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Resumen.

Un acontecimiento de crucial importancia para las células eucariotas es el transporte
celular que se encarga de movilizar proteinas y lipidos a diversas partes dentro o fuera de las
células. Este mecanismo celular inicia después de que son sintetizadas dichas moléculas en el
reticulo endopldsmico y son enviadas al aparato de Golgi por un complejo de proteinas
transportadoras denominadas COP II (Sec23, Sec24, Sec31, Secl3 y Sarl). Trabajos realizados
en levaduras implican que la ausencia de dicho complejo ocasiona letalidad celular ya que el
transporte se detiene. Estudios de Sec13 en nuestro laboratorio ponen en duda el papel obligatorio
y fundamental del Complejo COP II en el transporte celular en la mosca. Con el fin de revisar
este paradigma nuestro proyecto se enfoca en el estudio de Sarl. Utilizamos como modelo
genético a la mosca Drosophila melanogaster para analizar mutantes de dicha proteina. Por
medio de la generacion de clonas por recombinacion mitética inferimos que las células mutantes
de Sarl que formaran parte del ojo de la mosca son atn capaces de realizar el transporte celular.
Aunque existen alteraciones en el desarrollo del ojo y en el sistema nervioso periférico de la
cabeza de moscas con clonas sus omatidios son capaces de responder a estimulos luminosos.
Durante la embriogénesis los individuos mutantes de este gen terminan por morir. Si también
alteramos la contribucion materna de esta proteina durante la ovogénesis los ovocitos no se
desarrollan. La participacion de Sarl en fendmenos del desarrollo como el crecimiento de quetas,
la formacion de omatidios y la embriogénesis es importante, sin embargo cada uno de estos
procesos requiere de un nivel de transporte distinto. Este requerimiento parece estar en funcioén
del tiempo necesario para formar dichas estructuras. Concluimos que Sarl no es indispensable
para la formacion del ojo de D. melanogaster y que éste es capaz de responder ante un estimulo

luminoso.



Abstract.

An event of crucial importance for eukaryotic cells is intracellular transport, responsible
for mobilizing proteins and lipids to different parts within or outside the cells. This cellular
mechanism starts after these molecules are synthesized in the endoplasmic reticulum and are sent
to the Golgi complex by a complex of transporter proteins called COP II (Sec23, Sec24, Sec31,
Secl3 y Sarl). Work in yeast implies that the absence of this complex causes cell lethality
because transport stops. Sec13 studies in our laboratory question this fundamental mandatory role
of the COP II complex in cellular transport in flies. To test this paradigm even further, our project
focuses on the study of Sarl. We use Drosophila melanogaster as a genetic model to analyze the
mutations in Sarl. Through the generation of clones by mitotic recombination, we infer that
mutant cells Sarl involve in the eye ommatidia are still capable of cellular transport. Although
there are alterations in the development of the eye and in the peripheral nervous system of the
head with clones their ommatidia are capable of responding to light stimuli. During
embryogenesis mutant individuals of Sarl eventually die. When sarl maternal contribution is
altered during oogenesis, oocytes do not develop. Sarl participation in developmental
phenomena as bristle’s growth, ommatidia formation and embryogenesis is important, but each of
these processes requires a different level of transport. This requirement seems to be based on the
time needed to form these structures. We conclude that Sarl is not essential for the formation of

the D. melanogaster eye and that this eye’s able to respond to a light stimulus.



Agradecimientos.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia. Becario. 232290.

A la Direccion General de Estudios de Posgrado de la UNAM. Numero de Cuenta.
508001666.

Al personal de la Unidad de Ensefianza, de manera muy especial a la M. en C. Leonor
Casanova Rico, jefa de la Unidad de Ensefianza.

Al personal de la biblioteca del campus UNAM Juriquilla, encabezado en un principio por la
Lic. Maria del Pilar Galarza Barrios y posteriormente por el Dr. Francisco Javier Valles
Valenzuela.

Al Dr. Juan Riesgo, gran baquiano de caminos cadticos y casi inaccesibles. Agradezco todos
los momentos que fungié como mi tutor. Tiempos que envuelven a todos sus consejos, a todos
sus regafios, a todas las experiencias buenas y malas, a todas sus reflexiones, a las deliciosas
comidas con vino tinto, quesos y musica clasica, a todas las peleas y quejas por el futbol (dentro
y fuera de la cancha), a todas las horas de literatura latinoamericana, a esas cheves en
Aguascalientes en aquellos dias de mi examen de licenciatura, a su confianza, a su persistencia
conmigo, a su tolerancia y sobre todo a su apoyo incondicional.

A la Dra. Martha Vazquez por su irrestricto sentido de la responsabilidad. Le agradezco
integramente cada uno de sus valiosos consejos.

A mi familia que fue el motor de esta experiencia en la Maestria. Agradezco su apoyo
incondicional (Don Ramon, Dofia Ana, mis hermanos Chori y Paty).

A mis amigos. Vecinos de este mundo por un rato, geniales coincidencias que se gestaron
entre afinidades sorpresivas, soledades exiguas, pastes microbuseros, maquinas 501 inagotables,
las escaleras de Kafka, prolijas y hermosas constelaciones de lunares, tormentas perfectas,
sonrisas infinitas, viajes fundadores de paises, raquetas de fronton, llamadas somnolientas,
locuras ferrocarrileras, vinos tintos con nieve de limon, oportunisimas epidemias de influenza,
terapias gratuitas, platicas nocturnas de los viernes, infracciones mayas con JB, goyas
glorificantes, sillones callejeros cargados cientos de metros, goyas acallados por lastimosos
vecinos, atrevimientos oportunos, cumpleafios de ojos tuertos o salas sobrepobladas, marquesitas
y decepciones, coqueteos extemporaneos, cuentos de cronopios, maestrias compartidas, casas

compartidas, cuartos compartidos.



Dedicatoria.

... ;Como no someterse a Tlon, a la minuciosa y vasta evidencia de un planeta ordenado?
Inttil responder que la realidad también estd ordenada. Quiza lo esté, pero de acuerdo a leyes
divinas -traduzco: a leyes inhumanas- que no acabamos nunca de percibir. Tlon serd un laberinto,

pero es un laberinto urdido por hombres, un laberinto destinado a que lo descifren los hombres.

Tlon, Ugbar, Orbis Tertius. Ficciones (1944). J. L. Borges.

En el reflejo de tus ojos se descifra que no todo lo pensable existe.
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I. INTRODUCCION.

Un acontecimiento de crucial importancia para todas las células eucariotas es el transporte
intracelular que se encarga de movilizar proteinas y lipidos a diversas partes en el interior de las
células o al exterior de las mismas. Este mecanismo celular comienza después de la sintesis de
dichas moléculas en el reticulo endoplasmico (RE) donde un grupo de proteinas denominadas
COP II moviliza a las moléculas recién formadas hacia el aparato de Golgi. En este organelo las
proteinas o lipidos pueden sufrir cambios en su estructura para finalmente ser dirigidos hacia su
destino final que puede ser el exterior de la célula o algin otro organelo dentro de la misma. Los
estudios clasicos sobre este fendmeno, realizados en la levadura Saccharomyces cerevisiae en los
80s, establecen que el complejo COP II (formado por Sec23, Sec24, Sec31, Secl3 y Sarl) es
indispensable para formar vesiculas que acarreen las proteinas o lipidos hacia el aparato de Golgi.
También se determind que si se interrumpe la formacion de dichas vesiculas las células mueren
por apoptosis debido a la obstruccién del transporte de sustancias imprescindibles para la célula
(Fromme et al., 2008; Lee et al., 2004; Alberts et al., 2002; Pelham & Rothman, 2000; Scales et
al., 1997; Presley et al., 1997; Kaiser & Schekman, 1990).

La versatilidad de herramientas genéticas que existen en la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster nos pueden brindar una perspectiva distinta sobre este fenomeno de transporte. En
nuestro laboratorio se estudiaron mutantes de una de las proteinas del complejo COP 1II (Sec13).
Estos estudios ponen en duda el papel obligatorio y fundamental del complejo COP 1I en el

transporte celular.

Con el fin de revisar este paradigma nuestro proyecto se enfoca en el analisis de Sarl, una
proteina indispensable para la formacion del complejo COP II. Utilizamos como modelo genético
a D. melanogaster para analizar mutantes de dichas proteinas. Algunas de las ventajas que nos
ofrece este modelo son que podemos obtener mutaciones en genes especificos, marcar genes que
evidencien patrones de expresion (genes reporteros) o generar mosaicos genéticos, que son
grupos de células que se desarrollan con dos copias iguales de un gen en particular (homocigoto)
en un organismo heterocigoto (Lee et al., 2004). Valiéndonos de esta ultima técnica encontramos

que las células que formaran el ojo de la mosca y que carecen de algunas de las proteinas COP II



son capaces de realizar el transporte intracelular. Nuestros resultados indican que la deficiencia
en la expresion de la proteina Sarl no causa letalidad en este tipo de células, aunque si provoca
alteraciones en el desarrollo de la estructura del ojo y en el sistema nervioso periférico de la

cabeza.

La generacion de mosaicos genéticos nos ha permitido analizar dos condiciones
diferentes. La primera nos ofrece una situacion en donde la estructura del ojo estd formada por
dos tipos de células genéticamente distintas; el primer tipo celular posee dos copias del gen sarl
y el otro presenta dos copias mutadas de este mismo gen. En general la anatomia del ojo bajo esta
condicion es anormal, dado que los omatidios (unidades estructurales del 6rgano de la vision) y
las quetas en el ojo (estructuras mecanorreceptoras) tienen un arreglo atipico. Este fenotipo se
debe a que las células sin alteracion genética proliferan mas que las homocigotas mutantes para
sarl. Cuando esto ocurre las células alteradas no alcanzan un desarrollo 6ptimo, lo que provoca
malformaciones en el ojo. Se sabe que cuando existen este tipo de interacciones entre células
dafiadas y normales se manifiesta un fenomeno de competencia en donde las células que crecen
bajo condiciones Optimas envian sefiales apoptdticas a las mutantes contribuyendo a la
eliminacion de las células en desventaja genética (Johnston, 2009). La segunda condiciéon nos
permite analizar las mismas estructuras bajo una circunstancia diferente en donde todas las
células que forman el ojo presentan una insuficiencia del gen sarl. Bajo esta circunstancia se
caracterizaron tres fenotipos: a) Displasias en omatidios y malformacion de quetas en la cabeza;
b) “Pelonas”, individuos que presentan falta de crecimiento de quetas en la cabeza y c) “Jibaros”,

individuos que presentan deformacion e involucion de la porcion cefélica.

