleos y organelos (Braun et al., 1989). Una fusoma ocupa los puentes intracelulares que
conectan las células madre germinales a los gonoblastos, que en las espermatogonias estan
ramificados. El fusoma esféricos (llamado un espectrosoma en las células madre germinales), es un
organelo especifico de las células germinales y el citoesqueleto de una gran red continua tubular
(Figura 3). El fusoma es un agregado de las vesiculas similares del reticulo endoplasmatico que se
hereda como derivados de mitosis. Se propuso que el fusoma proviene del reticulo endoplasmico
debido a la presencia de proteinas que son especificas de este organelo. (Tulina y Matunis, 2001;
Fuller y Spradling, 2007). El fusoma ha sido implicado en la regulacion de la division de células
germinales (Lin et al., 1994). La red del fusoma permanece interconectado con el sincitio hasta las

Gltimas etapas de elongacién de los espermatozoides, y parece que se rene en los canales del anillo
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en el extremo distal de las espermatides alargadas. Se ha propuesto que el fusoma coordina tanto la

division celular como la orientacion de los husos mitoticos en células Quiste (Hime et al., 1996).
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FIGURA 3. El apice de los testiculos muestra las etapas pre-meiéticas de la espermatogénesis. Todas las etapas de
la division del Quiste a través de los espermatocitos se muestran, comenzando en el extremo apical en el Hub
(modificado de (Fuller y Spradling, 2007)

En espermatocitos primarios, las mitocondrias se distribuyen asimétricamente dentro del
citoplasma y se observa la cromatina muy condensada dentro del ndcleo (Rasmussen, 1973; Cenci et
al., 1994). Un sincitio compuesto por espermatocitos primarios lleva a cabo la division meiotica,
produciendo un sincitio compuesto de 32 espermatocitos secundarios esféricos. En esta etapa de
desarrollo, los espermatocitos comienzan la formacion del acrosoma. Los acrosomas se derivan del
Golgi y se encuentran distribuidos de manera uniforme dentro del citoplasma. Las sustancias
precursoras acrosomales son secuestradas en un granulo denso que se forma a partir de las
membranas y vesiculas del complejo de Golgi (Anderson, 1967; Yasuno, 2013). El centriolo
primario se mueve hacia el lado posterior del ndcleo, y se incrusta en el material pericentriolar
(Anderson, 1967).



Un sincitio compuesto de espermatocitos secundarios lleva a cabo la division meidtica,
produciendo un sincitio compuesto de 64 espermatides haploides. En las espermatides el aparato de

Golgi se agrega en la posicion apical del nucleo para formar el acroblasto (Yasuno, 2013).

Cuando la espermatogénesis empieza, en las espermatides, los nucleos son esféricos y se
encapsulan en una sola capa de reticulo endoplasmaético y se observa una reduccion de sus diametros,
con una distancia de 160 nm entre ellos (Anderson, 1967; Rasmussen, 1973; Tokuyasu, 1974 ). Justo
antes de que el ndcleo se empieza a alargar, se observan las partes fenestradas de la membrana en
una posicion apical del nucleo, es entre la membrana y el reticulo endopldsmico en que los materiales

perinucleares (el complejo densa) se acumulan (Tokuyasu, 1974).

En el extremo posterior del nucleo, en el material pericentriolar, un segundo centriolo se
forma perpendicular al centriolo primario y numerosos microtubulos proliferan méas concentrados en
el centro de la membrana fenestrada del nicleo. La membrana fenestrada se comienza a invaginar y
los microttbulos de manchette se extienden desde el centriolo primario para formar parcialmente una
vaina que encierra el nacleo que esta alargdndose (Anderson, 1967; Tokuyasu, 1974).
Posteriormente, diferentes formas y tamafios de las mitocondrias se agregan junto a los centriolos
(cuerpo basal), y las mitocondrias progresivamente se fusionan para formar el nebenkern (un
orgadnulo complejo que contiene mdultiples capas de membranas mitocondriales, este proceso se
conoce mas comunmente como la fase de cebolla debido a la morfologia de la mitocondria (Bowen,
1922; Tokuyasu, 1975: Cenci et al., 1994). El nebenkern se compone de dos derivados

mitocondriales, los derivados mitocondriales mayores y menores.

Simultaneamente a la elongacion del axonema, los derivados de las mitocondrias en forma de
varilla se alargan en paralelo al axonema. Como la morfologia de los derivados de mitocondrias
cambian, las crestas desaparecen y uno de los derivados mitocondriales se vuelve méas denso y mas
grande y parece estar en contacto con la membrana del axonema exterior con una distancia de
aproximadamente 1 um. En el axonema, rodeando al par de los tdbulos centrales, hay nueve dobletes
de tubulos periféricos (Anderson, 1967; Tokuyasu, 1972b).

Las diferencias morfologicas se observan tanto en el nucleo como en las diferentes células del
quiste durante la diferenciacion terminal. La cromatina de nucleo parece ocupar el mayor volumen de
este ndcleo y la célula quiste trasera rodea la cola de las espermatides, mientras que la célula quiste
frontal rodea la regién de la cabeza de las espermatides (Tokuyasu, 1972a; 1974). Tanto las
espermatides diferenciadas como las células de quistes se alargan bidireccionalmente (en la direccion

apical y basal) en donde la region que contiene la cabeza en desarrollo se extiende hacia la base de
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los testiculos, los nacleos de las espermatides se transforman de una forma esférica a una forma de
aguja (Anderson , 1967; Tokuyasu, 1972a; 1974),

El bulbo quistico es el sitio de remodelacion de la membrana que se forma justo antes de la
individualizacion. Este proceso requiere la formacion del complejo de individualizacién, que son
estructuras de cono de actina que se forman enfrente de cada uno de los nucleos. Se ha propuesto que
los conos de actina tienen el papel tanto de empujar el bulbo quistico hacia adelante junto con el
citoplasma no deseado, asi como la formacion de los organelos; adicionalmente por medio de

polimerizacion de actina se da la remodelacion de la membrana (Noguchi y Miller, 2003).

Como el complejo de individualizacion se transloca a lo largo de las espermatides
interconectadas, el bulbo quistico se expande conteniendo organelos no deseados y citoplasma
(incluyendo fragmentos de acroblastos, pequefios fragmentos mitocondriales, el nucleoplasma, la
membrana fenestrada y no fenestrada) (Tokuyasu, 1972b;. Fabrizio et al, 1998; Yasuno, 2013).
Actualmente se desconoce, la fuerza motriz de los complejos de individualizacion, sin embargo, se
ha demostrado que la miosina VI es importante en la estabilizacion de los conos de actina del
complejo de individualizacion (Noguchi et al., 2006). Las miosinas son motores dependientes de
actina que requieren adenosina trifosfato (ATP) para moverse a lo largo de los filamentos de actina.
La miosina VI se distingue de otras miosinas en que se mueve hacia el extremo negativo de los
filamentos de actina (Wells et al., 1999). Se ha propuesto que tal vez la miosina VI tiene un papel
tanto en el transporte y movimiento como en el anclaje a los filamentos de actina, mediante la
inhibicidn de la despolimerizacion en el extremo negativo de los filamentos de actina, lo que lleva a
los filamentos a ser mas estables permitiendo el crecimiento solo en el extremo positivo, sirviendo
por lo tanto como un medio para mover el complejo de individualizacién hacia la parte apical del
testiculo (Isaji et al., 2011).

Como el bulbo quistico se transloca caudalmente, se alarga de aproximadamente 15 pm en el
inicio de la individualizacion a aproximadamente 100 um cuando llega a la region apical de los
testiculos, y se cierran los puentes intracelulares en el sincitio compuesto de espermatides y se
encapsula cada espermatozoide en su propia membrana, mientras que se eliminan excesos de

materiales nucleares y citoplasma (Tokuyasu, 1972a; 1972b).

Al final de la individualizacion, los complejos de individualizacion se separan de las
espermatides maduras formando bolsas de residuos que mantienen los puentes intracelulares con el
lumen del Quiste, el cual contiene organelos degenerados y derivados mitocondriales. EI nombre que

se le da a los bulbos quisticos que se separan después de la individualizacion es Bolsas de residuos,
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lo que resulta en la formacion de 64 espermatides individuales, todavia encerradas en el Quiste
(Tokuyasu, 1972a).

Cuando la individualizacion se cumple el citoplasma de las espermatides carece de ribosomas
y organelos, y las mitocondrias menores son pequefias (Tokuyasu, 1972b). El proceso de
enrollamiento se inicia cuando la region de la cabeza (rodeado por la célula quiste frontal) queda
atrapada en las celulas epiteliales terminales en el extremo basal del testiculo (Bairati, 1967), durante
el cual la bolsa de residuos se mueve junto con las espermatides desde la zona apical del testiculo a la
zona terminal (Tokuyasu, 1972a). Los organelos que se acumularon en las bolsas de residuos
degradados, se identifican por la presencia del verticilo mieloide (los productos de degradacion
después de la hidrdlisis acida) (Tokuyasu, 1972b). El proceso de enrollamiento es capaz de detectar y
eliminar las colas de los espermatozoides anormales, que son separados de los espermatozoides
normales en diferentes regiones dentro del quiste. Los espermatozoides maduros con colas normales
salen al lumen testicular, vesiculas seminales, en la que los restos de las células quiste son
fagocitados por las células epiteliales terminales y, finalmente, se someten a la degeneracion
(Tokuyasu, 1972a).

11.4 Homeostasis del hierro

El hierro se presenta en el estado soluble de ion ferroso (Fe?*) pero se oxida facilmente al
estado insoluble de ion férrico (Fe**). El hierro es un cofactor esencial que se utiliza en diferentes
moléculas bioactivas. Se requiere para la sintesis de ADN como un cofactor de la enzima
ribonucledtido reductasa (Clase | y 1) que permite la conversion de ribonucleétidos a
desoxirribonucleotidos (Jordan y Reichard, 1998). Otros procesos bioquimicos utilizan el hierro por
medio de dos grupos prostéticos comunes; complejos de azufre-hierro (ISC) y hemo (Scheffler,
2008). Los complejos de azufre-hierro son importantes para el ciclo de Krebs: especificamente para
la enzima aconitasa (Beinert et al., 1996) y la enzima succinato deshidrogenasa (Coles et al., 1979);
y para la fosforilacion oxidativa, que tiene un papel importante en la produccién de energia en la
forma de ATP, porque la cadena de transporte de electrones requiere el uso tanto del grupo hemo
como de los complejos de azufre-hierro (Crichton, 2008).

Aunque se requiere hierro para muchos procesos bioldgicos, altos niveles de hierro generan
especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden ser perjudiciales para los organismos. El
mecanismo de la produccion de radicales de hidroxilo, se definio por Haber y Weiss (Haber et al.,
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1934), mas tarde Fenton describio por primera vez el uso del hierro como catalizador y perdoxido de
hidrogeno como agente oxidante en la oxidacion (Fenton, 1894). La reaccion de Haber-Weiss
(ecuacion.l) y la reaccidn de Fenton (ecuacién.2) demuestran cémo el radical de hidroxilo, que es
altamente reactivo, se produce en presencia de hierro (ecuacion.3). Los radicales de hidroxilo que se
produjeron tienen el potencial de causar dafio celular (Barton, 2010), incluyendo la peroxidacion de
los lipidos de membrana y el dafio de ADN que incluye la formacion de roturas simples/dobles o

aberraciones cromosomicas (Halliwell y Arouma, 1991).

LA REACCION DE HABER-WEISS:

Fed™ + 0, N Fe?* + 0, (ecuacion.1)

LA REACCION DE FENTON:

Fe”* + H,0, —  Fe& + OH + +OH (ecucion.2)

LA REACCION NETA:

.02_ + H202 — OZ + OH + <OH (ecuacion.3)

Debido a que altas cantidades de hierro pueden tener efectos perjudiciales en los organismos,
la regulacion de los niveles del hierro dentro de un organismo es importante. La ferritina es la
proteina primaria de almacenamiento de hierro en la mayoria de los organismos y se requiere para la
regulacion de la homeostasis del hierro (Harrison y Arosio, 1996). La ferritina fue identificada por
primera vez por Laufberger (Laufberger, 1937). Es un heteropolimero constituido por dos
subunidades, la cadena pesada y la cadena ligera (H y L, respectivamente) (Arosio et al., 1978), con
la capacidad para contener aproximadamente hasta 4500 atomos de hierro (Rothen, 1944; Fishbach y
Anderegg, 1965). La proporcion entre la subunidad de la cadena pesada a las subunidades de cadena

ligera puede variar dependiendo del tejido y del organismo (Arosio y Levi, 2002).
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11.5 El hierro en las mitocondrias

Las mitocondrias son compartimentos subcelulares con una gran exigencia de hierro. Dentro
de estos organelos ocurre la insercion del hierro hacia el interior de protoporfirina, un precursor del
grupo hemo (Dunn et al., 2007), y la biosintesis de complejos de azufre-hierro (Lill y Muhlenhoff,
2008; Rouault y Tong, 2008). Los grupos hemo y complejos de azufre-hierro son componentes
indispensables de la cadena de transporte de electrones, constituida por multiples de subunidades de
complejos enzimaticos | - IV, presentes en la membrana interna de la mitocondria (Chance y
Williams, 1956). El hierro permite la transferencia de electrones (Hatefi, 1985) que conduce a la
produccion de energia celular en forma de ATP por medio de quimiosmosis en un proceso que se
Ilama fosforilacion oxidativa (Mitchell, 1961), por lo tanto, las mitocondrias también son conocidas

como la central eléctrica de la célula (Siekevitz, 1957).