Las moscas que no presentaban malformaciones cefalicas (pelonas) se utilizaron para un
andlisis de electroretinograma. Mediante esta técnica podemos reconocer la actividad de las
células fotorreceptoras y las neuronas monopolares con las que hacen sinapsis. Encontramos que
el registro para las moscas que son deficientes en la expresion de la proteina Sarl es similar a las
silvestres. Si los ojos deficientes de esta proteina son capaces de responder a la luz implicaria que
la rodopsina sigue transportandose a la rabdomera de las células fotorreceptoras a pesar de la
ausencia del complejo COP II. También se encontré que el arreglo de los omatidios mutantes

para sarl es anormal pero sigue conservando la formacion de algunas rabdomeras.



Mediante el andlisis de cuticulas se encontrdé que los embriones mutantes para cada una
de las proteinas que forman el complejo COP II mueren en etapas finales de la embriogénesis.
Cuando los embriones tienen mutados dos genes COP II el fenotipo no se hace mas acusado. Esto
nos permite concluir que cada una de las proteinas COP II es igual de importante en el transporte
durante la embriogénesis de D. melanogaster. Se elimind la contribucion materna de este gen y se
observo que los embriones mueren de manera mas prematura que los individuos carentes de la
expresion cigdtica normal del gen sarl. En el futuro, el andlisis a detalle de la dinamica del
transporte de proteinas fluorescentes en embriones permitird inferir si el acarreo mediado por

estas proteinas es prescindible o no para la supervivencia de las células.



II. ANTECEDENTES.

2.1 El aparato de Golgi y el RE.

El aparato de Golgi es el lugar donde se lleva a cabo la mayoria de la sintesis de
carbohidratos, asi como el sitio de clasificacion y recepcion de productos procedentes del RE.
Gran parte de los glicidos que fabrica el Golgi se unen como cadenas de oligosacaridos a las
proteinas y lipidos que envia el RE. El aparato de Golgi esta formado por una serie de cisternas
limitadas por una membrana con forma aplanada. Cada uno de estos apilamientos del Golgi
(dictiosomas) esta formado por entre cuatro y seis cisternas. En células animales muchos
dictiosomas permanecen unidos entre si mediante conexiones tubulares entre las cisternas
correspondientes, formando un solo complejo que se localiza habitualmente en las proximidades
del nucleo. Durante su paso a través del aparato de Golgi, las moléculas transportadas sufren una
seric ordenada de modificaciones covalentes. Los dictiosomas del Golgi tienen dos caras
distintas: una cara CiS (o de entrada) y una cara trans (o de salida). Ambas caras estan
estrechamente asociadas a unos compartimientos especiales formados por una red de estructuras
tubulares y de cisternas: la red del cis Golgi (RCG) y la red del trans Golgi (RTG)
respectivamente. Las proteinas y los lipidos entran a través de la RCG, procedentes del RE, y
salen por la RTG en vesiculas de transporte con un destino especifico. Las proteinas que entran
en la RCG pueden o bien seguir a través del Golgi o volver al RE (Figura 1). De manera similar,
las proteinas que salen de la RTG pueden seguir hacia delante y ser enviadas a cualquier sitio al
que sean destinadas, como a lisosomas, vesiculas de secrecion o la superficie celular, o bien ser
devueltas a un compartimiento anterior (Lee et al., 2004; Pelham & Rothman, 2000; Scales et al.,
1997).

Figura 1. Modelo clasico de la via de secrecién entre el RE y el aparato de Golgi. (a) Microfotografia
electronica de una célula secretora de insulina. Es visible el RE (ER) y los sitios donde se forma una vesicula de
transporte (Flecha). Cada sitio del area de transicion del RE produce numerosas vesiculas transportadoras (TV) que
van a dar a la zona Cis del aparato de Golgi (Lee et al., 2004). (b) Esquematizacion del transporte RE-Golgi. Las
proteinas del complejo COP II median el transporte de vesiculas del RE al aparato de Golgi. Las proteinas SNARE



(rectangulos color azul y rosa) ayudan a la fusion de las membranas. En ocasiones las vesiculas se agrupan entre si
generando estructuras mas grandes que se localizan entre el RE y el aparato de Golgi (ERGIC). Existen proteinas
residentes del RE (hexdgonos color violeta) que pueden salir en las vesiculas de transporte COP II pero que retornan
a través de la via retrégrada mediada por el complejo COP I. Las proteinas que necesitan ser transportadas salen del

RE a través de vesiculas recubiertas por proteinas COP II (tomado de Alberts et al., 2002).



2.2 Via de secrecion.

La via de secrecion es un sistema de transporte intracelular que se encarga de movilizar
proteinas y lipidos a diversas partes en el interior de las células o al exterior de las mismas. Este
mecanismo celular comienza con el transporte de proteinas y lipidos sintetizados en el RE hacia
el aparato de Golgi gracias a un complejo de proteinas denominadas COP II. Este fenomeno de
movilizacion de sustancias a través de membranas esta conservado en los organismos eucariontes

de manera que modelos genéticos como D. melanogaster sirven como referencia para su estudio.

Una vez que las proteinas y lipidos se sintetizaron en el lumen del RE se transportan y en
su camino pasan a través de una seric de compartimientos, donde son sucesivamente
modificados. La via desde el RE hasta la membrana destino comprende numerosas etapas de
clasificacion que continuamente seleccionan proteinas luminales solubles que son empaquetadas
y transportadas (Figura 1). Esta via también contribuye en la renovacion de membranas celulares

(Lee et al., 2004).

Para iniciar su ruta a lo largo de este sistema de transporte, las proteinas que han entrado
en el RE y estan destinadas al aparato de Golgi o mas alld son empaquetadas en primer lugar en
pequenas vesiculas de transporte revestidas de COP II (Figura 1). Estas vesiculas de transporte se
forman en regiones especializadas del RE, en donde la membrana carece de ribosomas unidos. En
muchas células animales, los lugares de salida del RE parecen estar dispersos aleatoriamente a
través de la red de este organelo. Originalmente, se pens6 que todas las proteinas que no estaban
retenidas en el RE entraban, por defecto, en las vesiculas de transporte. Sin embargo ahora se
sabe que el transporte por vesiculas que sale del reticulo es un proceso selectivo. Algunas
moléculas a transportar son reclutadas activamente en estas vesiculas, donde se concentran. Estas
proteinas presentan en su superficie sefales de salida y son reconocidas mediante proteinas
receptoras complementarias que permanecen atrapadas en el interior de las vesiculas de

transporte mediante interacciones con componentes de la cubierta COP II (Alberts et al., 2002).



2.3 El transporte entre membranas celulares.

El trafico a través de membranas se realiza de manera ordenada y especifica gracias a
proteinas de transporte que se encargan de reconocer de manera selectiva a las sustancias que
seran transportadas. Estos grandes ensamblajes de proteinas interaccionan con las membranas y
dependen de una serie de proteinas de union a GTP que controlan tanto los aspectos espaciales
como temporales del intercambio de membranas. Existen tres complejos proteicos encargados del
trafico de sustancias a través del RE y el aparato de Golgi; la proteina clatrina que se encarga del
transporte de la region trans del Golgi hacia el exterior, COP I que realiza el transporte
retrogrado del aparato de Golgi en su lado cis al RE y COP II que realiza el transporte del RE a la
region Cis del Golgi (Alberts et al., 2002 & Presley et al., 1997).

2.4 Proteinas de union a GTP.

Las proteinas de union a GTP (de tipo Rab) que inducen la uniéon de varios de los
complejos proteicos antes mencionados actuan como interruptores moleculares que oscilan entre
un estado inactivo unido a GDP y un estado activo unido a GTP. Existen dos clases de proteinas
que regulan el paso de un estado a otro; los factores intercambiadores de nucledtidos de guanina
(GEF), que activan las proteinas al catalizar el intercambio de GDP por GTP, y las proteinas
activadoras de GTPasa (GAP) que ayudan a inactivar a las proteinas que enlazan GDP o GTP al
provocar la hidrolisis de GTP. La proteina de union a GTP responsable del reclutamiento y
ensamblaje de las cubiertas COP II en la membrana del RE es Sarl (Lee et al., 2004; Lodish et
al., 2004; Alberts et al., 2002; Presley et al., 1997; Kaiser & Schekman, 1990).

2.5 Reclutamiento de proteinas COP II.

El modelo clasico sobre el trafico vesicular describe que una GTPasa, Sarl, estd
involucrada en el empaquetamiento y concentracién de moléculas que necesitan ser transportadas

(proteinas de membrana o de secrecidon y lipidos) dentro de las vesiculas del complejo COP 11



(Aridor et al., 2001). Esta molécula es la encargada de reclutar a todo el complejo formado por
otras cuatro subunidades. Todas estas proteinas se encuentran conservadas en plantas, animales y
hongos y se nombran de la misma forma. En humanos Sarl guarda una identidad del 70% y una

similitud del 90% con respecto a la secuencia de aminoacidos de la proteina de la mosca.

El transporte inicia cuando Secl2, una proteina intercambiadora de nucledtidos de
guanina (GEF) ubicada en la membrana del RE reconoce a Sarl y la induce a cambiar su GDP
por GTP (Arakawa et al., 2006; Weissman et al., 2001). La union de GTP a Sarl altera la
conformacion de esta GTPasa, exponiendo una region helicoidal, la cual ancla la proteina a la
membrana. Este fendmeno provoca el reclutamiento de dos complejos proteicos, un heterodimero
Sec23-Sec24 y un heterotetramero Sec13-Sec31. Se ha comprobado en liposomas sintéticos que
estos cinco componentes son suficientes para deformar la membrana y generar vesiculas

(Matsuoka et al., 1998).

Sec23 (80 kDa) es una proteina activadora de GTPasas (GAP) para Sarl, Sec23 se une a
Sarl-GTP y forma uniones con la membrana de la futura vesicula. La estructura del complejo

Sarl-Sec23 sugiere que Sec23 puede modular intrinsecamente una actividad lenta de la GTPasa

Sarl (Yoshihisa et al., 1993).

Sec24 (120 kDa) tiene la capacidad de reconocer a las proteinas que seran transportadas
(carga) (Nishimura & Balch, 1997; Yoshihisa et al., 1993). Los dimeros Sec23 y Sec24 son
estructuralmente similares y forman uniones entrecruzadas de 15 nm de largo formando una cara

interior concava que ayuda a asociarse y a facilitar la curvatura de la membrana.

La subunidad Secl13-31 constituye la capa exterior del complejo y no posee sitios de
union a los lipidos de las membranas. No se conoce la naturaleza exacta de la interaccion entre
Sec13-31 y Sec23-24. Los estudios de Fromme et al., (2008) presentan a Sec23 como una unidad
fundamental para mantener acopladas a las proteinas del complejo al presentar interacciones con
tres de ellas: Sec24, Sarl y Sec31. También exponen que esta proteina es la que interacciona con
la dineina para movilizar a las vesiculas. Se cree que el reclutamiento de Sec13-31 después del

acoplamiento de Sec23-24 ayuda a acelerar la captura de proteinas carga por Sec24 y a controlar



la actividad de Sec23. También parece ser que el tiempo de liberacion de Sarl causado por la
hidrolisis de GTP esta controlado por el ensamblaje en etapas de las proteinas que forman el

complejo COP II (Figura 2 y 3) (Lapointe & Balch, 2005; Lee et al., 2004).

Después de que las vesiculas de transporte COP II se han formado en un lugar de salida
del RE y se han desprendido de la cubierta, empiezan a fusionarse entre si, para que
posteriormente ocurra la asociacion con la red cis Golgi. Un grupo de proteinas denominadas

SNARE desempeinan un papel importante en la fusion de estas membranas.

Figura 2. Transporte vesicular mediado por COP II. (A) La proteina Sarl es una GTPasa. De
manera inactiva se encuentra unida a GDP pero solamente en la membrana del RE se libera de la molécula
de GDP gracias a una proteina intercambiadora de nucleotidos de guanina (GEF), lo que provoca un cambio
en la estructura de Sarl y su unidon a la membrana. (B) En el sitio donde Sarl se une se activa el
reclutamiento de las demas proteinas que forman parte del complejo COP II (tomado y modificado de

Alberts et al., 2002).

El modelo de formacion de complejos SNARE propone que pueden actuar como un torno
que acerca a las membranas gracias a la interaccion y enrollamiento entre hélices de v-SNARE y

t-SNARE (Barlowe, 2003).



Con mucha menor frecuencia, las proteinas que no tienen esas secuencias de salida
también pueden ser empaquetadas en vesiculas de forma que incluso proteinas que habitualmente
funcionan en el RE (proteinas residentes) lo dejan lentamente. Asimismo, las proteinas secretoras
que se sintetizan en altas concentraciones pueden dejar el RE sin la ayuda de los receptores de
clasificacion. Un complejo de subunidades proteicas (COP I) ayuda al recobro de proteinas
mediante sefiales de recuperacion. Por ejemplo, las proteinas de membrana residentes del RE
contienen sefiales que las unen directamente a las cubiertas COP I, para ser empaquetadas por
vesiculas de transporte mediadas por COP I en el Golgi y luego ser enviadas de manera

retrograda (Figura 3).

Para salir del RE las proteinas han de estar bien plegadas y, si son subunidades de
complejos proteicos multiméricos, puede ser necesario que ademds estén bien ensambladas. Las
que se encuentren mal plegadas o mal ensambladas se retienen y permanecen unidas a proteinas
chaperonas para luego ser degradadas por proteosomas en el citosol. Esta etapa de correccion es
muy importante. Sin embargo este mecanismo de control de calidad puede llegar a ser pernicioso,
como en el caso de la fibrosis quistica en donde una proteina de la membrana que es importante
para el transporte de CI” es retenida en el RE por estar ligeramente mal plegada aunque podria

funcionar correctamente si alcanzara la membrana plasmatica (Alberts et al., 2002).

[
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Figura 3. Transporte vesicular en la via de transporte intracelular. La proteina Sarl unida a GDP
(inactiva) se activa al intercambiar GDP por GTP, gracias a una proteina de la membrana del RE (Secl12). Esto
desencadena la sefial de formacion del complejo. El dimero Sec23/Sec24 se une a Sarl y a la membrana.
Posteriormente el tetramero Sec13/Sec31 se acopla a las proteinas ancladas a la membrana. Este mecanismo provoca
que la membrana del RE se deforme y se forme la vesicula. En el transporte mediado por COP I intervienen otras
proteinas que regulan la formacion de vesiculas del aparato de Golgi al RE (tomado y modificado de Alberts et al.,

2002).



2.6 Drosophila melanogaster.

La mosca de la fruta, D. melanogaster (Phylum; Arthropoda, Clase; Hexapoda) es un
organismo de enorme importancia en el estudio de diversos fendémenos genéticos, ya que reune
caracteristicas fundamentales que facilitan la investigacion cientifica. Este diptero tiene un
tamafo considerablemente pequeiio, un ciclo de vida corto y un nimero reducido de cromosomas
(4 pares), particularidades que posibilitan el crecimiento y manutencién de un gran numero de
individuos por muchas generaciones en el laboratorio (Figura 4). Fue adoptada como animal de
experimentacion genética por Thomas H. Morgan a principios del silgo XX en Columbia
University. El genoma de este insecto se encuentra secuenciado en su totalidad (gracias a un
consorcio publico y a Celera Genomics) y se tienen aislados miles de mutantes y transcritos
(Adams, 2000). El tamafio de su genoma representa aproximadamente un octavo (165 Mb) del
genoma humano (3000 Mb). EI 50% de las secuencias proteicas de la mosca tienen andlogos en
los mamiferos. Sin duda alguna todo esto le confiere la peculiaridad de ser un versatil modelo

para el manejo y andlisis genético (Rubin, 1988).



D. melanogaster es un insecto holometabolo que presenta cuatro estadios diferentes
durante su ciclo de vida: embridn, larva, pupa y adulto (Figura 4). Durante el primero de ellos, la
embriogénesis, ocurren diversos eventos morfogenéticos gracias a la coordinacién y a las
sefalizaciones bioquimica y genética de todas sus células, impulsados por la continua sintesis y
transporte de compuestos de toda indole, como moléculas de naturaleza lipidica y proteica (via de
transporte intracelular) y por una contribucion materna fundamental para el inicio del desarrollo
embrionario. Pero ademas de estos procesos, a lo largo de su vida se llevaran a cabo de manera
reiterada diversos fendmenos de diferenciacion y de proliferacion celular que requeriran del

funcionamiento 6ptimo de esta maquinaria biosintética.

Figura 4. Ciclo de vida de D. melanogaster. El periodo que le toma a un
embrion en llegar a ser adulto es aproximadamente de 10 a 12 dias a temperatura

ambiente (22°C) (tomado y modificado de Weigmann et al., en prensa).



La metamorfosis es un fenémeno del desarrollo fundamental para que la larva llegue a la
etapa adulta. Al inicio de este periodo la larva de tercer estadio entra en un estado prepupal y los
discos imagales (epitelios que daran origen a las distintas estructuras del adulto) empiezan a
sufrir una serie de cambios morfogenéticos. Existen distintos discos imagales para cada estructura
particular en el adulto; discos de torax, de ojo y antena, de patas, de alas, etc. Las células de estos
epitelios proliferaran y se especializaran en los distintos grupos celulares que constituyen los

diferentes tejidos en el adulto.

Uno de estos grupos son las células proneurales, responsables de prefigurar la formacion
de las quetas mas grandes en la mosca, denominadas macroquetas. Estas estructuras son 6érganos
sensoriales que forman parte del sistema nervioso periférico de la mosca. Cada macroqueta tiene
cuatro componentes: 1) el pelo o queta que se compone de una sola célula denominada
“tricogena” que crece en sentido apical gracias al constante transporte intracelular. 2) El socket 6
enchufe (célula tormdgena que secreta el componente extracelular de la queta), 3) Una neurona
cuya proyeccion dendritica depende del sistema de transporte mediado por COP 1II (Ye et al.,
2007) y 4) una célula glial. Innumerables enfermedades tienen que ver con una alteracion a nivel

de la via de transporte intracelular (Campos-Ortega & Hartenstein, 1997; Hartenstein, 1993).

2.7 Generacion de mosaicos genéticos en D. melanogaster.

2.7.1 Sistema FRT/FLP.

Gracias a la técnica de recombinacion somatica inducida se puede recombinar el ADN de
subgrupos de células en estadios tardios del desarrollo, lo que implica que es posible generar un
genotipo especifico en grupos de células en un momento dado del desarrollo (clonas celulares).
La forma comun de desarrollar este procedimiento es utilizando moscas transgénicas que
contienen dos tipos de elementos genéticos procedentes de levaduras: el gen de la recombinasa
especifica de lugar Flipasa (FLP) y la secuencia FRT, diana de la recombinasa FLP.
Generalmente el animal es homocigoto para una insercion de la secuencia FRT cerca del

centromero en un brazo determinado del cromosoma de interés. Mientras que en otra parte del



genoma se ha insertado una construccion que contiene el gen FLP bajo un promotor de choque
térmico. Si este embridn o larva se somete a un choque térmico, se logra inducir la expresion de
FLP logrando que esta enzima catalice el cruzamiento y la recombinacion entre los cromosomas
materno y paterno en el lugar de insercion de FRT (Figura 5). Si el choque térmico es débil, este
cambio sb6lo se produce en unas cuantas células, distribuidas al azar. Si ademas el animal es
heterocigoto para un gen de interés en la region cromosOmica entrecruzada, el proceso puede
producir dos células hijas homocigotas, una de las cuales ha recibido dos copias del alelo materno
del gen y otra las dos copias del alelo paterno. Cada una de estas células hijas se divide dando

lugar a zonas clonicas de progenie homocigota (Alberts et al., 2002; Luque & Herraez, 2002).