La importancia de la regulacion de la homeostasis del hierro dentro de las mitocondrias
también se muestra con el requerimiento de frataxina (Campuzano et al., 1996), en ausencia de la
cual el hierro se acumula en las mitocondrias llevando a un dafio oxidativo tanto en el ADN
mitocondrial y como en las proteinas mitocondriales de los grupos azufre-hierro (Babcock et al.,
1997; Radisky et al., 1999).

Es evidente que el requerimiento de hierro en la mitocondria indica que la entrada de hierro
en estos compartimentos subcelulares es imprescindible. Aunque la membrana externa de la
mitocondria es relativamente permeable, el hierro no puede atravesar la membrana interna de la

mitocondria ya que es impermeable a pequefias moléculas e iones (Chappell, 1968).

En la levadura, se demostré que el hierro entra en la mitocondria a través de mitoferrina
(Mrs3/Mrs4), una proteina acarreadora para el hierro, que permite que el hierro atraviese la
membrana interna de las mitocondrias (Froschauer et al., 2009). Existe una correlacion positiva entre
la expresion de mitoferrina y la acumulacion de hierro en la mitocondria, (Muhlenhoff et al., 2003).
Una correlacion similar se observa con la produccion de hemo y la maduracion de complejos de
azufre-hierro (Foury y Roganti., 2002), lo que sugiere que mitoferrina estd involucrada en el

transporte de hierro en las mitocondrias.
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11.6 El hierro vy sus funciones en Drosophila melanogaster

Aunque se estudié Drosophila melanogaster, ampliamente, en cuanto al metabolismo del
hierro (Mandilaras et al., 2013), ain queda mucho por entender. Se sugiri6 que en Drosophila
melanogaster limitar la carga de hierro por el consumo dietético de té (un quelante de hierro) puede
resultar en una vida mas larga (Massie et al., 1993; Lopez et al., 2014). Sin embargo, la aplicacion
del quelante de hierro deferiprona no confirmo esta hipotesis (Soriano et al., 2013).

La regulacién de la disponibilidad y el nivel de hierro libre en Drosophila melanogaster se
refleja en la produccion y el uso de ferritina (Missirlis et al., 2006; 2007). Las dos subunidades de
ferritina; la ferritina 1 homdloga de la cadena pesada (FerlHCH) y la ferritina 2 homoéloga de la
cadena ligera (Fer2LCH) se situaron en el brazo derecho del tercer cromosoma en el bandeo de
politénico 99F1 (Charlesworth et al., 1997; Dunkov y Georgieva, 1999; Georgieva et al., 2002). A
diferencia de los vertebrados, la ferritina de insectos tienen una disposicion simétrica de las cadenas
pesadas y las cadenas ligeras, estd constituida por 12 subunidades, cada una se ensambla como
heterodimero que a su vez se ensamblan para formar la holo-ferritina (Hamburger et al., 2005). En
Drosophila melanogaster la proporcion entre ambas subunidades FerlHCH y Fer2LCH se
establecio. Un aumento en la expresion de una subunidad no conduce a un aumento en el nivel de
proteina que se expresa, a menos que la expresién de ambas subunidades de FerlHCH y Fer2L.CH se
incremente (Missirlis et al., 2007;Tang y Zhou., 2013). Se propuso que la diferencia en la proporcion
entre las subunidades de las cadenas pesada y las cadenas ligeras de la proteina ferritina en insectos
(en contraste con los vertebrados), se debi6 a la formacion de enlaces disulfuro entre ellas
(Hamburger et al., 2005).

Mientras que la ferritina de vertebrados es predominantemente citosolica, la ferritina de
insectos se encuentra en la via secretora (la cual incluye el reticulo endoplasmico, complejos de
Golgi, vesiculas secretoras, y también en la hemolinfa) (Locke y Leung, 1984; Nichol et al., 2002).
Se supone que la direccionalidad de ferritina de insectos a la via secretora se debe al péptido sefal
que se sintetiza con la ferritina (Nichol et al., 2002; Pham y Winzerling, 2010) y que también se
encuentra en Drosophila melanogaster y se asocian con ambas subunidades de FerIHCH y Fer2LCH
(Charlesworth et al., 1997; Georgieva et al., 2002). En Drosophila melanogaster se secreta a la
hemolinfa por medio de trafico a traves del aparato de Golgi. Este descubrimiento se realizo gracias
al uso de la proteina verde fluorescente (GFP) que se acopla a la ferritina (Missirlis et al., 2007).

GFP-ferritina tiene insertada a la proteina verde fluorescente (GFP) en el segundo intron de la
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subunidad de la ferritina 1 homéloga de la cadena pesada, FerlHCH®*® (Missirlis et al., 2007), se
genero mediante el uso de la GFP como un exdn artificial mévil que se acarre6 por un elemento-P,
que es transponible, con los sitios de empalme de intrén/exén donante y aceptor que flanquean la
secuencia en el elemento-P (Morin et al., 2001).

Las mutantes de Drosophila melanogaster con FerlHCH®'®®

son homocigotos letales y
ligeramente deficientes de hierro (0.191 mg/g en FerlHCH®™® cf. 0.292 mg/g para el control) en
condiciones normales de alimentacion (Gutiérrez et al., 2013). Sin embargo, el uso de esta mutante
permite la visualizacion de la expresion de la ferritina bajo microscopia de fluorescencia in vivo
(Missirlis et al., 2007). Se caracterizd la GFP-ferritina como un reportero fiel de la expresion
enddgena de la ferritina con la capacidad de ensamblarse junto a ésta y cumplir la funcion de una

proteina de almacenamiento de hierro (Missirlis et al., 2007). El uso de FerlHCH®*®®

para investigar
la expresion de ferritina en larvas de Drosophila melanogaster reveld que esta proteina se expresa
predominantemente en la region de hierro del intestino y en cerebro, asi como en las células

pericardicas y las células en guirnaldas (Figura 4) (Mehta et al., 2009).

En Drosophila melanogaster se identifico un tercer tipo de ferritina, que se localiza en el
cromosoma sexual y la cual se encuentra especificamente en las mitocondrias. La ferritina
mitocondrial (Fer3HCH) es un homopolimero con un alta expresion en los testiculos (Missirlis et al.,
2006). La sobreexpresion de Fer3HCH no cambia los niveles de las subunidades de FerlHCH o
Fer2LCH de ferritinas que se secreta y la ferritina mitocondrial es deficiente en hierro. Esto sugiere
que quizas la ferritina que se secreta y la ferritina mitocondrial son gobernadas por distintos sistemas
de regulacién vy tienen diferentes mecanismos homeostaticos de hierro (Missirlis et al., 2006). Se
propuso que la funcién de la ferritina de la mitocondria es de la proteccidn contra el estrés oxidativo
dependiente del hierro, en lugar de una funcién primaria de almacenamiento de hierro (cf. Rothen,
1944; Fishbach y Anderegg, 1965); esto se debe a que en ratones, se asocia la ferritina mitocondrial
con tipos de células que se caracterizaron por alta actividad metabdlica y consumo del oxigeno
(Santambrogio et al., 2007). Es de destacar que en ambos, ratones y en moscas, la ferritina

mitocondrial se expresa altamente en los testiculos.

Drosophila melanogaster solo tiene un gen de mitoferrina (dmfrn) que se ubica en el tercer
cromosoma (Metzendorf y Lind, 2009), tiene un homologo de frataxina que se codifica por dfh
(Canizares et al., 2000), la caracterizacion de frataxina reveld que la ausencia de esta proteina resulta
en la pérdida de la homeostasis intracelular del hierro, un aumento en la susceptibilidad a la toxicidad
por hierro y una reduccion en las actividades de enzimas que contienen hemo y azufre-hierro
(Anderson et al., 2005).
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FIGURA 4. La expresion de ferritina in vivo usando la proteina verde fluorescente. Se muestra el ARNm que se

produjo por FerlHCH®#®

(Missirlis et al., 2007). Se puede observar diferencias en la expresion cuando la larva se
expone a dietas con diferentes cantidades de hierro, un aumento en el hierro disponible conduce a una alta expresion de
ferritina en el intestino anterior, asi como en las células pericardicas y las células en guirnalda (Mehta et al., 2009). En

contraste, la expresion es constitutiva en el cerebro, y en las células de hierro (en el intestino medio).

11.7 El hierro vy la fertilidad en Drosophila melanogaster

Existen varios estudios que sugieren una asociacion importante entre el oligoelemento y
fertilidad. En los mamiferos, cantidades excesivas 0 escasas de este elemento conducen a anomalias
en la fertilidad, aunque a la fecha se conoce poco sobre el impacto (directo o indirecto) del hierro en
la estructura y la funcion de las gonadas y gametos masculinos (Tvrda et al., 2014). La
suplementacién en la dieta de Drosophila melanogaster con 1 mM de hierro produjo un incremento
en la oviposicion de las hembras y una preferencia en el sitio de pupacion en todos los estadios
larvarios; los adultos muestran una preferencia por los alimentos con 1 mM de hierro por medio de la

percepcion a través del sentido del gusto. Sin embargo, Drosophila melanogaster evita dosis toxicas
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de hierro (70 mM de hierro (I1) heptahidrato de sulfato y 40 mM de hierro (I11) de hidrato de sulfato)
por medio de la percepcion a través del gusto, a excepcion de las larvas de tercer estadio que
muestran una preferencia por concentraciones altas de hierro (Bahadorani y Hilliker, 2009). La
explicacion que se propuso para esta preferencia por concentraciones aparentemente toxicas de
hierro es que en larvas de tercer estadio, hay una demanda fisiologica alta de hierro antes de la
pupacién y durante la metamorfosis, ya que en Drosophila melanogaster la concentracion de hierro
total en la etapa de pupa (165 a 198 ng / peso seco mg) es mayor que en la primera y segunda fases
larvarias (71 a 132 ng / peso seco mg) (Massie et al., 1985). La capacidad para detectar la
concentracion de hierro en la dieta aumenta la supervivencia y el éxito reproductivo de Drosophila

melanogaster.

La mitoferrina se requiere para la fertilidad de machos en Drosophila melanogaster. La
mitoferrina se expresa de forma ubicua en la cabeza, el torax, tubos de Malpighi, el intestino y dos
veces mas en los testiculos (Metzendorf y Lind, 2010). La disrupcion de la mitoferrina por medio de

mutagénesis con el elemento-P (Robertson et al., 1988) conduce a un fenotipo de machos estériles.