A

Figura 5. Creacion de células mutantes inducida por recombinacién somatica. El diagrama muestra
el camino que siguen cada uno de los cromosomas homoélogos durante este proceso. Estos cromosomas tienen un
elemento FRT (verde) insertado cerca del centromero y contienen un locus para un gen de interés (gen X) en el
mismo brazo del cromosoma. En el cromosoma paterno (en este ejemplo) esta el gen de interés de forma silvestre
y en el cromosoma materno se encuentra el mismo gen pero mutado (tomado y modificado de Alberts et al.,

2002).

La incidencia del entrecruzamiento se suele detectar facilmente dado que el animal
escogido también es heterocigoto para una mutacion de un gen marcador (un gen de
pigmentacion, por ejemplo) que estd situado en el mismo brazo del cromosoma que el gen de
interés y que por lo tanto experimenta la misma recombinacion. Asi es posible generar clones de
células homocigoticas claramente marcadas. También se pueden utilizar estos elementos de
recombinacion (FLP y FRT) para activar o inhibir la expresion de genes. Un ejemplo de esto
ultimo seria la activacion de la FLP bajo el patron de expresion de un gen de la mosca que se
active solo en un lugar y momento determinados. Asi el suceso de recombinacion se
desencadenara solo cuando se active la FLP dependiente de esta secuencia reguladora. Una
variante mas utiliza alelos termosensibles de un factor de transcripcion de las levaduras (GAL4)
que en la mosca se utilizan para activar o inhibir de forma reversible la expresion de un gen
seleccionado de mosca de acuerdo con el patron normal de expresion de algunos otros genes de la
mosca elegidos. Esta técnica se vale de elementos genéticos moviles (elementos P) para generar
las moscas transgénicas que tienen incorporados dentro de los transposones estos genes de

levaduras (Chou & Perrimon, 1996; Xu & Rubin, 1993; Cooley et al., 1988).

2.8 Elementos genéticos moviles en Drosophila: elementos P.

Los estudios genéticos en esta mosca han permitido un claro entendimiento de distintos

mecanismos moleculares. Un fendémeno ampliamente comprendido es el de los elementos

genéticos moviles o transposones (Spradling et al., 1995).



Los elementos transponibles o transposones son segmentos de ADN que se mueven
como unidades discretas de un lugar a otro dentro del genoma. Una cualidad de estos elementos
moviles es que pueden trasponerse entre un cromosoma, entre varios cromosomas € incluso entre
un cromosoma y ADN extracromosomico, como los pldsmidos. Estas “mutaciones inestables”,
como las denomin6 Barbara McClintock, se han encontrado en varios organismos de distintas

clases taxonémicas, como Zea mays, Drosophila o humanos.

Existe una clase de transposon bastante conocida en este diptero, llamado “elemento P”,
que se ha convertido en una excelente herramienta en la ingenieria genética. Los elementos P
silvestres tienen 2907 pares de bases con inversiones terminales repetidas de 31 pares de bases.
Dichas secuencias terminales son fundamentales para la transposicion porque son el sitio de
accion de una transposasa (codificada por el mismo elemento P) que realiza los cortes y pegados
gendmicos involucrados en la transposicion. Sin embargo, existen otros elementos P que carecen
de la transposasa debido a una delecion. La movilizacion de estos elementos ocurre solamente si
esta presente otro elemento P que provea la transposasa. Las inserciones por elementos P han
sido muy futiles en el analisis genético y han jugado un papel esencial en el Proyecto del Genoma

de D. melanogaster. (Rorth et al., 1996; Spradling, et al., 1995).

Una variante de esta tecnologia son los elementos P de tipo EP. Los elementos EP tienen
sitios de union a un factor activador de la transcripcion propio de las levaduras, GAL4, seguido
de un promotor apuntando hacia la region 3’ gendmica aledana a la insercion. Asi, al integrarse
este elemento P en el genoma, puede proveer de un “enhancer” y promotor heter6logo a un gen o
genes endogeno(s) 3’ de la insercion. Para que este “enhancer” esté activo, es necesario cruzar
moscas con esta insercion con moscas que expresen, merced a la insercion de otro elemento P del
tipo trampa de enhancer el factor de transcripcion GAL4 en un patrén determinado. De esta
manera se logra la expresion ectopica de genes endogenos 3’ de la insercion del elemento EP
bajo el patron de expresion de GAL4 (Alberts, 2004; Liao et al., 2000). La mutante nula con la
que se trabajo en este proyecto se generd gracias a la insercion de un elemento P en la zona

reguladora del gen sarl que evita su expresion.



2.9 Contribucion materna.

Es fundamental el control temporal y espacial durante el desarrollo embrionario de
cualquier individuo. Para regular los eventos que ocurren durante la embriogénesis es necesaria la
expresion de genes de origen materno (en forma de ARNm o proteinas) que funcionan como un
aporte fundamental que regula y dictamina el inicio de la embriogénesis. Esta contribucion
materna quedara depositada en el ovocito durante su maduracion en el tracto reproductor. El
contenido de esta contribucidon materna se distribuye en el citoplasma celular. La viabilidad de la
embriogénesis depende exclusivamente de la distribucion y funcionalidad de estas proteinas o
ARNm. Desde el inicio de la activacion del genoma cigdtico se requiere de la sintesis y
transporte de proteinas. Esta es, probablemente, la razon principal por la que el ARNm de Sarl

esta presente en estos primeros momentos del desarrollo (Figura 6).

Figura 6. Hibridacion in situ del ARNm de Sarl en embriones de Drosophila. S6lo en las etapas
indicadas en la imagen se observa expresion de Sarl (evidenciada con tincion azul). Desde los primeros momentos

de la embriogénesis ya esta presente el ARNm de Sarl debido a la contribucion materna, fundamental para el inicio



del desarrollo embrionario. Los embriones estan orientados con la parte dorsal hacia arriba y la parte anterior hacia la

izquierda (Konikoff et al., 2009).

2.10 Alelos del gen sec13 en D. melanogaster.

Existen diversas proteinas de las que no se puede prescindir por su relevancia en el
desarrollo embrionario. A los genes que codifican para este tipo de proteinas y que al perder
prematuramente su funcion en el desarrollo ocasionan la muerte se les denomina “letales
embrionarios” (Alberts et al., 2002). Particularmente criticos son los genes denominados “letales
celuares” porque su falta de funcion también ocasiona muerte celular. Se cree que las proteinas
que conforman el complejo COP II son de este tipo porque son las encargadas de la tnica via de
transporte entre el RE y el Golgi. En el laboratorio se caracteriz6 un alelo mutante de secl3 que
codifica para una proteina que forma parte del complejo COP II. Estos alelos mutantes presentan
fenotipos similares a los que ocasionan genes letales embrionarios como los fenotipos de cerrado
dorsal o los de involucion de la cabeza (fenotipos tardios embrionarios). A la par se generaron,
mediante mecanismos de recombinaciéon somatica inducida, larvas de moscas con falta de
funcién de secl3 en los tejidos que tienen como destino formar el ala y el ojo adultos (zonas
clonicas de progenie homocigética). Tomando en cuenta que el desarrollo de estas estructuras
necesita la continua sintesis de proteinas se esperaria que las células afectadas a nivel de la via
COP 1I perecieran pero las células de estas zonas clonicas (con el gen secl3 mutado) siguen

desarrollandose (Riesgo-Escovar et al., datos no publicados).

2.11 Alelos del gen sarl en D. melanogaster.

Los embriones mutantes de sarl también presentan fenotipos similares a los de mutantes
de secl3. La caracteristica principal de estos embriones es que logran desarrollarse durante las
primeras etapas de la embriogénesis pero no alcanzan el estadio larvario. Existen estudios
genéticos sobre las moscas mutantes de sarl que relacionan la carencia de esta proteina con
malformaciones en el sistema circulatorio y el sistema nervioso (Ye et al., 2007; Yi et al., 2006).

Ye et al., (2007) demuestran que no se transporta la subunidad y de la proteina G en los



cardioblastos debido a que sarl se encuentra mutado. Esto provoca una falta de coordinacion
entre pericardioblastos y cardioblastos con la consecuencia de una fatal malformacion cardiaca en
los embriones de moscas. Yi et al. (2006) estudian la importancia que tiene Sarl para el
crecimiento dendritico embrionario. Sin embargo, como las mutaciones en sarl causan letalidad
embrionaria no hay muchos estudios relacionados con las mutantes de esta proteina en este
diptero. El andlisis desarrollado en esta tesis ofrece un marco de referencia que considera la

importancia del complejo COP II fuera del contexto de la embriogénesis.

Es indudable la importancia que tienen tanto Sarl, Secl3 y las demds proteinas del
complejo COP II en el transporte intracelular, esto se refleja en una variedad de trastornos en el
desarrollo en diversos organismos por mutaciones en proteinas de dicho complejo. Como
ejemplo esta la anemia tipo II en humanos (Shewarz et al., 2009), las malformaciones cefalicas
(displasia craneolenticulosutural) en el pez cebra (Townley et al., 2008) o la anormalidad en el
cerrado del tubo neural (craneoraquisquisis) en ratones (Merte et al., 2010). Sin embargo los
resultados del analisis de mutantes del complejo COP II en D. melanogaster sugieren una nueva

interpretacion del paradigma de transporte vesicular en la via entre el RE y el aparato de Golgi.

2.12 Ojo compuesto de D. melanogaster y la Rodopsina.

El ojo compuesto de la mosca estd formado por alrededor de 800 unidades hexagonales,
denominados omatidios (Figura 7B). Cada omatidio contiene 20 células, ocho de ellas son células
fotorreceptoras. Las células pigmentarias secundarias rodean a las células fotorreceptoras. A su
vez en los vértices de los omatidios se encuentran alternadas células pigmentarias terciarias y
c¢lulas mecanorreceptoras (quetas) (Figura 7A). Cada fotorreceptor posee un organelo en su
membrana plasmatica formado por microvellosidades llamado rabddomera, el cual es el
equivalente funcional del segmento externo de los conos y bastones de vertebrados (Figura 7D).
Existen alrededor de 50 000 a 70 000 microvellosidades en cada célula fotorreceptora. Este
organelo le otorga a la membrana celular una enorme superficie en la cual se concentra una gran
cantidad de rodopsina, proteina indispensable para llevar a cabo la fototransduccion (Borst, 2009;

Wang & Montell, 2007).



La rodopsina representa alrededor del 50% de todas las proteinas que existen en las
células fotorreceptoras. Para que llegue a la membrana de estas células el complejo COP II debe
de llevarla del RE al aparato de Golgi para que luego llegue a la rabdomera. Esta proteina es
clave para que el estimulo luminoso desencadene la fototransduccion, pues al activarse provoca
un cambio en la permeabilidad de las membranas. El transporte de la rodopsina a la rabdomera se
realiza de manera constante; si este fenomeno disminuye el resultado es que la rabdomera se

degenera (Borst, 2009; Richard et al., 2006).

A)

C)

D)
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Figura 7. Estructura del ojo compuesto de D. melanogaster. A. Corte longitudinal de omatidio del ojo
compuesto, junto con cortes transversales a diferentes alturas del mismo. Las células fotorreceptoras se representan
con la letra R. En los cortes entre la base de las células del cono y la cornea siempre se aprecian 7 células
fotorreceptoras. Los dvalos negros representan las rabdomeras. B. Escaneo en microscopia electronica de barrido del
ojo compuesto de la mosca de la fruta. C. Corte coronal de la cabeza de una mosca adulta: ce, cerebro; la, lamina; re,
retina. D. Vista longitudinal de una célula fotorreceptora donde se muestran las microvellosidades que conforman la

rabdomera, el nicleo y el axon (B y D tomados de Wang & Montell, 2007; C de Alberts et al., 2002).

Una manera de comprobar que la rodopsina llega a la rabdémera es mediante un analisis
electrofisiologico, realizando un electroretinograma (EG), ya que sélo cuando la rodopsina se
encuentra en la membrana de las células fotorreceptoras es que se puede registrar un cambio
eléctrico ante un estimulo luminoso. Los EG’s registran extracelularmente las respuestas sumadas
de las células de la retina hacia la luz. Para esto se coloca un electrodo en la superficie del ojo
compuesto. Existen dos caracteristicas muy importantes en un EG; la primera es el potencial del
receptor (PR) que refleja la actividad en la retina y la segunda tiene que ver con los transitorios
“on” y “off”, los cuales ocurren debido a la actividad postsinaptica en la ldmina (Figura 7C)
(Wang & Montel, 2007). Cuando la rodopsina es funcional se presenta un registro parecido al de

la Figura 8.

on

PR

Figura 8. Registro de EG de una mosca silvestre. La amplitud y la escala de tiempo marcados se
incluyen en la imagen. El evento marcado debajo del registro indica el inicio y la finalizaciéon del estimulo

luminoso. También se indican los transitorios “on” y “off” y el potencial del receptor (PR).



III. JUSTIFICACION.

Las investigaciones en los ultimos afios relacionadas con el transporte celular en sistemas
vivos han sido encaminadas a la visualizacion de este mecanismo mediado por COP I y COP II
en células en cultivo y en levaduras (modelos unicelulares), ayudando a interpretar la dinamica de
esta maquinaria. No obstante, la investigacion en D. melanogaster confiere la posibilidad de
identificar de manera fiel los procesos involucrados en el transporte mediado por el complejo
COP 1II en un organismo multicelular, en vivo. Este modelo nos permite estudiar la falta de
funcién del complejo COP II en dipteros adultos evadiendo la mortalidad embrionaria y la
contribucion materna, particularidades que en otros modelos seria imposible de esquivar. El
estudio de los clones homocigotos mutantes permite elucidar de manera correcta el paradigma de
transporte vesicular anterogrado. En nuestro laboratorio se estudiaron mutantes de una de las
proteinas del complejo COP II (Secl3). Estos estudios ponen en duda el papel obligatorio y
fundamental del complejo COP II en el transporte celular, es por eso que los retomamos en este

trabajo para analizar otro miembro del complejo, Sarl.



IV. HIPOTESIS.

Al igual que Secl3 la proteina Sarl es prescindible para llevar a cabo el transporte

intracelular a través de la via del RE hacia el aparato de Golgi.



V. OBJETIVO.

Objetivo general.

Caracterizar los fenotipos del gen sarl en D. melanogaster.

Objetivos especificos.

. Caracterizar fenotipos embrionarios del alelo mutantes para sar1%’'?,

05712
1

« Generar clones homocigotos mutantes de sar en el tejido ocular de D. melanogaster.

. Caracterizar fenotipicamente los clones homocigotos mutantes de sarl®’'? en la region
ocular de D. melanogaster.
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. Caracterizar las interacciones genéticas de mutaciones en sar con otras mutantes del

complejo COP II en D. melanogaster.



VL. MATERIALES Y METODOS.

6.1 Caracteristicas de la mutante para Sarl (alelo mutante sar1%?),

El alelo mutante de sar1®"*?

se generd gracias a la insercion de un elemento P en el exén
mas 5° de dicho gen. Es embrionario letal y debido a la insercion del elemento P solo se expresa
el 20% del ARNm respecto a una mosca silvestre (Yi et al., 2006). La insercién contiene una
construccion del gen rosy de 7.2 kb y el gen lacZ, bajo un promotor de la transposasa del
elemento P. La mutacion se encuentra balanceada con el cromosoma balanceador TM3. Los
cromosomas balanceadores son cromosomas que poseen multiples inversiones, mutaciones
letales recesivas y un marcador genético dominante que facilita su identificacion. Las multiples
inversiones evitan que este cromosoma pueda recombinarse con su homoélogo durante la meiosis
en las moscas hembras, dado que no existe recombinacion en la meiosis masculina. Todos los
alelos utilizados en esta tesis se encuentran balanceados. La manera en que se obtuvieron

embriones homocigotos para las distintas mutantes del complejo COP 1II se ejemplifica en la

Figura 9.
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Figura 9. Esquema de cruzas para generar embriones homocigotos letales de genes de la via COP II.

Los alelos mutantes del complejo COP II (5ec2313%8 500247076 5ec31%00%7 sec1310% y sar1®™?) son letales en



condicion homocigota. El cromosoma balanceador (verde) posee inversiones multiples que evitan el apareamiento
con su homologo (azul) durante la recombinacion meidtica. A) Homocigotos mutantes del gen de interés (letal
embrionario) que son recolectados para su estudio. B) Heterocigotos que representan la mitad de la poblacién que
sobrevive. C) Homocigotos del balanceador (poseen genes que en condicidn homdciga causan letalidad sin presentar

fenotipos embrionarios).

6.2 Preparacion de cuticulas.

6.2.1 Obtencion de embriones.

Para realizar puestas de huevos y obtener embriones, se modifica la base de vasos de
precipitado de plastico de 100 ml. haciendo pequefias perforaciones, para después colocar en
ellos moscas control (yw) y en otros moscas balanceadas mutantes para sarl. Cada vaso se tapa
con una caja de Petri que tenga el mismo didmetro de la boca del vaso para asi crear un ambiente
propicio para la puesta de huevos (la caja de Petri contiene agarosa con jugo de uva y un poco de
levadura en la superficie). Posteriormente el vaso se invierte y se coloca en un cuarto de cultivo
(25 °C y humedad relativa de 50%). Después de 24 hrs de incubacion la caja de Petri es
remplazada por una nueva (también con levadura en su superficie). Las cajas que ya tengan 24
hrs de incubacion se dejan en las condiciones ya mencionadas hasta esperar que el desarrollo
embrionario se complete y se seleccionan los embriones muertos que son homocigotos mutantes

de sarl, dado que el gen es embrionario letal (Yi et al., 2006 y Zhu et al., 2005).

6.2.2 Coleccion de embriones.

Posterior a las 48 hrs de puesta la caja de Petri se enjuaga con agua destilada y con un
pincel de pelo de camello se despegan los embriones, y se filtran en una malla de poro pequefio
adaptada para retener embriones. Siguiendo el protocolo de Sullivan et al., (2000) estos
embriones se enjuagan varias veces hasta que la levadura quede disuelta. Los embriones
recolectados se sumergen en una solucion 1:1 de hipoclorito de sodio con agua destilada, hasta

que se decorionan (con la ayuda de un microscopio estereoscopico se puede llevar a cabo una



observacion precisa de este fendémeno). Posteriormente estos embriones decorionados se
enjuagan en agua destilada, se quita el exceso de agua y se transfieren a un vial 1.5 ml con 750 ul

de heptano con la ayuda de un pincel remojado en dicha sustancia.

6.2.3 Fijado y montaje.

Ya que los embriones se encuentran en el heptano se adicionan 750 ul de metanol y
EGTA 0.5 M (1 pl por cada 10 ul de metanol), y se agitan intensamente por 120 segundos para
romper la membrana vitelina. Finalmente se remueve el liquido y se procede a hacer tres lavados
con metanol y luego dos con agua desionizada. Estos embriones se montan en un portaobjetos
con solucién de Hoyer para digerir los tejidos blandos y se cubren con un cubreobjetos. Se dejan
incubar a 60 °C por 12 hrs, y después de 24 hrs se observan al microscopio y se toman fotografias
(Sullivan et al., 2000). Alternativamente se pueden montar en una solucion de fenol, acido lactico
y alcohol polivinilico pero el periodo que se requiere para digerir tejidos blandos es mayor; de

dos a tres dias a 60°C.