Los testiculos de los mutantes de mitoferrina son pequefios, contienen espermatides que se
alargan parcialmente y carecen de espermatozoides maduros (Figura 5) (Metzendorf y Lind, 2010).

venus, una

Se rescata el fenotipo de esterilidad de la mosca por medio de una linea transgénica, dmfrn
construccion que contiene a la proteina amarilla fluorescente, venus (Nagai et al., 2002), y dmfrn)
que se inserta en el segundo cromosoma (Metzendorf y Lind, 2010). Se investigaron diferentes
mutantes hipomorficas de mitoferrina (también por medio de mutagénesis de elemento-P), por lo
cual una mutacion hipomorfica es una mutacién que causa la pérdida parcial de la funcién del gen
(Muller, 1932 y Wilkie, 1994). Los fenotipos mas débiles de esterilidad de machos de los mutantes
hipomérficos para mitoferrina se rescataron mediante el aumento de la disponibilidad de hierro en la
dieta; lo que indica que el fenotipo de los mutantes hipomérficas no se debe a la sobrecarga de hierro

celular (Figura 5) (Metzendorf y Lind, 2010).
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FIGURA 5. Diferencias morfoldgicas de los testiculos de las mutantes de mitoferrina, y disminuciéon de su
fecundidad. Se compararon los controles utilizando los testiculos de las moscas de ojos white (A.A) y (A.D)
heterocigotos de las mutantes de mitoferrina), (A.B y A.C), los testiculos de los mutantes de mitoferrina en la forma
homocigota de Drosophila melanogaster son pequefios, contienen espermétides que se alargan y carecen de
espermatozoides maduros, la punta de flecha indica espermatozoides. (B) Las mutantes severas de mitoferrina
(SH115) son completamente estériles a pesar de la cantidad de hierro en la dieta, sin embargo las otras dos mutantes
hipomorficas (EY01302 y BG00456) muestran un aumento en el porcentaje de machos fértiles cuando se exponen a
una dieta alta en hierro, lo que indica que aumentando el hierro en la dieta puede rescatar el fenotipo de fertilidad en
las mutantes de mitoferrina. Se debe tomar en cuenta que los heterocigotos masculinos con una deficiencia de
mitoferrina fueron completamente fértiles aunque crecieron con una dieta con bajas cantidades de hierro (Metzendorf
y Lind, 2010).
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Tanto la ferritina como la mitoferrina se expresan en los testiculos de Drosophila
melanogaster; la mitoferrina se encuentra en espermatides que se alargaron, espermatocitos y la
vaina del testiculo. La acumulacién de mitoferrina se localiza en los verticilos de mitocondrias
enfrente de los conos de actina de los complejos de individualizacion de espermatides (Figura 6),

H(3188

mientras que la acumulacién de FerlHC se concentra en las proximidades de los conos de

actina del complejo de individualizacion (Figura 7) (Metzendorf y Lind, 2010), esto concuerda con la

localizacion de la ferritina en el reticulo endoplasmico durante la espermatogénesis (Dorogova et al.,

G188 venus
H

2009). La acumulacién de ambos FerlHC y dmfrn se localiza en las bolsas de residuos al
final de la individualizacion de las espermatides (Metzendorf y Lind, 2010). Por lo tanto, hay dos
proteinas que se involucraron en la homeostasis de hierro que se expresan en los testiculos de

Drosophila.

(A) (B) (F)

FIGURA 6. La expresion de mitoferrina en los testiculos in vivo usando las mutantes de dmfrn*"*. Se us6 una
construccion en el segundo cromosoma donde se rescat6 a mitoferrina la cual se marcé con venus (una proteina amarilla
fluorescente). (A y B) La mitoferrina se acumula en las bolsas de residuos. (C a E) La mitoferrina se localiza dentro de
la protuberancia cistica de los complejos de individualizacién delante de los conos de actina (actina-roja, venus-verde).
(F) También, se mostré que mitoferrina se localiza en los espermatides (flecha), los espermatocitos (la punta de flecha),

y la vaina del testiculo (doble punta de flecha) (Metzendorf y Lind, 2010).
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FIGURA 7. La expresién de ferritina en los testiculos in vivo se evidencio por la marca de la proteina verde
fluorescente. (A) La ferritina se localiza en proximidad a los conos de actina de los complejos de individualizacion, y

(B) en las bolsas de residuos. (C) Expresion de ferritina en el testiculo completo (Metzendorf y Lind, 2010).

11.8 Una nueva mutante, especifica de machos, con un fenotipo de semi-
esterilidad, gue depende de ferritina

Se utilizd un analisis genético para descubrir una nueva mutante de Drosophila
melanogaster con discrepancias en el metabolismo del hierro (Mehta et al., 2008). Mediante la
exposicion de Drosophila melanogaster al quimico mutagénico metanosulfonato de etilo (EMS), se
indujeron mutaciones puntuales aleatorias en el ADN. Este analisis genético condujo a la
identificacion homocigota en el segundo cromosoma la cual es viable. Esta mutante, ems®, tiene un
fenotipo de dimorfismo sexual de semi-esterilidad especifica para machos (tesis de Licenciatura
Pathmanathan, 2011) sélo cuando los cromosomas de ems® estan junto con un alelo que se muté

HG188

para ferritina (FerlHC o Df(3R)Fer, una deficiencia de 2.2 kb que elimina las subunidades y

los respectivos promotores de FerlHCH y Fer2LCH (Gutiérrez et al., 2013). Dos alelos de ferritina

H®18 @l cual tiene una construccion con GFP dentro de la subunidad de

se utilizaron, FerlHC
FerlHCH (Missirlis et al., 2007) y Df(3R)Fer que es una deficiencia de 2.2 kb en los que se
eliminaron los genes FerlHCH y Fer2LCH, y sus respectivos promotores (Gutiérrez et al., 2013).
Los homocigotos para la mutacién ems®! no parecen tener problemas de fertilidad (Figura 8), lo que
sugiere una interaccién genética entre la ferritina (FerlHCH®*® y Df(3R)Fer) y ems® lo que

condujo al fenotipo de semi-esterilidad especifico en machos.
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FIGURA 8. Fenotipo de fecundidad en los machos de las mutantes de ems®’. Para medir la fecundidad se
cuantifico el nimero promedio de adultos en la progenie de las siguientes cruzas: (A) los machos adultos de 2 a 3 dias
de edad del genotipo indicado que se aparearon con dos hembras virgenes de los controles de laboratorio con ojos
white. Tomando en cuenta que los machos de la mutante ems® en la forma homocigota no muestran el fenotipo, pero
junto con FerlHCH®'® o Df(3R)Fer tienen fecundidad reducida. (B) Las hembras virgenes adultas de 2 a 3 dias de
edad del genotipo indicado que se aparearon con dos machos de los controles de laboratorio con ojos white. Todos los
genotipos tienen fecundidades similares lo que sugiere que las mutantes de ems® solo afectan a los machos. (Se evalu6
la fecundidad con la prueba estadistica ANDEVA de una sola via seguida por el anélisis estadistico de post-hoc de
Tukey-Kramer HSD, media + SEM, *P < 0.05. Para cada genotipo se indica N=10).

Teniendo en cuenta que se pueden rescatar los mutantes hipomorficos de mitoferrina
mediante el aumento de la disponibilidad de hierro en la dieta, en este trabajo se investigd si los
cambios de hierro dietético afectaban el fenotipo de semi-esterilidad de ems®. Considerando que la
mitoferrina es esencial para la fertilidad masculina se investigd si hay o no una interaccion entre

ems® y mitoferrina.
Ya que se afecta la fecundidad especifica en los machos en las mutantes de ems®, se exploré

si este fenotipo se relaciona con cambios en la morfologia de los testiculos o en la motilidad de sus

espermatozoides.
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11.9 Hipotesis

El cromosoma ems® Ileva una mutacién en un gen implicado en la espermatogénesis, y la
interaccion genética que se observa entre ems® y las mutantes de ferritina se relaciona con

alteraciones de la homeostasis del hierro.

11.10 Obijetivo general

Ya que ems®™ es una nueva mutacién, el objetivo general del presente estudio fue caracterizar

el mutante ems® e identificar el gen afectado por esta mutacion.

11.11 Obijetivos especificos

1. Identificar el gen que esta afectado en la mutante ems®".

2. Determinar si la fertilidad de ems® depende del hierro dietético y si ems™ interacta
genéticamente con las mutantes de mitoferrina como interactud con ferritina.

3. Observar la morfologia de los testiculos de las mutantes de ems®™ y la motilidad de sus

espermatozoides.

12. MATERIALES Y METODQOS

12.1 Cepas de Drosophila melanogaster que se obtuvieron

La siguiente cepas se describieron anteriormente (tesis de Licenciatura Pathmanathan, 2011):

o wW'ems®/CyO;+/+, (heterocigoto balanceado de la mutacién de ems®™),

18- 4 /+:FerlHCH®*¥8/TM3,Ser, (el control, heterocigoto balanceado de Ferritina-GFP),

o W
o wW':ems®/CyO;Fer1HCH®™/TM3,Sb, (heterocigoto balanceado de la mutacién de ems®'y Ferritina-GFP) y
w

o w":ems®/CyO;Df(38R)Fer/TM3,Sb (heterocigoto balanceado de la mutacién de ems®'y la deficiencia de ferritina).

La mutante de ems™ se localiza en el segundo cromosoma y se generd por Mehta et al.,
(2008). FerlHCHC®'®® es una mutante de la ferritina 1 homéloga de la cadena pesada que contiene el
GFP que se insertd por un elemento-P , que es transponible, con los sitios de empalme de

intron/exon donante y aceptor que flanquean la secuencia en el elemento-P (Missirlis et al., 2007).
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Df(3R)Fer es una deficiencia de 2.2 kb que tiene tanto FerlHCH y Fer2LCH asi como sus

respectivos promotores que se eliminaran (Gutiérrez et al., 2013).

Las siguientes cepas se obtuvieron de M. I. Lind (Universidad de Uppsala, Suecia):

o W +/+;dmfrn°™3/TM6c,Sb, Th, (heterocigoto balanceado de un alelo nulo de mitoferrina),

w8 dmfrn'*"sB%2/SM1,Cy; dmfrn®*3/TM6c,Sb, Tb (constructo de rescate en un fondo de dmfrn®™),
o WEKr/SM1,Cy;P{Epgy2}mfrnt"*3%TM6c,Sb,Tb (un alelo hipomérfico de mitoferrina) y
w8 Kr/SM1,Cy; Df(3R)ED6277/TM6¢,Sh, Th (deficientes en mitoferrina).

venusB32

dmfrn es una construccion que contiene una proteina amarilla fluorescente, venus,

junto con dmfrn que se insertaron en el segundo cromosoma (Metzendorf y Lind, 2010). dmfrn®™ es
una delecién de aproximadamente 700 pb que incluye parte de la 5'UTR (regién que no se traduce),
el sitio de inicio de la traduccion y una pequefa parte del primer intron de dmfrn (Metzendorf y Lind,
2010). Se obtuvo la mutante de P{Epgy2}mfrn=""**? (EY01302) por mutagénesis que se indujo por
elemento-P, el cual sitia 40 pb rio abajo al sitio putativo de inicio de transcripcion y Df(3R)ED6277

es una deficiencia de 10.9 kpb del mitoferrina, que es homocigoto letal.

12.2 Cepas de Drosophila melanogaster que se generaron

Para investigar si ems® interactia genéticamente con la mitoferrina, las siguientes cepas se
generaron por medio de la genética convencional de la mosca:

o wW'ems®/SM1,Cy;dmfrn°*3/TM3,Sb, (heterocigoto balanceado de la mutacién de ems®y Df13),

o wW'ems®/SM1,Cy; P{Epgy2}mfrn®*%%/TM3,Sh, (heterocigoto balanceado de la mutacién de ems®'y EY01302) y
e  w'%ems®/SM1,Cy;Df(3R)ED6277/TM3,Sb, (heterocigoto balanceado de la mutacién de ems®'con deficiencia de la

mitoferrina).

12.3 Mapeo usando el kit de deficiencias

Para identificar el gen afectado de la mutacion ems®™, se utilizé el kit de deficiencias (Tabla

1). El kit de deficiencias es una herramienta muy Util que se ha explotado en los analisis de genética.

Una deficiencia describe la delecion de una region continua del genoma de Drosophila melanogaster

que contiene varios genes (Bridges, 1917). ElI Bloomington Drosophila Stock Centre (BDSC) tiene

una coleccion de estas deleciones, la cual esta en continuo crecimiento debido a las contribuciones de
1118.

la comunidad cientifica que trabaja con Drosophila. La cepa de ojos white (w";+/+;+/+) y las

cepas con deficiencias consecutivas (deleciones gendmicas) en el segundo cromosoma se obtuvieron
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del BDSC. Las deleciones genomicas abarcan una region en el brazo izquierdo del segundo
cromosoma que va desde la 431,096 pb hasta la 22,139,023" pb. Las cepas respectivas estan en la
lista de la Tabla 1.