6.3 Recombinacion de FRT82-sarl en un mismo cromosoma.

Como fue aclarado en la introduccion, el sistema de generacion de clonas celulares
. . . , . 12
proporciona una manera muy precisa de estudiar células homocigotas para sar1l”’'? en una zona
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determinada. Para lograr esto primero se necesita recombinar FRT82 y sar
cromosoma y en células germinales femeninas (en machos no existe recombinacion meiotica). El
esquema de cruzas de la Figura 9 ejemplifica como se logrd esto. La linea con la secuencia FRT
que se utilizo (insertada gracias a un transposon en el brazo derecho en la region citogenética 82),
también posee una insercion con los genes reporteros arm-lacZ (lacZ codifica para la enzima -
galactosidasa de Escherichia coli) y el gen white silvestre (W") de la mosca que confiere una

pigmentacion roja en el ojo. Estos marcadores permiten identificar a las células donde se den los

eventos de recombinacidon deseados.



En algunas células germinales de las hembras F1, se obtuvo por recombinacion el
cromosoma sar1®™*? arm-lacz, w* y FRT82 (circulo rojo en la Figura 10). La recombinacién de
estos elementos se promovio en 158 eventos independientes (separando 158 individuos con los
fenotipos esperados de la F2 en la Figura 10 y cruzandolos cada uno nuevamente con moscas de
la linea y’, w; D, gl/TMs, Sb, Ser). Fue de esta manera que se obtuvieron 158 posibles
recombinantes de las cuales solo 10 presentaron recombinacion de los elementos deseados (nueve

con fenotipo de ojos rojos, W' y una con fenotipo de ojos blancos, w).

En este trabajo, se utilizaron dos fuentes de Flipasa. Una, ey-flp, donde la Flipasa se
expresa bajo el control del promotor del gen eyeless (ey) en las células precursoras del ojo y
antena y otra, hs-flp, donde la Flipasa se expresa bajo el control de un promotor inducible por
choque térmico en todo el organismo (Figuras 10, 11, 12 y 13), de esta forma podemos controlar
tanto espacial como temporalmente la formacién de clonas. Por otra parte, para los diferentes
experimentos en donde se obtuvieron clonas en el ojo, el toérax y en la linea germinal se utilizaron
distintos cromosomas con marcadores que permiten identificar clonas celulares homocigotas con
genotipos especificos: 1) FRT82, CD2, y* 2) FRT82, rpS3, ubi-GFP y 3) FRT82, ovo®!, w*. Los
esquemas de las Figuras 10, 11,12 y 13 presentan los sistemas de cruzas que se requirieron para
obtener lineas de moscas con los genotipos deseados. Los genes de interés para esta tesis estan en

el cromosoma sexual (c¢1) y en el cromosoma tres (c3).

»
»

Figura 10. Esquema de cruzas para generar el cromosoma recombinante FRT82, sar1®* para la
obtencion de clonas celulares sar1®*?/sar1®?, Las células germinales de algunas hembras F1 sufrieron
recombinacién meidtica que propicié la combinacion de sarl®™? FRT82 en el cromosoma 3 (fenotipo con ojos
blancos, W). También se generaron nueve lineas con el cromosoma FRT82, sar1®™*? arm-lacZ, w* (ojos rojos,

circulo rojo en el esquema) (s6lo se esquematizan los genotipos de interés).
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6.4 Generacion de clones homocigotos mutantes de Sarl.

El sistema FLP-FRT ofrece un fendmeno de recombinacion mitdtica adecuado para
analizar los fenotipos de células mutantes de la proteina sarl. Se sigui6 la técnica descrita por
Newsome et al., (2002) para generar clones mutantes sar1®"%/sar1®? en la region ocular y el
torax de moscas adultas de D. melanogaster. En estos experimentos la Flipasa se activa bajo el
promotor del gen eyeless (ey), este gen solo se expresa en las células precursoras del ojo. En los
esquemas de las Figuras 11 y 12 se presentan dos estrategias para obtener animales donde se
pueden inducir clonas en el ojo. En la primera se generaran clonas CD2, y*/CD2, y* que se
distinguiran por la falta de pigmento en el ojo (W) y clonas sar1®™? w*/sar1®™? w* que
resaltaran en el ojo por la expresion de pigmento rojo (Figura 20). Ademas si se usa otra fuente
de expresion de la Flipasa (hs-flp) como se ejemplifica en el esquema de cruzas de la Figura 11 se
pueden distinguir zonas clonicas de sar1%7%%/sar1%*? por ausencia de pigmento en la cuticula de
clonas CD2, y*/CD2, y* que expresan yellow (y) (gen que contribuye a la pigmentacion en la

cuticula). CD2 es el epitopo de un antigeno de superficie de los linfocitos T humanos que se usa



como marcador. De la segunda estrategia se obtienen clonas rpS3, w', ubi-GFP/rpS3, w", ubi-
GFP. En donde la mutacion en rpS3 (proteina ribosomal S3) es letal. Y también se obtienen un
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grupo de clonas sar que se distinguen por la falta de pigmento rojo (Figura 12).

(cl) (c3) (cl) (c3)
? d
y, W, ey-flp; FRT82, sar1®™*? arm-lacZ, w* X y, w", hs-flp; FRT82, CD2,y"
Yy, W TMs3, Sh, Ser

F1
? ?
y, W, ey-flp; FRT82, sar1®*? arm-lacZ, w* y, W ; FRT82,sar1®*? arm-lacz, w*
y, w", hs-flp FRT82, CD2,y" y, w', hs-flp FRT82, CD2,y"
3
y, W, ey-flp; FRT82, sar1®2 arm-lacz, w*

FRT82, CD2, y*

Figura 11. Esquema de cruzas para obtener individuos con clonas homocigotas sar1%"%/sar1%? y

clonas homocigotas CD2/CD?2 en el ojo. Se pueden obtener tres fenotipos de interés para generar clonas en distintas
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partes del cuerpo (v, W/, w", hs-flp; FRT82, sar , arm-lacZ, w'/FRT82, CD2, y") o exclusivamente en el 0jo.

Existe el inconveniente de que no se pueden marcar las zonas clonicas en ojos de moscas hembra ya que, como se

1%72 arm-lacz,

visualiza en el esquema, las células pigmentarias son W* (y’, w', ey-flp/y’, w*, hs-flp; FRT82, sar
w'/FRT82, CD2, y"). Los machos heredan exclusivamente el gen ey-flp por lo que sélo producen clonas en el ojo (Y,

w), ey-flp; FRT82, sarl®*? arm-lacZ, w*/FRT82, CD2, y*).



(cl) (c3) (cl) (c3)

? d
Yy, W, ey-flp; FRT82, sar1%*? X vy, w,ey-flp; FRT82, rpS3,ubi-GFP, w*
0
Y, W TMs, Sh, Ser TMs, Sh, Ser
F1
9 05712 05712
y, W, ey-flp; FRT82, sarl y, W, ey-flp; FRT82, sarl
Y, W FRT82, rpS3, ubi-GFP, w" y,w,ey-flp  FRT82, rpS3, ubi-GFP, w*
3
Yy, W, ey-flp; FRT82, sar1®"?

FRT82, rpS3, ubi-GFP, w"

Figura 12. Esquema de cruzas para obtener individuos donde se pueden inducir clonas
sar1®™?/sar1%™? y rpS3/rpS3. La condicion homocigota mutante de rpS3 es letal. Debido a esto los omatidios que
se formen en el ojo estaran estructurados por células sar1®"*¥/sar1®"? y tejido heterocigoto no recombinado (y’, W,
ey-flp; FRT82, sar1®"?/FRT82, rpS3, ubi-GFP), marcado con w* (solamente se esquematizan los genotipos de

interés).

La F1 de la cruza que es representada en la Figura 12 se mantuvo a temperatura ambiente
durante el periodo de desarrollo embrionario y pupal. Se contaron e inspeccionaron las pupas que
se formaban sobre las paredes de los tubos de cruza. El tiempo promedio para que la F1 de esta
cruza alcance la ultima etapa de la metamorfosis es aproximadamente 11 dias a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido este periodo se identificaron moscas con problemas en el
desarrollo cefélico a las que se les denomind “jibaros” y “pelonas”. Estas moscas presentan
defectos en toda la porcion ceféalica porque ey-flp se expresa en todas las células precursoras del
0jo y antena (estructuras que constituyen una gran parte de la cabeza en este diptero). Se

analizaron 10 moscas “jibaro” durante 48 hrs para darle seguimiento al desarrollo ceféalico.



6.5 Electrorretinogramas.

Basandonos en la técnica de Ayer y Carlson (1991) se colocod un electrodo de registro
sobre la superficie del ojo de las moscas “pelonas” (cuya cabeza y ojos presentan clonas
sar1®"?/sar1%"?) o en las silvestres y otro se inserté como referencia en el torax. Posterior a la
estimulacion luminosa de la retina se procedid a registrar la respuesta eléctrica evocada
midiéndose la amplitud de cada uno de los siguientes parametros: transitorio On, potencial de
receptor y transitorio Off. Se tomaron 10 registros en ojos silvestres y 10 en ojos mutantes de
sar1®"?/sar1%"? (“pelonas”) de hembras. El analisis estadistico se llevo a cabo mediante una
prueba T de Student, con valor de a=0.1. El andlisis estadistico se llevd a cabo utilizando el

software Prism 5®, version 5, desarrollado por GraphPad Software, Inc.

6.6 Caracterizacion fenotipica del tejido ocular homocigoto sar1®"*?/sar1%?,

Se caracteriz6 la forma del tejido generado en ojos de moscas control (yw) y ojos con
clonas sar1%"?/sar1%"? (“pelonas™). Para esto se analiz6 la estructura de los omatidios mediante
cortes histologicos finos (0.5, 1 y 1.5 um). Los cortes obtenidos se tifieron con azul de metileno y

se montaron en portaobjetos.

La técnica de fijacion del tejido ocular fue la siguiente: se disecaron cabezas de mosca y
se transfirieron a solucion Ringer. Posteriormente se sustituyo el Ringer por una mezcla fijadora
de glutaraldehido 2% y tetradxido de osmio (OsOy4) al 1%, diluidos en solucion amortiguadora de
cacodilatos al 0.1M, pH 7. El periodo de fijacion fue de 30 min. Después se sustituy6 la solucion
fijadora por OsOy4 al 2% y se dejo fijando por un periodo de 2 hrs. Todo el proceso de fijacion se
llevo a cabo en hielo. Posteriormente se sometio el tejido a una deshidratacién con acetona en un
equipo automatizado. La deshidratacion se realiz6 de forma gradual sumergiendo la muestra en
primera instancia a una solucion al 30% durante cinco min, luego se cambid a distintas
concentraciones (50, 70, 90, 96, 100% y acetona absoluta) hasta llevarla a una de acetona
absoluta, dejando el mismo margen de tiempo entre cada cambio de concentracién con excepcion

de los dos tultimos pasos en donde el tiempo fue de 10 min. Una vez que finalizd la



deshidratacion la muestra se transfirié a una resina de medio de inclusion (Spurr) que se compone
de dioxido de vinilciclohexano (7.5g), nonenil succinico anhidro (19.5g), propilengliol diglicil
éter (3.75g) y dimetilaminoetanol (0.3g). La resina se diluy6 1:1 con acetona. La muestra se dejo
sumergida en la resina aproximadamente 14 hrs. Al finalizar este periodo se traslado el tejido a
una solucion de Spurr al 100% por 4 hrs. Por ultimo la muestra se transfiri6 a moldes de
inclusion en donde se orientaron y luego se cataliz6 la solidificacion en un horno a 65°C por un

periodo de 18 a 70 hrs.

6.7 Generacion de clones homocigotos sar1®"**/sar1%* en la linea germinal.

Con la técnica FLP-DFS (de FLiPase target site-specific recombinase Dominant Female
Sterile) se logré generar clonas de linea germinal en hembras heterocigotas para la mutacion del
gen ovo®'. Esta mutacién es dominante y provoca esterilidad en las hembras, por lo tanto sélo las
células germinales que eliminen esta mutacion por eventos de recombinacidon y sean homocigotas
para el cromosoma homologo (sin la mutacion ovo”') podran convertirse en huevos. Con la
ayuda de la recombinasa sitio-especifica/flipasa, podemos incrementar notablemente Ia
frecuencia de recombinacion de sitios FRT. Esta enzima se expresa bajo el control del promotor

de hsp70.

Para analizar el desarrollo de embriones sin la contribucion materna de Sarl (sarl°5712 es
un alelo amorfo) se generaron clonas de linea germinal homocigotas sar1®"?/sar1%"? en
hembras heterocigotas. De esta manera los huevos producidos por estas hembras tienen un aporte
deficiente de este gen (Yi et al., 2006). Esto se logré conforme a la estrategia planteada en la
Figura 13. Para esto se utilizo un cromosoma que contiene el alelo ovo™ en el mismo brazo del
cromosoma 3 que contiene al locus de sarl. De este modo las unicas células de linea germinal
que no tienen una copia de ovo™! son las que conducen a la formacion de huevos y son

homocigotas mutantes para sarl (sar1®"?/sar1%"?),
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Yy, W, ey-flp; FRT82, sar1%" Xy, w, hs-flp; FRT82, ovo™, w*
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Figura 13. Esquema de cruzas para obtener individuos de donde se pueden generar células
germinales sar1®"*¥sar1®"2, La Flipasa bajo el patron de expresion de hsp70 (inducida por choque térmico)
recombino los cromosomas homdlogos en las células de linea germinal de hembras (este proceso también se puede
inducir en cualquier otra linea celular). Los machos de la F1 sélo sufren recombinacion en el ojo ya que unicamente
pueden heredar una Flipasa proveniente de la madre que se activa bajo el patron de expresion del gen eyeless (el gen

ey-flipasa se encuentra en el cromosoma X).

6.8 Interacciones genéticas.
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Se caracterizaron las interacciones genéticas de sar con otros genes mutados que

codifican para otras proteinas del complejo COP II. Para esto se revisaron cudles son los

105712

fenotipos mas acusados en individuos homocigotos para sar con una y/o dos copias

mutantes de otro elemento de via (por ejemplo: sar1®"/sar1%? sec13'%%%7/sec131%3%),



VII. RESULTADOS.

7.1 Caracterizacion de fenotipos en individuos mutantes para sarl.

7.1.1 Fenotipo cigético de sar1®"?,

El primer paso para interpretar la importancia del complejo COP II en el transporte
intracelular fue el analisis de mutantes embrionarios del gen sarl. La mutacion en este gen,
causada por la insercion de un elemento P, provoca letalidad embrionaria y s6lo se encuentra
cerca del 20% del RNAm en embriones homocigotos mutantes sarl®"*?/sar1®™? (Yi et al.,
2006). Estos mutantes presentan en su mayoria fenotipos relacionados con alteraciones en las
etapas finales de la embriogénesis (cerrado dorsal e involucién de la cabeza). También hay un
porcentaje considerable de alteraciones durante la especificacion de segmentos y en las primeras
etapas del desarrollo (fenotipos tipo “gap”). La variedad de fenotipos observados en los
individuos sar1%®"*?/sar1%"*? podria estar reflejando su importancia en distintos momentos
durante la embriogénesis (Figura 14). Aunque no existe expresion cigdtica de este gen, la
contribucion materna puede contribuir a la diversidad de fenotipos observados. Es importante
indicar que la condiciéon no isogénica (fondo genético heterogéneo) de los embriones sarl
mutantes también se ve reflejada en la diversidad de los fenotipos encontrados. Las Figuras 13,
14 y 15 presentan Unicamente fenotipos embrionarios homocigotos de las distintas mutantes del
complejo COP II (esta condicion homociga también es letal para el resto de los genes del
complejo COP 1II), los fenotipos restantes (heterdcigos o balanceador/balanceador) no se
muestran en las figuras y representan aproximadamente el 75% del total de embriones

depositados en las cajas de puesta de cada una de las cinco proteinas.

En el laboratorio se caracterizé un alelo mutante de sec13 (se013°1°31) que codifica para
otra proteina que forma parte del complejo COP II (Riesgo-Escovar, datos no publicados). La
mutacidon ocasionada por la inserciéon de un elemento P provoca que este alelo sea nulo. La
mutante sec13”%/sec13”%! también presenta fenotipos similares a los de sar1%"1?/sar1%"2
(Figura 15). Existen evidencias en otros modelos a cerca de la importancia de secl3 para el

transporte de proteinas. Un ejemplo de ello son los estudios de Fromme et al., (2007) y Schwarz



et al., (2009) que muestran alteraciones en la formacion de la cabeza del pez cebra durante la
embriogénesis debido a la falta de expresion de secl3. La demostracion de que tanto sarl como
secl3 presentan fenotipos embrionarios semejantes sugiere que ambos genes tienen igual

importancia para el transporte intracelular de proteinas en D. melanogaster.

Figura 14. Fenotipos embrionarios mutantes sar1®*%/sar1®*% Los embriones mutantes
sar1®?/sar1%™? presentan principalmente fenotipos en etapas finales de la embriogénesis. Los fenotipos mutantes
(Gap, involucién de la cabeza y cerrado dorsal) sugieren que la funcién de este gen interviene de manera reiterada en
la embriogénesis de la mosca y que podria requerirse de manera crucial en etapas especificas. Las imagenes

muestran embriones con la parte ventral orientada hacia arriba y la zona anterior a la izquierda.

Una manera de saber si los genes del complejo COP II tienen efectos sumatorios es
generar individuos con mutaciones en dos o mas genes de este complejo. La forma mas sencilla

de hacerlo es recombinando dos alelos mutantes de dos genes diferentes del complejo COP II en



un mismo cromosoma para posteriormente analizar sus fenotipos embrionarios. De la misma

, ., 05712
manera en que se genero la recombinacion entre el alelo sarl
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y la secuencia FRT82 se logrd

recombinar sar y secl en el cromosoma tres. Los fenotipos encontrados en los
individuos dobles homocigotos sar1®™?) sec13%% /sar1%™2, sec13%%% son semejantes a los
fenotipos presentados en embriones homocigotos sar1®"4/sar1%°"*? ¢ sec13"%Y/sec13"%! por lo
que no parece haber un efecto acumulativo. La mayoria de los defectos ocurren en las mismas

etapas que en los individuos homocigotos sar1®"?/sar1%?,

Esto en principio implica que secl3 y sarl al intervenir en el mismo proceso tienen
funciones igual de criticas, también denota que actuan en el mismo complejo y que la falta de
cualquiera de ellos es igual de deletérea, ya que no se generan fenotipos mas acusados o mas
tempranos. Los resultados generados a partir de individuos dobles homocigotos mutantes
demuestran una ventaja del andlisis genético que dificilmente puede lograrse en otros modelos

genéticos como el pez cebra.
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Figura 15. Fenotipos embrionarios de mutantes sec13”%'/sec13”%', Los embriones  mutantes
sec13%%/sec13%%! presentan fenotipos letales sobre todo en etapas intermedias de la embriogénesis (cerrado dorsal.,
involucion de la cabeza y problemas de segmentacion). En general estos fenotipos son afines a los presentados por los

individuos mutantes en sarl.