Nombre de la Localizacion Longitud de la Numero de
deficiencia cromosomica deficiencia Inventario
Df (2L) BSC107 21C2 a 21E2 143,645 pb # 8673
Df (2L) BSC456 21D1 a 21E2 336,537 pb # 24960
Df (2L) Exel6005 22A3 a 22B1 182,151 pb # 7492
Df (2L) Exel7010 22D4 a 22E1 141,788 pb # 7782
Df (2L) C144 22F4 a 23C3 444,364 pb # 90
Df (2L) BSC180 23B7 a 23C3 89,485 pb # 9610
Df (2L) BSC292 23F6 a 24A2 116,546 pb # 23677
Df (2L) Exel6009 24C3 a 24C8 117,609 pb # 7495
Df (2L) BSC295 24D4 a 24F3 424,462 pb # 23680
Df (2L) Exel7022 25B10 a 25C3 57,685 pb # 7794
Df (2L) BSC169 25E5 a 25F3 191,849 pb # 9560
Df (2L) BSC188 26F1 a 27A2 130,537 pb # 9615
Df (2L) Exel6021 29F7 a 30A2 186,856 pb # 7505
Df (2L) Exel7042 30B10 a 30C1 100,041 pb # 7812
Df (2L) BSC240 30C7 a 30F2 216,509 pb # 9715
Df (2L) BSC689 30F5 a 31B1 214,429 pb # 26541
Df (2L) BSC230 32A5 a 32C1 208,140 pb # 9707
Df (2L) BSC241 32C1 a 32F2 439,061 pb # 9716
Df (2L) BSC242 32D4 a 32F4 548,196 pb # 24905
Df (2L) BSC237 32F2 a 33B5 473,624 pb # 9712
Df (2L) BSC690 35D4 a 35D4 76,385 pb # 26542
Df (2L) Exel6038 35D6 a 35E2 130,411 pb # 7521
Df (2L) BSC278 35E1 a 35F1 263,915 pb # 23663
Df (2L) BSC781 35F1 a 36A1 92,613 pb # 27353
Df (2L) ED1161 36A10 a 36C9 788,014 pb # 24114
Df (2L) Exel7070 36E2 a 36E6 258,704 pb # 7839
Df (2L) BSC301 37D1 a 37E5 257,599 pb # 23684
Df (2L) ED1378 38F1 a 39D2 574,133 pb # 9682
Df (2L) BSC151 40A5 a 40E5 310,442 pb # 9510

Tabla 1. Las deficiencias que se utilizaron en el analisis genético de ems®. Todas las deficiencias se encuentran en

el brazo izquierdo del segundo cromosoma.
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Teniendo en cuenta que la interaccion observada entre ems®* y Df(3R)Fer era mas prominente

que la interaccion entre ems® y FerlHCH®® (figura 4), se utiliz6 el genotipo w'¥/

w8:ems®/CyO; Df(3R) Fer / TM3, Sb en las siguientes cruzas (figura 9):

(P) woo Df(2L)? . + X woo ems6! . Df(3R)Fer
/’ Cyo y 4 + w /2 emst! V4 TMB, Sh
(F1) w , Df2L)? _ Df(3R)Fer

77 emsst 2 +

FIGURA 9. Esquema de cruzas empleado para obtener machos F1 de ciertos genotipos para localizar la
mutacién ems®! en el segundo cromosoma, utilizando un kit de deficiencias. Todas las deficiencias consecutivas se
muestran en la Tabla 1 y se representan por Df(2L)?. Estos machos se cruzaron con las hembras de la cepa de ojos

white para determinar su fecundidad. CyO y Sb se utilizaron para seleccionar el genotipo indicado.

Las primeras generaciones filiales (F1) de machos fueron seleccionados de estas cruzas para
un fenotipo de fecundidad que permitiera identificar donde se ubica la mutacién de ems®. El
resultado esperado, es que todas menos una de las deficiencias con ems®* sera fecunda. Si esto es
cierto, es probable que el gen mutado se encuentre dentro de la regidn que abarca la deficiencia.

12.4 Ensayo de fertilidad

Los ensayos de fertilidad en los machos se realizaron apareando un individuo macho, del
genotipo de interés de 2 a 3 dias de edad, con 2 hembras virgenes de los controles de laboratorio con

ojos white (wW'*&w!8;

+/+;+/+) de la misma edad. Tanto las hembras como los machos crecieron
con alimento estandar del laboratorio (Ver datos complementarios Tabla 1), o con alimento que
contiene citrato de amonio ferrico (FAC) o con un quelante de hierro, batofenantrolina disulfonato
(BPS). Se cruzaron las moscas que se colocaron en nuevos viales con aproximadamente 7 ml de
comida estandar y después de 5 dias de apareamiento se descartaron. Después de 12 dias el numero
de individuos adultos de la progenie se contaron durante cuatro dias consecutivos. Un total de 10

viales se usaron para cada genotipo.
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12.5 Manipulacion de la dieta

La disponibilidad de hierro en la dieta se regulo por la adicion de citrato de amonio férrico
(FAC) o batofenantrolina disulfonato (BPS). La adicion de FAC, a una concentracion final de 1 mM,
aumenta los niveles de hierro en el alimento; mientras que la adicion de BPS, a una concentracion
final de 200 mM, reduce los niveles de hierro accesibles en el alimento, previniendo la absorcion del

hierro en las moscas. Estos resultados fueron validados (Missirlis et al., 2006).

12.6 Preparacion del ADN genémicoy PCR

Se anestesiaron y molieron 30 moscas machos tanto de w'%:ems®/ems®!;+/+ como de

W1118;+/+;FerlHCHG188/TM3,Ser , separadamente, con un triturador de tejidos desechable, en 200 pl
de solucién de buffer (100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100 mM de EDTA, 100 mM de NaCl, y 0.5 % de
SDS), y se incubaron a 65 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se adicionaron 400 pl de una
solucion (1: 2.5) de LiCl (6 M) / KAc (5 M) seguida por una incubacion en hielo de 10 minutos. Las
muestras se centrifugaron a 13,000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguida por la
adicion de 300ul de isopropanol, mezclando suavemente y centrifugando durante 15 minutos a
13,000 rpm, a temperatura ambiente. Los sobrenadantes se descartaron y las pastillas resultantes se
secaron. Los sedimentos se centrifugaron, se secaron de nuevo y las pastillas se lavaron con etanol al
70 %, y se secaron durante 10 minutos. Las pastillas se resuspendieron en 150 pl de TE (Tris 100
mM y 100 mM de EDTA). Las concentraciones de ADN gendmico fueron determinadas por
espectrofotometria a 260 nm, y la pureza del ADN genomico se determind por la relaciéon de la

absorbancia a 260 nmy 280 nm. .

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé para los siguientes genes que se
identificaron como genes que se expresan especificamente en los testiculos utilizando flybase;
CG3213, CG8851, Che-13, CR43822, CG43815, CR43823, CG17953. El termociclado se llevo a

cabo como se indica en la Tabla 2.
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Pasos NUmero Temperatura Tiempo
de ciclos

Desnaturalizacion 1 98°C 30 Segundos
Inicial

Desnaturalizacion 98°C 5-10 Segundos
Alineamiento — 25-35 Dependiente de primers 30 Segundos
Elongacion 72°C 10-30 (por Kb) Segundos
Ultima extension 1 72°C 5-10 Minutos
Conservacion 1 4°C oo Segundos

Tabla 2. Condiciones de reaccién de la PCR para obtener los fragmentos genémicos de cada uno de los siete

genes que se expresan especificamente en los testiculos

Cada 50 pl de reaccion de PCR contenia 1 U de Phusion™ de ADN polimerasa de alta
fidelidad, buffer de reacciéon 1 X Phusion™ HF, 200 uM de dNTP, 0.5 uM de cada cebador, H,O
libre de nucleasas (New England Biolabs), y <250 ng del ADN extraido. Los cebadores que se
utilizaron para cada gen se muestran en la Tabla 3. La calidad de los productos de PCR se comprob6
en geles de agarosa al 1% que contenian 0.004% de un colorante rojo (GelRed™ Nucleic Acid Gel
stain) que se intercala entre las bases del ADN. Los productos se visualizaron usando luz ultravioleta
y luego se purificaron usando el kit de PCR QIlAquick (Qiagen). Todos los productos de PCR se

secuenciaron.
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Gen Longitud | Tamafo Cebadores Temperatura
del gen del de
(es) producto Alineamiento
de PCR Delantero (5'-3") Reversa (5'-3')
CR43823 | 1,816 pb | 2157 pb gctatcctacagtcgacgc | cgaaagactggaaagtcgc 60°C
1040 pb caatgcgattgtcgaaacc | cacttgagtttattgcggc 60°C
CR43822 456 pb | 1793 pb caactcagcaaactgcaag | gcgcggatattgttctattc 60°C
CG43815 413 pb
Che-13 1,889 pb | 2208 pb gcaagctatgttaaccgc | ctcgaacaagaataatgtgc 57°C
CG17593 | 2,392 pb | 1712 pb catttaacaggcgtgtgc gcaggtaatcgatatagc 52°C
CG3213 2,378 pb | 1843 pb cgtgctctccgaaattccg gctgaatctacttcgage 56°C
1701 pb cacttgaactccagctg gtttcgccgaatagatge 60°C
CG8851 2,878 pb | 1717 pb gattcacttatcgatgcggc | gtgtttccacaatacggctg 63°C
1605 pb caataccagtttcatgaccg | cggtgatagtaatgtgactg 55°C

Tabla 3. Secuencias de los cebadores empleados para amplificar cada uno de los genes que se expresan
especificamente en los testiculos. Se muestra la longitud del gen, el tamafio esperado de los productos y las

temperaturas de alineamiento.

12.7 Secuenciacion gendmica completa

Se realiz6 la secuenciacion gendmica completa (en Scilife lab, Universidad de Uppsala,
Suecia) usando el Sistema de lon Torrent Proton (Life technologies) para los homocigotos de ems®
FerlHCH®'®
(W;+/+;FerlHCH®'®/TM3,Ser). Para analizar las secuencias se utilizé tanto el programa Torrent

(w;ems®/ems®:;+/+) 'y como  control  los  heterocigotos  de
Suite (Life Technologies) como el Variant Caller Plugin. Se utilizaron los programas CLC Genomic

Workbench 7 e integrative Genomics Viewer (igv) para comparar ambos genomas.
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12.8 Imagenes de los testiculos

Para asegurarse de que los testiculos estuvieran maduros se utilizaron machos adultos de 2 y

5 dias de edad. Las fotos se obtuvieron usando microscopia optica.

12.9 Ensayo de motilidad de espermatozoides

Para asegurarse de que los testiculos estuvieran maduros se utilizaron machos adultos de 2 y
7 dias de edad. Los testiculos de los machos apareados y no apareados fueron disectados suavemente
en un portaobjetos con PBS 1X, y se observaron por microscopia oOptica. Si los espermatozoides

tenian la capacidad de moverse eran considerados fértiles (Coyne, 1984),

Para cuantificar la diferencia en la motilidad de los espermatozoides de los machos adultos de
2 y 5 dias de edad se disectaron suavemente los testiculos en un portaobjetos con PBS 1X. Los
espermatozoides se clasificaron en 5 grupos segun el nimero de espermatozoides moviles: 0, menos
de 5, 6a10, 11 a 20, y més de 20.

12.10 Calculos Estadisticos

Se utilizo la estadistica de la varianza de una sola via (ANDEVA) seguida por la prueba de
Tukey-Kramer HSD, se eligio la prueba de comparaciones mdltiples para analizar estadisticamente
las diferencias en la fecundidad de los diferentes genotipos. EI ANDEVA de un sola via prueba la
hip6tesis nula de la diferencias en la fecundidad de los diferentes genotipos, y se utilizé para analizar
la fecundidad de los diferentes genotipos que crecieron en dietas con cantidades de hierro variables.
Se utiliz6 el ANDEVA de una sola via seguido por el anélisis estadistico de post-hoc para identificar

qué genotipos fueron responsables de las diferencias estadisticamente significativas.
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13. RESULTADOS

13.1 La mutacion ems® se encuentra en el brazo izquierdo del segundo
cromosoma

Para identificar en qué parte del segundo cromosoma se encuentra la mutacién ems®, se
utilizé un kit de deficiencias. Los machos de todas las cepas que contienen una deficiencia que se
balance6 en el segundo cromosoma (con el tercer cromosoma de tipo silvestre), se cruzaron con
hembras virgenes de Drosophila melanogaster homocigotas para ems® con una deficiencia de la
ferritina (W8/w™'®;ems®/ems®: Df(3R)Fer/TM3,Sb). Se realiz6 un ensayo de fertilidad en la
primera generacion filial (F1) de machos que se obtuvieron a partir de las cruzas, todos los cuales
eran heterocigotos para la mutacién ems®!, una delecién de una regién del segundo cromosoma y una

deficiencia de ferritina en el tercer cromosoma (w'''%;ems®/Df(2L)?; Df(3R)Fer/+) (Figura 10).
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FIGURA 10. El uso de un kit de deficiencias confirmé que la mutacién ems® se encuentra en el brazo izquierdo
del segundo cromosoma. Se indican los genotipos (primera generacidn filial (F1)) que se obtuvieron por las cruzas
que se indica en la figura previa. Se debe tomar en cuenta que los machos de las mutantes de ems® con la deficiencia
Df(2L)BSC292, con un alelo deficiente de ferritina son completamente estériles. (Se evalud la fecundidad masculina
con la prueba estadistica ANDEVA de una sola via seguida por el analisis estadistico post-hoc de Tukey-Kramer HSD,
media £ SEM, *P < 0.05. Para cada genotipo se indica N=10). La seleccion del genotipo de interés se hizo posible
eligiendo solo las moscas con alas lisas (el marcador para el balanceador que se situd en el segundo cromosoma, CyO,
confiere el fenotipo de alas rizadas), y con cerdas normales (un marcador para el balanceador que se situd en el tercer

cromosoma, TM3, Sh, confiere el fenotipo de cerdas cortas).
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Todos los heterocigotos para ems® que se investigaron y ademas tenian alguna de las
deficiencias eran fértiles, con la excepcion de Df(2L)BSC292 (Figura 10). Las moscas heterocigotas
para la mutacién ems® y Df(2L)BSC292, con una deficiencia de ferritina en el tercer cromosoma
(w'8:ems®'/Df(2L)BSC292; Df(3R)Fer/+) fueron completamente estériles, ya que la deficiencia
Df(2L)BSC292 tiene una delecion de la region 23F6 a 24A2 que se situd en el segundo cromosoma
(aproximadamente 116kb). Se puede deducir que la ubicacion de la mutacién ems® también reside

dentro de esta region.

13.2 La mutacion ems® genera un alelo hipomérfico

Debido a que los heterocigotos de Drosophila melanogaster para ems®* y Df(2L)BSC292 con
un mutacion severa de ferritina (W''*%;ems®/Df(2L)BSC292; Df(3R)Fer/+) fueron estériles, se realizo
otro ensayo de fertilidad para investigar si habria o no 1) una interaccion entre Df(2L)BSC292 con las
mutantes de ferritina en la ausencia de ems®, y 2) si las mutantes de ems®/Df(2L)BSC292 son
fértiles en ausencia de mutaciones de ferritina. Tres cruzas fueron establecidas para obtener los
machos F1 de interés; machos heterocigotos de Drosophila melanogaster para Df(2L)BSC292
(W'8:Df(2L)BSC292/CyO;+/+) se cruzaron tanto con hembras virgenes heterocigotas de
Drosophila melanogaster para FertlHCH®® (w'"'8/w'®:;+/+;FertlHCH®*®¥/TM3,Ser) como con
hembras virgenes homocigotas de Drosophila melanogaster para la mutacién ems® con cualquiera
de las dos mutantes de ferritina, ya sea una deficiencia en la ferritina o FerlHCH®*® en el tercer
cromosoma (W8 w 8 ems®/ems®; Df(3R)Fer/TM3,Sb y

w8 w18 ems®t/ems®t: Fer1HCH®'®/TM3,Sb, respectivamente) (Figura 11).
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W DA2L)BSC292 + ) w + FerlHCHG'%
P) |=—: — g e X s ¥ o _
CyoO + w + M3, Ser
W DA2L)BSC292 + w  DA2L)BSC292 +
(F1) r g ‘i r 2 5
-+ FerlHCH'¢'% - I'M3, Ser

W Dfi2L)BSC292 + w ems®! FerlHCH''%
(P) - } o — X - -
v CyO + w ems*®! M3, Sb
w ems®! Ferl HCHGI88 W ems*®! -+
(F1) » - Y — ” . :
Dfi21)BSC292 £ Df2L)Bsc292 TM3, Sb
W Df2L)BSC292 + ) W ems®! Dfi3R)Fer
(P) |=—; Y — X — -
Cyo + ems®’ TM3, Sh
W ems®! Dfi(3R)Fer
(F1) =—p ] Y —
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FIGURA 11. Esquema de cruzas utilizado para probar la interaccién genética entre ems® y ferritina: para
identificar si la esterilidad w'**%;ems®"/Df(2L)BSC292; Df(3R)Fer/+ se debe a ems®/Df(2L)BSC292 o es independiente de

ferritina.

Los machos de Drosophila melanogaster que eran heterocigotos para la deficiencia, sélo o en
trans con el mutante de ferritina no fueron significativamente diferentes a los controles de ojos white
(Figura 12). Los machos heterocigotos de Drosophila melanogaster para la mutacion ems® y
Df(2L)BSC292 con una  deficiencia de ferritina en el tercer cromosoma
(W'8;ems®Y/Df(2L)BSC292; Df(3R)Fer/+), fueron completamente estériles (Figura 12). Las moscas
heterocigotas para la mutacion ems® y Df(2L)BSC292 con FerlHCH® en el tercer cromosoma,

también resultaron completamente estériles (W'*'%;ems®'/Df(2L)BSC292; Fer1HCH®/+).
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FIGURA 12. La mutacién ems™ genera un alelo hipomérfico. Se muestran los genotipos (primera generacion filial
(F1)) que se obtuvieron por las cruzas que se indicaron en la figura previa. Tenga en cuenta que los heterocigotos de
Df(2L)BSC292 son fértiles ain en la presencia de un alelo que se muté de ferritina, mientras que las mutantes de
ems®/Df(2L)BSC292 son estériles atn en la ausencia de un alelo que se muté en ferritina. (Se evalué la fecundidad
masculina con la prueba estadistica ANDEVA de una sola via seguida por el analisis estadistico de post-hoc de Tukey-
Kramer HSD, media + SEM, *P < 0.05. Para cada genotipo se indica N=10).

Los resultados muestran que la presencia de ems® y Df(2L)BSC292 es requerida para la
esterilidad, lo que sugiere que la ubicacion citoldgica de ems® es dentro de la region que se eliming
por la deficiencia de Df(2L)BSC292. Ademas, los machos heterocigotos de Drosophila melanogaster
para la mutacion de ems®™ y Df(2L)BSC292 con alelos silvestres en el tercer cromosoma se
investigaron y también fueron estériles (w'''%;ems®/Df(2L)BSC292;+/TM3,Sb) revelando que ems®™

es un alelo hipomorfico (Ver la discusion).
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13.3 Se identificaron los genes que se encuentran en la region Df(2L)BSC292

Se utilizd Flybase (St. Pierre et al, 2014) para identificar cuales genes se eliminaron en la
deficiencia Df(2L)BSC292. La ubicacion citoldgica que se elimind por la deficiencia, corresponde a
los bandeos de politénico de 23F6 a 24A2. Se encontraron veinte genes dentro de la region que se
eliminé en la deficiencia Df(2L)BSC292 (Tabla 4). Ya que el fenotipo de ems®™ es especifico para los
machos hace que siete de esos genes fueran el foco principal, los cuales se identificaron con un alto

nivel de expresion dentro de los testiculos.

Se disefiaron cebadores para cada uno de los genes que se expresan especificamente en los
testiculos (Tabla 3). Cada gen se amplificd por un ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). A partir del ADN aislado de los machos de Drosophila melanogaster homocigotos para
ems®  (w;ems®/ems®:+/+) y de los mutantes heterocigotos para la mutante de ferritina
(w;+/+;FerlHCH®'®/TM3,Ser) que se usaron como controles. Los productos de la reaccién en
cadena de la polimerasa se analizaron por secuenciacion. Aunque las secuencias se obtuvieron para
los siete genes con expresion especifica en los testiculos, sélo tres se secuenciaron completamente
(Tabla 5).

Para obtener las secuencias completas de estos siete genes y determinar qué otros genes se
podrian afectar por la mutacion ems®, se realizé una secuenciacion genémica completa (en Scilife
lab, Uppsala, Suecia) para los machos homocigéticos para ems® (w;ems®/ems®:+/+) y para los
machos heterocigotos para FerlHCH®™® (w;+/+;FerlHCH®®/TM3,Ser). Se analizaron las
secuencias para identificar mutaciones en Drosophila melanogaster dentro de la ubicacién citolégica
de 23F6 a 24A2. Se identificaron cuatro genes con mutaciones dentro del marco de lectura (ORF)
que conducen a un cambio en la secuencia de aminoacido de la proteina (Tabla 6). De estos genes
uno se identific6 como un candidato prospectivo para el genotipo que se obtuvo por la mutacion de

ems®® (Ver la discusion).
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Gen Longitud Tejido de expresion Nivel de expresion
del gen
CG17593 2,392 pb | Ovario, Testiculo. Alto
Discos Imaginales, SNC, Ovario, Testiculo, Sistema digestivo, Cuerpo. Moderadamente Alto
SNC Cabeza, Sistema digestivo. Moderado
Cabeza, Cuerpo graso, glandula salival. Bajo
CG3213 2,378 pb | Testiculo. Extremadamente Alto
Glandulas Accesorias, Cuerpo graso, Discos Imaginales. Muy Alto
CG8851 2,878 pb | Testiculo. Muy Alto
Gléandulas Accesorias, Discos Imaginales. Moderadamente Alto
Cuerpo graso. Moderado
SNC, glandula salival, Sistema digestivo, Cuerpo graso, Cuerpo. Muy Bajo
Sr-CIvV 1,535 pb | Sistema digestivo, Cuerpo graso, Bajo
Testiculo, Discos Imaginales Muy Bajo
CG8852 2,457 pb | Discos Imaginales, Cabeza, Sistema digestivo, Cuerpo graso, Cuerpo, Testiculo. | Bajo
Sistema digestivo. Muy Bajo
Spindly 2,930 pb | Ovario. Moderadamente Alto
Discos Imaginales, SNC, Cuerpo. Moderado
Cuerpo graso. Bajo
Todo. Muy Bajo
Che-13 1,889 pb | Discos Imaginales, Cabeza, Testiculo. Muy Bajo
CR44308 489 pb | Testiculo. Moderadamente Alto
Imaginales Disc. Bajo
Glandula salival, Cuerpo graso. Muy Bajo
Drm 9,176 pb | Discos Imaginales, Glandulas Accesorias, Sistema digestivo, Cuerpo. Moderado
SNC, Cabeza, Sistema digestivo, Cuerpo graso, glandula salival, Cuerpo. Bajo
Cabeza, Glandula Salival, Cuerpo, Testiculo. Muy Bajo
CR44309 1,080 pb | Testiculo. Bajo
Discos Imaginales, glandula salival, Cuerpo graso. Muy Bajo
CR44747 194 pb | Sistema digestivo. Bajo a Muy Bajo
CR43822 456 pb | Testiculo. Moderado
Glandulas Accesorias. Muy Bajo
CG43815 413 pb | Testiculo. Bajo
Discos Imaginales. Muy Bajo
Sob 2,756 pb | Discos Imaginales, Cuerpo. Moderado
Cuerpo graso, Glandulas Accesorias. Bajo
SNC, Cabeza, glandula salival, Sistema digestivo, Cuerpo. Muy Bajo
CR43823 1,816 pb | Discos Imaginales, Cuerpo graso, Testiculo, Glandulas Accesorias. Muy Bajo
Odd 2,532 pb | Sistema digestivo. Moderado
Discos Imaginales, Sistema digestivo, Cuerpo. Bajo
SNC, Cabeza, Cuerpo graso, Cuerpo, Glandulas Accesorias. Muy Bajo
CR44310 1,323 pb | Sistema digestivo. Bajo a Muy Bajo
Dot 2,476 pb | Todo. Bajo a Muy Bajo
CG15418 571 pb | Testiculo. Muy Alto
Discos Imaginales. Alto
Sistema digestivo, Cuerpo graso. Moderado
Ovario, Sistema digestivo. Eﬁo Baio
SNC, Cabeza, glandula salival, Sistema digestivo, Cuerpo graso, Cuerpo, Ovario yBd
For 34,879 pb | Ovario, glandula salival. Alto

Cabeza, Cuerpo graso, Cuerpo.
Cabeza, Sistema digestivo, Cuerpo graso, Glandulas Accesorias.
Discos Imaginales, SNC, glandula salival, Testiculo.

Moderadamente Alto
Moderado
Bajo

TABLA 4. Resumen de los veinte genes que se encontraron en la region Df(2L)BSC292. Se indican la longitud
del gen y el nivel de expresion.
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% de secuencia obtenida
Gen Longitud
del Gen Diferencias
w;++;FerlHCH®™®/TM3, Ser | w;ems™/ ems®;+/+
CR43822 456 pb 100% 100% ninguno
CR43823 1,816 pb 100% 100% ninguno
CG8851 2,878 pb 73.6% 73.6% secuencia incompleta
CG43815 413 pb 100% 90.3% secuencia incompleta
Che-13 1,889 pb 70.8% 74.1% secuencia incompleta
CG17953 2,392 pb 100% 100% ninguno
CG3213 2,378 pb 74.1% 79.0% secuencia incompleta

TABLA 5. Resumen de los siete genes con alta expresion especifica en el testiculo, que indican la longitud del gen, el porcentaje

de

la secuencia obtenida y las diferencias que se

identificaron entre los heterocigotos con

(w;+/+;FerlTHCH®/TM3,Ser) y moscas homocigoticas para ems® (w;ems®/ems®;+/+).

la mutante ferritina

DIFERENCIA
Gen Pos,icic_’m
genomica wW;+/+; FerlHCH®*®/ TM3, Ser w;ems®/ ems®;+/+
Nucleétido | Amino- Peso Punto Nucleétido Amino- Peso Punto
acido Molecular Isoeléctrico acido Molecular Isoeléctrico
(a.a) (a.a) (a.a) (a.a)
3520612 GAC D 133.11 2.77 GAG E 147. 3 3.2
CG8851 | 3520985 ACG T 119.12 5.60 TCA S 105.19 5.8
3520987
3522752 CGA R 174. 20 10.76 GGA G 757 5.7
Sr-CIV | 3522907 GCT A 89.10 6.00 GAT D 133.1 2.7
3520911 GCA A 89.10 6.00 ACA T 119.2 5.0
CG8852 | 3526256 TCA S 105. 09 5.68 GCA A 89.0 6.0
Dot 3620670 CAA Q 146. 15 5.65 AAA L 146.9 9.4

TABLA 6. Resumen de los cuatro genes que se identificaron en la secuenciacion genémica completa. Se ubican en la
region que se eliminé por la deficiencia Df(2L)BSC292. Los datos de expresion en los tejidos (St. Pierre et al, 2014) y los
cambios en los nucledtidos se muestran arriba con el peso molecular esperado de los aminodcidos y sus puntos

isoeléctricos.
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13.4 La capacidad de fecundacion en los mutantes de ems® no se rescata por la
manipulacion en la disponibilidad del hierro dietético

Ya que la manipulacion de la disponibilidad del hierro rescata la fertilidad de las mutantes de
mitoferrina (Metzendorf y Lind, 2010), se investigd si habria 0 no un rescate del fenotipo de
fecundidad de las mutantes de ems® con diferentes dietas de hierro. Los cambios en la disponibilidad
del hierro no condujo a disminuciones ni aumentos significativos en la fecundidad de cualquiera de
los genotipos (W8 +/+:FertlHCH®*®/TM3,Sb , w8 ems®/ems®t: +/+,

w8 ems®/ems®: Df(3R)Fer/TM3,Sb 0 w''*8;ems®!/ems®™; Df(3R)Fer/TM3,Sb).
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FIGURA 13. Los cambios en el hierro dietético no rescatan el fenotipo de las mutantes de ems®*: No se identificé
una diferencia significativa debida a los cambios en el hierro dietético para los genotipos que se investigaron. Sin
embargo, hay wuna diferencia significativa entre los heterocigotos de las mutantes de ferritina
(WH8;+/+;FerTHCH®*®/TM3,Ser) y otros genotipos. Hay que tomar en cuenta que los homocigotos de ems®* muestran
un fenotipo de fecundidad disminuido. Se indican una N=30 para cada genotipo. (Se evalué la fecundidad masculina
con la prueba estadistica ANDEVA de una sola via seguida por el andlisis estadistico de post-hoc de Tukey-Kramer

HSD, media £ SEM, *P < 0.05. Para cada dieta se muestra N=10).
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Esto indica que los fenotipos de fecundidad de los machos homocigotos para ems® en trans

con una  mutaciéon  de  ferritina  (W''®;ems®/ems®;FerlHCH®*®/TM3,Sb  y

w8:ems®/ems®: Df(3R)Fer/TM3,Sb) no se pueden rescatar ni aumentando ni disminuyendo la

cantidades de hierro en la dieta (Figura 13). Inesperadamente, se observé una diferencia significativa
en la fecundidad entre los controles (w!*8;+/+;FerlHCH®'®/TM3,Sb) y los homocigotos para la
mutacion de ems® (w''8;ems®/ems®;+/+); a diferencia de experimentos previos (Figura 8) los

homocigotos para la mutacién de ems®! empezaron a tener un fenotipo de fecundidad (Figura 13).

13.5 No hay una interaccion genética en las mutantes dobles de ems® vy
mitoferrina y no se afectan por manipulacion de la disponibilidad del
hierro dietético

Ya que mitoferrina es esencial para la espermatogénesis (Metzendorf y Lind, 2010) se
realizd un ensayo de fecundidad para investigar si habria 0 no una interaccion genética entre las
mutantes de ems® y mitoferrina. No se identific una diferencia significativa entre cualquiera de los

genotipos que se investigaron con la excepcion de los homocigotos para ems®

(w'8;ems®!/ems®;+/+), de los cuales fueron significativamente diferente a los homocigotos de

D13 (w8 ems®Y/ems®; Df13/TM3,Sb), a los homocigotos de ems®! en trans

ems®! en trans con dmfrn
con EY01302 (w*'8;ems®/ems®:EY01302/TM3,Sh), a los heterocigotos para la deficiencia en
mitoferrina (w''*%;Kr/CyO;Df(3R)ED6277/TM6C,Th,Sh) y a los homocigotos de ems® con una
deficiencia en mitoferrina (w**%;ems®/ems®!;Df(3R)ED6277/TM3,Sb) (Figura 14). Ya que los
mutantes de ems® en trans con mutaciones de mitoferrina parecen tener altos niveles de fecundidad
con respecto a los homocigotos de ems®, los resultados sugieren que la presencia de una mutacién de
mitoferrina puede rescatar la fecundidad de los mutantes de ems®. Sin embargo, otros experimentos
revelaron que esto no ocurre con todas las mutantes de mitoferrina (Datos complementarios Figura
1) y en experimentos previos los homocigotos de las mutantes de ems®! no tuvieron un fenotipo de
fecundidad (Figura 8). Por lo tanto, no se puede inferir una interaccion entre ems®* y mitoferrina. Los
machos  homocigotos para la mutacion de ems™ en trans con EY01302
(w'8;ems®!/ems®;EY10302/TM3,Sb), tuvieron una disminucion significativa en la fecundidad
cuando crecieron en dietas con bajos niveles de hierro (Figura 15). Estos resultados contradictorios
sugieren que aunque el fenotipo de los homocigotos de ems®* es modificable genéticamente, los

mutantes de mitoferrina no afectaron consistentemente ems® en la misma direccion.
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FIGURA 14. No hay una interaccién genética en las doble mutantes de ems® y mitoferrina. No se identificé una
diferencia significativa que se deba a los cambios en la disponibilidad de hierro en la dieta, esto se investigo para cada
uno de los genotipos con la excepcién de los homocigotos para las mutantes de ems® en trans con EY01302 los cuales
mostraron una disminucion en la fecundidad cuando crecieron en dietas con bajos niveles de hierro, esto se observé
tanto en los heterocigotos como en los homocigotos para ems® en trans con una deficiencia de mitoferrina la cual fue
letal cuando crecieron en dietas con altos niveles de hierro. Se debe tomar en cuenta que los homocigotos para las
mutantes de ems®! tienen una disminucién de la fecundidad. Se indica una N=15 para cada genotipo (N=5 para cada
dieta). (Se evaluo la fecundidad masculina con la prueba estadistica ANDEVA de una sola via seguida por el analisis
estadistico de post-hoc de Tukey-Kramer HSD, media + SEM, *P < 0.05).

13.6 El fenotipo de semi-esterilidad de las mutantes de ems®! no es causado por
una interaccion genética con mutantes de ferritina

Ya que los homocigotos para ems® (w;ems®/ems®;+/+) tuvieron una disminucién de
fecundidad (Figura 13 y Figura 14), se cuestion6 otra vez si el fenotipo de fecundidad se debe a una
interaccion genética entre los mutantes de ems®® y ferritina. Los homocigotos para la mutante de

1 (w;ems®/ems®;+/+) se cruzaron con los homocigotos para ems®* con FerlHCH®'® o los
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homocigotos para ems®* con una deficiencia de ferritina (w;ems®/ems®;FertHCH®*¥/TM3,Sb o
w;ems®!/ems®!; Df(3R)Fer/TM3, Sb, respectivamente ) (Figura 15).

W ems®! + ’ w ems®! FerlHCH G188
(P) > 2 — AN : 4 w—
ems®! + w ems®! '3, Sh
(F1) woo ems®! ) & woo ems®! ) &
v 2 M ————— S r 2R . —_—
—7 , 118 . S
ens’ FerlHCH ems® I‘I‘\l’
W emy®! + _ W ems®! Df(3R) Fer
(P) 7 s g m— A . S
ems®! + w ems® '3, Sh
(F1) " z ems®! . + W ems®! . +
ems®! DIGR)Fer ems®! '3, 5h

FIGURA 15. Esquema de cruzas que se utilizaron para confirmar o rechazar que el fenotipo de semi-esterilidad
de las mutantes de ems® se debié a una interaccién genética con las mutantes de ferritina: Si la interaccién genética
es real, los genotipos de F1 en el lado izquierdo de la figura mostrarian una disminucién de la fecundidad cuando se

comparan con sus hermanos en el lado derecho.

Se observa una disminucién en la fecundidad de la generacion parental de los homocigotos
para la mutante ems® con FerlHCH®™ y una disminucién de fecundidad més severa en los
homocigotos para ems®! con una deficiencia de ferritina (16). Sin embargo, la progenie que resulta
de las cruzas (Figura 15) no muestra la misma disminucion de fecundidad cuando la mutante de
ems® esta en trans con la mutante ferritina (Figura 16), por lo tanto se confirmé que el fenotipo de
fecundidad de las mutantes de ems®™ no se debié a una interaccién genética entre la mutacion de

ems®y la mutacién de ferritina.
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FIGURA 16. Confirmacion que el fenotipo de las mutantes de ems® no se debe a una interaccién genética con las
mutantes de ferritina. Se determiné la fecundidad masculina como se indicé previamente(Se evalud la fecundidad
masculina con la prueba estadistica ANDEVA de una sola via seguida por el anlisis estadistico de post-hoc de Tukey-
Kramer HSD, media + SEM, *P < 0.05). La cepa white se utiliz6 como control. Los siguientes tres genotipos (P, Py ¥
Pw) representan los machos de la cepa paternal (Ver Figura 6 para el esquema de cruzas). Las ultimas cuatro barras
(F1ln) ¥y Flwe) comparan la generacion de F1, debe considera que hay una diferencia entre la barra 4 y la barra 7, las

cuales son homocigotos para ems® y llevan el cromosoma con Df(3R)Fer.
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13.7 No hay diferencias morfologicas en los testiculos de las mutantes de
ems®/Df(2L)BSC292

Aunqgue a veces las mutantes homocigotos de ems® (w;ems®/ems®:;+/+) mostraron una
disminucion de su fecundidad cuando se cruzaron con hembras de ojos white (Figura 13 y Figura
14), los machos de las mutantes de ems® con la deficiencia Df(2L)BSC292 son completamente
estériles. Se investigd la morfologia de los testiculos de estos genotipos. No hay diferencias
evidentes en la morfologia de los testiculos de las moscas de la cepa white (w;ems®/ems®!;+/+), los
homocigotos para ems®* (w;ems®/ems®;+/+), y los heterocigotos para las mutantes de ems®! y la
deficiencia Df(2L)BSC292 (w;ems®!/Df(2L)BSC292;+/+).

(A) (B) (®)

WS4+ w'8:ems®Y/ ems®; 4+ wiB:ems®Y/ DF(2L)BSC292;+/+

1118.

FIGURA 17. Los testiculos de diferentes genotipos, se estudiaron por microscopia 6ptica para identificar
diferencias morfoldgicas. (A) Testiculos de las cepa de ojos white, (B) Testiculos de los homocigotos de las mutantes

de ems®, y (C) Heterocigotos de ems® en trans con una deficiencia de Df(2L)BSC292.
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13.8 Diferencias en la motilidad de los espermatozoides en los mutantes estériles
de ems®Y/Df(2L)BSC292

Ya que no hay diferencias morfoldgicas evidentes entre los testiculos de los diferentes
genotipos, se realizaron dos ensayos de motilidad para investigar diferencias en la motilidad de los
espermatozoides de investigar si la edad y actividad sexual son factores que pueden afectar la
motilidad de los espermatozoides. Se realizé el primer ensayo usando el método descrito por Coyne
(1984). Se investigo el efecto de la actividad sexual usando los machos que se aparearon y no se
aparearon, y se investigo el efecto de la edad usando los machos de 2 dias y 7 dias de edad. No se
observaron diferencias en la motilidad de los espermatozoides de 2 dias o 7 dias de edad entre los
diferentes genotipos que se analizaron, ni en los espermatozoides en los machos que se aparearon y
no se aparearon (Figura 18). Sin embargo, hay una diferencia entre los machos de la cepa white

(W8 +/+;+/+) con un 90% de motilidad en sus espermatozoides, los homocigotos de los mutantes

de ems® (w''%;ems®/ems®™; +/+) que tuvieron una motilidad del 50% y los heterocigotos de las

mutantes de ems®* con la deficiencia de Df(2L)BSC292 (w™'2;ems®/Df(2L)BSC292;+/+) el 10% .
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FIGURA 18. Porcentaje de espermatozoides moviles en los diferentes genotipos que tienen una variedad de
fenotipos de fecundidad usando el método de Coyne. Los testiculos de machos adultos se disectaron de 2 dias a 3

dias de edad de los genotipos que se indicaron en la figura y se estudiaron por microscopia optica.
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Se realizd otro ensayo de motilidad para cuantificar la cantidad de espermatozoides moviles
(modificado ensayo de Coyne (1984)). Los machos de la cepa white (W**'%;+/+;+/+) tuvieron el
porcentaje més alto de espermatozoides moviles, mientras que los heterocigotos de las mutantes de
ems®! con la deficiencia Df(2L)BSC292 (w'!'®;ems®/Df(2L)BSC292; +/+) tuvieron el porcentaje mas

alto de espermatozoides inmoviles (Figura 19).
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FIGURA 19. Porcentaje de espermatozoides moviles en los diferentes genotipos que tienen una variedad de
fenotipos de fecundidad. Se visualizaron los espermatozoides como se indico anteriormente. Es importante destacar

que los machos de ems®!/Df(2L)BSC292 tienen el porcentaje més alto de espermatozoides inméviles.

14. DISCUSION

Los agentes alquilantes inducen mutaciones puntuales (cambios en los pares de purina-
pirimidinas a pirimidinas-purina) por todo el genoma en una manera relativamente aleatoria. Una
nueva mutante con dimorfismo sexual, ems®, con el fenotipo que reduce la fecundidad
especificamente en los machos, se identifico después de un andlisis genético usando EMS (Mehta et
al, 2008).
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14.1 No se afecta las mutantes de ems® por homeostasis de hierro

Anteriormente, de acuerdo a datos experimentales (Figura 8) se sugirié que el fenotipo de la
fecundidad, especifico de los machos, de los mutantes de ems®" se debi6 a una interaccion genética
con mutantes de ferritina (tesis de Licenciatura Pathmanathan, 2011). En contraste, en este estudio se
observé que los homocigotos de las mutantes de ems® tuvieron un fenotipo de fecundidad que se
redujo y no cambid cuando se manipul6 la disponibilidad de hierro en la dieta (Figura 13 y Figura
14). Ademés, no se observé una interaccién entre ems® y mitoferrina (Figura 14). Estos resultados,
Ilevaron a un examen mas detallado de la premisa béasica de este proyecto (i.e. la interaccion genética
entre ems® y ferritina). Si el fenotipo de fecundidad fuera el resultado de una interaccién genética
entre ems® y ferritina, se esperaria una disminucién en la fecundidad en toda la primera generacion
filial (F1) de machos con la mutacién ems® en homocigocidad con una mutacién de ferritina (Figura
15). Sin embargo, esto no se observa lo que sugiere que la mutacién de ems® no interacciona
genéticamente con ferritina (Figural6). Todos los resultados previos, en conjunto, llevaron a la
conclusion de que el fenotipo de ems® no esta influenciado directamente por los cambios en la

homeostasis del hierro. Por lo tanto, la primera parte de la hipotesis se refuto.

142  Las mutantes de ems® son hipomoérficas y afectan la motilidad de los
espermatozoides

Una mutacion hipomorfica es una mutacion que causa una pérdida parcial de la funcion del
gen (Muller, 1932; Wilkie, 1994), y se expresa con un fenotipo mas severo cuando esta en
heterocigocidad con una deficiencia que contiene una delecion de un alelo que corresponde a la
ubicacion de la mutacién hipomorfica, que cuando la mutacion estd en homocigocidad (Muller,
1932).

En el caso de ems®, el fenotipo de la fecundidad llega a ser mas severo cuando esta en
heterocigocidad con la deficiencia Df(2L)BSC292, por lo tanto con dos alelos parcialmente
funcionales en los mutantes homocigotos de ems®* (w;ems®!/ ems®!;+/+) los machos no son estériles,
sin embargo, cuando un alelo contiene la mutacién de ems® y se elimina el otro alelo se produce
esterilidad completa (Figura 10 y Figura 12). Por lo tanto, los resultados son consistentes con la
segunda parte de la hipotesis que plantea que el cromosoma ems® lleva una mutacién en un gen
implicado en la espermatogénesis. En realidad, dado que los machos de ems®:/Df(2L)BSC292 son

estériles, se reviso la morfologia de los testiculos y la motilidad de los espermas para identificar la
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causa del fenotipo de fecundidad especificamente masculina. Aunque no se identificaron diferencias
morfoldgicas en los testiculos entre los diferentes genotipos (Figura 17), los homocigotos machos de
ems® tuvieron una reduccion en la motilidad de su esperma, mientras que los heterocigotos machos
de ems®!/Df(2L)BSC292 tuvieron una reduccién més severa en el porcentaje de espermatozoides
moviles (Figura 18 y Figura 19). Se puede observar una correlacion positiva entre el porcentaje de
fecundidad y el porcentaje de espermatozoides moviles (Figura 20), lo que sugiere que el gen que se

afecta por la mutacion ems® tiene un papel en la motilidad de los espermatozoides.
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FIGURA 20. La motilidad de los espermatozoides tiene una correlacion positiva con la fecundidad: en los
genotipos que se investigaron para la motilidad espermaética.

14.3 ;Qué genes se afectan por la mutacion de ems®*?

Mediante un mapeo genético utilizando deficiencias, se encontré que la mutacién de ems®* se
situa en la localizacion citoldgica 23F6 a 24A2, que corresponde a los bandeos de politénico 23F6 a
24A2. Se eliminaron veinte genes en la deficiencia de Df(2L)BSC292 (Tabla 1). El andlisis de la
secuenciacion genomica completa reveld6 que CG8851, Sr-ClV, CG8852, y dot (Datos
complementarios Tabla 5) solo tuvieron un cambio los nucleotidos presentes dentro del marco de
lectura (ORF) gue conducen a cambios en el aminoacido de la secuencia de la proteina. Se considerd
CG8851 como un buen candidato del gen que codifica el fenotipo de ems®® ya que es el Gnico gen

gue muestra altos niveles de expresion en los testiculos y esta inicamente en ellos.
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En los mutantes de ems®, la mutacién presente en el gen CG8851 resulta del cambio de
treonina a serina que son sitios putativos de fosforilacion de cinasas. El programa de NetPhos 2.0
Server (Blom et al., 1999) se utilizd para obtener predicciones computacionales de los sitios de
fosforilacion, se encontrd que la mutacion de treonina a serina puede resultar en la ganancia de un

sitio de fosforilacion (Datos complementarios Tabla 5.).

Usando NCBI se realizd un BLAST de proteinas (Basic Local Alignment Search Tool)
(Sawyer et al., 2011), que reveld que 45% de la secuencia del CG8851 se alinea con la secuencia de
la proteina Fibra Densa Externa 2 (ODF2) en Microplitis demolitor (avispa), 43.1% en
Melopsittacus undulates (perico), 41% en Camponotus floridanus (hormiga carpintera de Florida), y
41% en Cerapachys biroi (hormigas). En los mamiferos, las fibras densas externas (ODF) son
estructuras del citoesqueleto que se encuentran especificamente en la cola de los espermatozoides, en
los cuales hay nueve fibras que rodean el axonema (Fawcett, 1975), que también estan presentes en
los insectos (Phillips, 1970) (Figura 21a).

(A) (B) ©)
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FIGURA 21. El espermatozoide en seccion transversal y el fenotipo de mutantes de ODF2 en ratones knockout:
(A) La localizacion de la fibra densa externa 2 se ve en el espermatozoide en seccion transversal (Inaba, 2011),
(B) Fenotipo de los espermatozoides en ratones knockout de ODF2, y (C) Espermatozoide normal en ratones
(Tarnasky et al., 2010).
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La proteina, ODF2, que ademas se localiza en las células germinales masculinas, tambien se
identific6 como un componente del centrosomas el centro organizador de microtibulos (COMT) de
la célula en mamiferos (Nakagawa et al, 2001; Hoyer-Fender et al, 2003). Los COMTSs tienen un
papel importante en la organizacién de los husos mitéticos para separar los cromosomas, y en la
neurogénesis, ya que en un estudio transgénico de ARNiI del genoma completo el gen CG8851 se
identific6 como un gen que se implica potencialmente en el control del equilibrio entre la
autorrenovacion de las células madre y la diferenciacion en los neuroblastos de Drosophila. EI ARNi
de CG8851 causa defectos en la proliferacion, linaje, tamafio y forma de la célula (Neumdller et al.,
2011). El resultado de este estudio también concuerda con los dos dominios que se encontraron en el
BLAST de proteinas; el dominio SMC que se involucré en la division celular y la separacion de los
cromosomas y el SMC prok que es un dominio que se asocia con la proteina de la segregacion
cromosomica. Se demostrd que las variantes de empalme de ODF2 se expresan de manera diferente
en las células germinales masculinas y células somaticas, lo que sugiere que hay diferentes funciones

de ODF2 dependiendo de su expresion celular (Rivkin et al, 2008;. Soung et al., 2009).

Anteriormente, se sugirié que el papel de las proteinas de fibras densas exteriores solamente
era la proteccién contra el dafio en lugar de un papel en la motilidad de los espermatozoides (Baltz et
al., 1990). Sin embargo, otros estudios sugirieron que estas proteinas tienen un papel en la motilidad
de los espermatozoides (Haidl et al., 1991). Un estudio de la expresion de las proteinas en el
esperma, para comparar pacientes astenozoospérmicos con los donantes de espermatozoides
normozoospérmicos reveld un alto nivel de expresion de ODF en pacientes astenozoospérmicos
(Zhao et al., 2007).

Recientemente, se mostré que todos los ratones quiméricos para ODF2*" eran infértiles, el
andlisis revel6 que producian espermatides que se alargan y espermatozoides con alteraciones en sus
morfologia, especificamente una cola que se dobla y que carecen al menos de una proteina fibra

densa externa (Tarnasky et al., 2010) (Figura 21b y 21c).

En esto trabajo sugerimos que el gen CG8851 es un candidato para la mutacién de ems® que
comparte su homologia de secuencias en aproximadamente 40% con la proteina ODF2. Tanto los
genes CG8851 como ODF2 se expresan especificamente en los testiculos. Los machos con
mutaciones en ODF2 y las mutantes de ems®/Df(2L)BSC292 son infértiles, y se demostré que las

mutaciones en ODF2 causan anormalidades en la morfologia de los espermatozoides.
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14.5 Conclusiones

Se identificé la mutante de ems®* como una mutacién hipomérfica, que afecta un gen que esta
implicado en la fertilidad masculina y que afecta a la movilidad de los espermatozoides. Se confirmé
que no hay interaccién genética entre ems® y la ferritina o las mutantes de mitoferrina, y que los
cambios en la homeostasis del hierro no afectan el fenotipo de fecundidad de las mutantes de ems®".
Los datos de esto estudio, sugieren que una mutacién en CG8851, que es un homologo de la proteina

Fibra Densa Externa 2, es responsable del fenotipo ems®’.

14.6 Perspectivas

Hay una mutante disponible que es putativa de ODP2 (CG8851) que se identificd con una
insercion del elemento-Minos (yw;Mi{MIC}MI00430/CyO;+/+) (Datos complementarios Figura 2).
Un ensayo de fertilidad se realizaré para investigar este mutante, asi como los efectos en la fertilidad
cuando esta junto a la mutacion de ems®* o Df(2L)BSC292. (Datos complementarios Figura 3). Si
este gen que se muta produce un fenotipo estéril cuando esta junto con la mutacién de ems® o
Df(2L)BSC292, se llevara a cabo un experimento de rescate (Datos complementarios Figura 4). La
secuencia del gen para CG8851 se clonard y se insertard en un vector del elemento-P y se
transformara en células germinales de Drosophila melanogaster, para obtener moscas transgénicas
con el gen para CG8851 que se inserte en el tercer cromosoma. Los heterocigotos de los machos de
Drosophila melanogaster con la mutacion de ems® con la deficiencia de Df(2L)BSC292 en la
construcciéon de rescate en el tercer cromosoma se investigard para determinar si el fenotipo de
esterilidad se puede rescatar y para identificar el gen que se afecta por la mutacién ems® (Datos
complementarios Figura 4) . El resultado de estos experimentos deberd permitir dilucidar si el
homélogo de ODF2 (CG8851) en Drosophila, esta implicado en la espermatogénesis y si ems® es

una nueva mutante de este gen en la mosca.
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16. DATOS COMPLEMENTARIOS
Datos complementarios Tabla 1

PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE COMIDA ESTANDAR DE LABORATORIO
PARA Drosophila melanogaster:

La comida estandar de laboratorio para la mosca se preparé disolviendo y mezclando los
ingredientes en agua a una temperatura de 70 °C. En cada tubo se ponen 7 ml de alimentos, y se deja

enfriar a temperatura ambiente antes de tapar los viales con algodén.

Ingredientes utilizados: La cantidad a hacer 1 litro:

Agar 10 g

Glucosa 33 g

Melaza 309

Levadura 3549

Sacarosa 15¢

Germen de trigo 10 g

Harina de maiz 15 ¢

Harina de soya 1 Cda

Nipagin 1 gen 10 ml de EtOH

PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE DIETAS CON METAL CONTENIENDO ALTAS Y
BAJAS NIVEL DE HIERRO:

Para preparar una solucién madre de FAC (citrato de amonio férrico) y de BPS (disulfonato

batofenantrolina) *:

FAC (SOLUCION MADRE)

Dieta alta Volumen de H,O | Concentracion | Namero de moles | Peso Molecular | Gramos de FAC
en hierro 15 mi 20 mM 3.0x107 265 0.0795 g

*Para una concentracion final de 1 mM de FAC, se mezcld 350 pl de solucién madre con 7ml de la comida estandar de
laboratorio.

BPS (STOCK SOLUTION)
Dieta baja Volumen de Concentracion | Numero de moles | Peso Molecular | Gramos de BPS
en hierro H,0 .
2ml 14 mM 2.8 x10 536.5 0.0150 g

* Para una concentracion final de 200 uM de BPS, se mezcld 100 pl de solucion madre con 7ml de la comida estandar
de laboratorio.
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Datos complementarios Tabla 2

GEN PROTEINA DOMINIOS del BLAST PAPEL/FUNCIONES
Sr-CIV | Los  Receptores | e Dominio de proteinas de control del

de scavenger complementos secretadas LOS RECEPTORES SCAVENGER:

del clase C, tipo e Hay tres clases A, B y C, que

v « Dominio Somatomedina B y participan en la internalizacion

celular de compuestos extrafios, y

e dominio de MAM son putativamente  secretados

(Lazzaro, 2005).

SITIO(S) PUTATIVO(S) de FOSFORILACION e En los testiculos de los ratones

estan implicados en la

; captacion de esteres del colesterol

GENOTIPO SIGNIFICANCIA ESTADISTICA

en la esteroidogénesis y la
espermatogénesis (Casado et al.,
2012).

EN Drosophila melanogaster:
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Sequence Position

e Se identifico al receptor clase B
por los altos niveles de expresion
en los testiculos cuando se inicia
la formacién de pupa, durante
este tiempo se requieren altos
niveles de los ecdisteroides
(Herboso et al., 2011).

CLASEC:

e La Clase C solo se encontré en
Drosophila melanogaster, y tiene
una amplia especificidad de unién
a ligandos (Pearson et al.,1995). ).

e La Clase C, tipo Ill carece del
dominio Somatomedina B
(Lazzaro, 2005).

e Los dominios de la proteina del

complemento y MAM son
suficientes para unirse a las
bacterias (Ramet et al.,2001).

Sr-CIV: En las mutantes de ems®* (w;ems®!/ems®;+/+), se encontraron tres mutaciones en Sr-CIV dentro del marco de
lectura abierto. Uno de ellos resulté de un cambio de arginina a glicina que se debe a un cambio de citosina a guanina en
la posicion 3522752. El otro se resulta de un cambio de alanina a acido aspartico que se debe a un cambio de citosina a
adenina en la posicién 3522907, y el dltimo resulta de un cambio de alanina a treonina que se debe a un cambio de
guanina a adenina en la posicion 3520911. EI programa NetPhos 2.0 Server (Blom et al., 1999) se utilizd para obtener
predicciones computacionales de sitios de fosforilacion, que indicé que la treonina en la posicion 302" es un sitio de
fosforilacion putativo que es estadisticamente significativo con un valor de 0.627 (que sobrepasa el umbral significativa

de 0.5) lo que sugiere la mutacién en Sr-CIV puede resultar en la ganancia de un sitio de fosforilacion).
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Datos complementarios Tabla 3

PAPEL/FUNCIONES

EL DOMINIO DEL LA SUPER-

FAMILIA DE REPETIDOS RICO EN

LEUCINA:

e motivo estructural de 20 a 30
aminoécidos (Bella et al., 2008)

e Importante para las interacciones
proteina-proteina (Bella et al.,,
2008).

e Varios funciones de adhesion
celular y de sefializacion, al
desarrollo neuronal, adherencia e
invasion de patdgenos (Bella et al.,
2008).

EL DOMINIO DE LRR-R1:

GEN PROTEINA DOMINIOS del BLAST
CG8852 - e Dos dominios LRR8 y
e LRR-R1
SITIO(S) PUTATIVO(S) de FOSFORILACION
GENOTIPO SIGNIFICANCIA ESTADISTICA
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e similar a la proteina activadora de
GTPasa (GAP), se denomina rnalp,
la cual estimula la actividad de
GTPasa de la proteina Ran que esta
implicada en el transporte entre
nacleo y citoplasma (Kobe vy
Kajava., 2001).

CG8852: En las mutantes de ems® (w;ems®/ems®;+/+), se encontré una mutacién en CG8852 dentro del marco de
lectura abierto. Resultd de un cambio de serina a alanina que se debe a un cambio de timina a guanina en la posicion
3526256. El programa NetPhos 2.0 Server (Blom et al., 1999) se utilizd para obtener predicciones computacionales de
sitios de fosforilacidn, que indicd que la serina en la posicion 350" no es un sitio de fosforilacion putativo, con un valor
de 0.022 (que no sobrepasa el umbral significativo de 0.5) lo que sugiere la mutacién en CG8852 no resulta en la pérdida

de un sitio de fosforilacion.
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Datos complementarios Tabla 4

e Cola miosina
e hsdR (se asocia con la enzima de restriccion
de tipo I, EcoKI subunidad R)

SITIO(S) PUTATIVO(S) de FOSFORILACION

GENOTIPO SIGNIFICANCIA ESTADISTICA
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GEN PROTEINA DOMINIOS del BLAST PAPEL/FUNCIONES
CG8851 ODF2 ? e Smc, un cromosoma de mantenimiento | QDF2:
estructural e En mamiferos es un componente
e SMC prok A, del centro

centrosoma, el
organizador de microtibulos de la
célula (Nakagawa et al., 2001;
Hoyer-Fender et al., 2003).

e Tiene un papel en la neurogénesis.
(Neumuller et al., 2011).

e Se demostré que las variantes de
empalme de ODF2 se expresan
tanto en las células sométicas como
en las  células  germinales
masculinas pero en diferentes
formas (Rivkin et al., 2008; Soung
et al., 2009).

e Tiene un papel en la proteccion

contra el dafio en los
espermatozoides (Baltz et al.,
1990).

eEn los ratones knockout, los

espermatozoides tienen espermas
con una morfologia anormales
(Tarnasky et al., 2010)

CG8851: En las mutantes de ems®® (w;ems®/ems®;+/+), se encontraron tres mutaciones en CG8851 dentro del marco de
lectura abierto. Uno de ellas resulté de un cambio de &cido aspartico a acido glutamico que se debe a un cambio de
citosina a guanina en la posicion 3520612. El otro resultd de un cambio de treonina a serina que se debe a un cambio de
adenina a timina en la posiciéon 3520985, y un cambio de guanina a adenina en la posicion 3520987. El programa
NetPhos 2.0 Server (Blom et al., 1999) se utilizd para obtener predicciones computacionales de sitios de fosforilacion,
que indicé que la treonina en la posicién 282" no es un sitio de fosforilacion putativo la cual no es estadisticamente
significativa con un valor de 0.270, pero se indic que la serina en la posicion 282" (que esta presente en los mutantes de
ems®™) es un sitio de fosforilacién putativo que es estadisticamente significativo con un valor de 0.882 (que sobrepasa el
umbral significativo de 0.5) lo que sugiere que la mutacion en CG8851 puede resultar en la ganancia de un sitio de

fosforilacion.
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Datos complementarios Tabla 5

e Dominio Somatomedina B y

e dominio de MAM

GEN PROTEINA DOMINIOS del BLAST PAPEL/FUNCIONES
DOI’Othy UDP'gliCOSiI' e Dominio de protel’nas de control del e Se expresa especiﬁcamente en el
(Dot) transferasas complementos secretadas sistema hematopoyético y las

células pericardicas (Zhou et al,
2001)

e Se aumenta la polaridad por la
transferencia del &cido glucurédnico
a moléculas hidrofébicas (Burchell
y Coughtrie, 1989.)

Dot: En las mutantes de ems® (w;ems®/ems®;+/+), se encontraron un mutacion en Dot dentro del marco de lectura

abierto. Se resulté de un cambio de glutamina a leucina que se debe a un cambio de citosina a adenina en la posicion

3620670.
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Datos complementarios Figura 1

1. w8 si/iat/y

ro

w18 somstl/ emsS! i +/+
3. wili o+ /+:Df13/TM6¢, Tb, Sb

4. wlll8 somstl/emst!; Df13/TM3, Sb

5. will$ .Kp/Cy0;EY01302/TMb6c, Tb, Sb o
6. w8 romstl/Cy0; EY01302/TM3, Sb &

—
ey
=
N
e
.

7. w18 romstl/ emst!; EY01302/TM3, Sb - -
F—
U
I
ey
P—
E—
[
e—
b

8. wlll8 ;Kr/CyO;EY01302/EY01302] %

9. w8 somst!/Cy0; EY01302/EY01302 ©

10. wl!18 ;emstl/ems®!; EY01302/EY01302 =

11. w18 :Kp/Cy0; Df(3R)ED6277/TM6c, Tb, Sb =

12. wl!18 ; ems®!/Cy0; Df(3R)ED6277/TM3, Sb S

13. w118 ;: oms8!/ ems®'; Df(3R)ED6277/TM3, Sb @

14. wi!18 +4/4; Df(3R)ED6277, FerIHCHS'8/ TM6c, Tb, Sb = _

15. w18 - ems81/CyO; Df(3R)ED6277, FerIHCHS'3/TM3, Sb o S’J_? ?_J g
= mEC

Odd3IH 3p avaiigaiNodsida

16. w18 » emst!/ ems®!; Df(3R)ED6277, FerlHCH®'®/TM3,5b o

FIGURA 1. No hay una interaccion genética entre mutantes de ems™ y mitoferrina. Aunque se parece que
mitoferrina se puede rescatar el fenotipo de ems®, tenga en cuenta que la fecundidad de los homocigotos de ems® con
un mutante de EY01302 se reduce, diferentes a todos los otros mutantes de mitoferrina con ems®*. N=15 para cada
genotipo se indica (N=5 para cada dieta). (Se evaluaron la fecundidad masculina con la prueba estadistica ANDEVA

de una sola via seguido por el analisis estadistico de post-hoc de Tukey-Kramer HSD, media = SEM, *P < 0.05).
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Datos complementarios Figura 2
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FIGURA 2. Representacion gréafica de una seccion del segundo cromosoma. Se indica el ubicacion de la mutacion de
ems® in CG8851 Y la mutante Mi{MIC}MI00430 que contiene la insercién de elemento-minos. Tomado de Flybase (St.
Pierre et al, 2014)
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Datos complementarios Figura 3

w  MiIMICInmio0430 + ’ w ems®! +
( P) rd : = : \ . : 61
CyoO + » ems

w ems®! +
(F1) : :

F

MiIMIC 00430 -

+

Cr0 " w CrO % o

w  MifMIC!mi00430 + _ - DfCL)BSC292  +
( P ) v : . .\ - -

w . Df2L)BSC292 4

MiIMICTnui00430 +

(F1)

FIGURA 3. Esquema de cruzas genéticas que se utilizaran para investigar el mutante disponible en el gen
CG8851 mediante insercion del elemento-minos.
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Datos complementarios Figura 4
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FIGURA 4. Esquema de cruzas genéticas que se utilizardn para el experimento de rescate para CG8851
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