Se analizaron los fenotipos embrionarios de sec23/13%/sec231138 y se encontrd con que son
semejantes a los de sarl®™"?/sar1®"*? (datos no mostrados). El hecho de que los fenotipos
embrionarios de estos tres mutantes (sec13”% sar1%™? y SeCZ3j13°8) sean semejantes nos
permite concluir que se trata de un complejo en el que estos componentes son necesarios en igual

medida.
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En vista de lo anterior y dado que se cuenta con alelos mutantes sec2 y sec3
se elabor6 un resumen de los fenotipos mas frecuentes encontrados en las mutantes de todos los
elementos del complejo COP II (Figura 16). Los fenotipos que aparecen en la figura 16 denotan
que en general las mutaciones en proteinas del complejo COP II causan el mismo efecto y todas
son indispensables para el desarrollo embrionario, este proceso que implica la formacion de un
organismo completo en aproximadamente 24 horas requiere sin duda de una alta eficacia del
transporte intracelular. Debido a que la contribucidon materna juega un papel muy importante

durante la embriogénesis de Drosophila es necesario analizar embriones que no tengan

contribucion de Sarl.

[
»

Figura 16. Fenotipos embrionarios mas frecuentes encontrados en individuos con deficiencias
en las funciones de sar1®*%/sar1®"2, sec13"%%/sec13"%%, sec23"%/5ec233%, sec247%%57%/ sec2470%°" y sec31°00167
/sec31°°*®", La mayoria de los problemas observados debido a mutaciones en estos genes se presentan en los tltimos
estadios de la embriogénesis, en estas etapas las proteinas del complejo COP II parecen ser decisivas para cumplir

con los requerimientos de desarrollo del embrion.



7.1.2 Sar1 es necesario durante la ovogénesis.

Para determinar la importancia de Sarl durante la ovogénesis y durante las primeras etapas
de la embriogénesis decidimos analizar embriones sin contribucion materna del gen sarl. Para
ello indujimos clones mutantes sar1®"?/sar1%"? en células germinales de hembras heterocigotas
(sar1®?/ovoP"), de manera que los huevos que generaran estas hembras tuvieran una
contribucion materna deficiente de sarl. La mayoria de las hembras adultas que durante el tercer
estadio larvario sufrieron el choque térmico para inducir la recombinacién mitotica (ver
Materiales y Métodos) presentaron necrosis en la region donde se ubica el aparato reproductor
femenino (Figura 17). Lo que sugiere que sarl es necesario para algin proceso importante de la

ovogénesis.



Figura 17. Hembras adultas de la induccién de clones homocigotos sar1®*?/sar1®*? en la linea
germinal. Las hembras a las que se les indujo la recombinacién mitética por choque térmico no ponen huevos y
presentan zonas necroéticas en el abdomen (indicadas por la flecha) en la region donde se encuentran los ovarios. Este

resultado sugiere que la expresion de Sarl en las células germinales es vital para la ovogénesis

7.2 Generacion de clones somaticos homocigotos sar1%"?/sar1%°71? por medio de ey-flp

Los experimentos de clonas sec13%%

en el ojo (Riesgo-Escovar datos no publicados)
muestran que, a pesar de la relevancia de secl3 en distintos eventos de la embriogénesis, el
complejo COP II parece no ser fundamental durante todos los eventos del desarrollo de D.
melanogaster. Por ello se decidid generar clonas sar1®™%/sar1%"? e el ojo con la finalidad de
definir si este gen es importante para el desarrollo de esta estructura sensorial. Otro fendmeno en
donde Sarl parece tomar un papel muy significativo es durante el transporte intracelular de
Rodopsina en las células fotorreceptoras que forman parte del mismo organo sensorial. Esta fue
una razon mas para estudiar lo que estaba pasando con clonas sar1®"?/sar1®? Mediante la
técnica de recombinacion mitotica en el laboratorio generamos 10 lineas independientes que

1% (ver Figura 10), gracias a esto se

tienen un cromosoma con la secuencia FRT cercana a sar
pueden generar eventos de recombinacion mitotica que produzcan células homocigotas mutantes

sar1®"?/ sar1%™? por medio del sistema FLP/FRT.



7.2.1 Clones homocigotos sar1”°"*?/sar1®™*? y arm-lacZ/arm-lacZ usando ey-flp.

La Flipasa (Flp) que utilizamos para este experimento se expresa bajo el promotor del gen
eyeless (ey), debido a que este gen se expresa primordialmente en el disco imagal del ojo y antena
la recombinacioén mitética se llevard a cabo en células que formaran parte de la estructura del ojo
y de la cabeza durante la metamorfosis de la mosca (omatidios y quetas mecanorreceptoras),
generando principalmente dos grupos diferentes de células; sar1®"?/sar1%74? y arm-laczZ, w*/

arm-lacZ, w".

Aquellas zonas en el ojo que expresen el gen white silvestre (W) se podran distinguir
debido a que presentaran una pigmentacion roja (arm-lacZ, w*/arm-lacZ, w*) a diferencia de las
zonas donde se desarrollen células homocigotas sar1®%/sar1%"?, Si utilizamos la linea Yy, Wiy,
W', ey-flp; FRT82, sar1®™*%TMs, Sh, Ser de ojos blancos (Figura 10) para generar clonas en el
ojo obtendremos el fenotipo antes mencionado (Figura 18). Las zonas formadas por células
sar1®™?/sar1%"? ge siguen desarrollando y forman omatidios (Figuras 18A, B, C) a pesar de que

estas estructuras presentan un arreglo distinto al de un ojo silvestre (Figura 18D).

Si se generan clonas con cualquiera de las nueve lineas restantes Yy, w/y’, w’, ey-flp;
FRT82, sar1®™*? arm-lacz, w'/TMs, Sh, Ser (Figura 10) no es posible distinguir entre los dos
tipos de células (arm-lacZ, w'/ arm-lacZ, w* ¢ sar1®™*? arm-lacz, w*/ sar1®™*? arm-lacz, w")
ya que ambos grupos expresan el gen W' (Figura 19). Sin embargo el desarreglo de los omatidios
es semejante a los generados por la linea y', wW/y, w, ey-flp; FRT82, sar1®"4/TMs3, Sh, Ser de

o0jos blancos.
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Figura 18. Clonas homocigotas sar1®*?/ sar1®*? en el ojo. Se obtuvieron mosaicos genéticos en el
disco imagal de ojo induciendo la expresion del promotor del gen eyeless (ey) que controla la expresion de la
Flipasa. Esta lleva a cabo la recombinacion en las zonas donde esté presente la secuencia FRT. A, B y C son el
mismo ojo y todas las imagenes muestran el ojo izquierdo de moscas adultas con la parte anterior orientada a la
izquierda. A) Las regiones homocigotas sar1®"?/ sar1®™? estan marcadas por la ausencia de pigmento (W).
Fotografia tomada en microscopio 6ptico compuesto. B) En este panel se observan claramente los omatidios en
regiones mutantes sarl®*?/ sarl®*? (zonas verde-amarillas). Fotografia tomada en microscopio oOptico
compuesto. Las figuras 18B, 18D y 19B se iluminaron con luz de A = 425nm aprox. con la finalidad de distinguir
la forma de los omatidios. C) El desorden de los omatidios es una caracteristica constante que se observa en la
region central del ojo. Fotografia tomada con microscopio electronico de barrido. D) Ojo de una mosca silvestre

que presenta un arreglo normal de omatidios. Fotografia en microscopio dptico compuesto.
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Figura 19. Los ojos adultos con clonas homocigotas sar1®"'?/ sar1®*? presentan un desarreglo de
omatidios. Este fenotipo se presenta en las 9 lineas que se generaron. Las células que componen estos ojos con
distintos genotipos; células homocigotas sar1®"*2 w*/sar1®"? w*; células homocigotas arm-lacZ, w*/arm-lacz, w*
(silvestres para sarl) y probablemente células heterocigotas sarl, w*/arm-lacZ, w* no pueden ser distinguidas. Sélo
una linea puede generar fenotipos distinguibles (Figura 18). Todas las imagenes muestran el ojo derecho de moscas
adultas con la parte anterior orientada a la derecha. A) En esta fotografia en microscopio optico compuesto de un ojo

+

donde hay clonas homocigotas sar1®™*? w*/sar1®™? w*; se muestran claramente diversas zonas irregulares. Sin

embargo los grupos de clonas Sarlomz, w+/sar1°5712, w*; no se pueden diferenciar de las arm-lacZ, w*/arm-lacz, w*
debido a que ambas son w". B) EI fenotipo en omatidios irregulares es evidente si se compara con el control en la
Figura 18D (Fotografia tomada con microscopio optico compuesto). C) Este fenotipo de desarreglo es mas claro en

esta fotografia tomada con microscopio electronico de barrido.

7.2.2 Generacion de clones homocigotos sar1®*’*?/sar1®’*? y CD2/CD2 usando hs-flp y ey-flp.

La finalidad de este experimento fue inducir clonas sar1%"1?/sar1%"?

en otras regiones
del cuerpo de la mosca usando otros marcadores (y*, CD2). El propésito de utilizar la linea y’, w",
hs-flp; FRT82, CD2, y* fue para poder identificar en la cuticula la presencia de regiones
homocigotas sar1%°7%?/sar1%*2 ya que estas zonas estan marcadas por la ausencia de pigmento
(y) y pueden ser diferenciadas de las zonas aledafias (CD2, y'/CD2, y") con un anticuerpo para
CD2 y porque expresan pigmento (y'). Pero si utilizamos cualquiera de las lineas y', w/y’, w’, ey-
flp; FRT82, sar1®"*? arm-lacZ, w'/TMs, Sb, Ser se pueden generar clonas en el ojo de la mosca
como el de la Figura 20. Esto se logra por medio de la expresion de ey-flp o bien por hs-flp si

coincide la induccidon de choque térmico con el momento de la division mitodtica de células que

forman al ojo. Bajo estas condiciones las Uinicas moscas que tienen un fenotipo como el de la



Figura 19 son los machos y, w, ey-flp; FRT82, sar1®*? arm-lacZ, w*/ FRT82, CD2, y*

representados como parte de la F1 de la Figura 11. Los dos tipos de clonas que se forman en estos

105712 105712

machos son sar , w'/sar , W' (zonas rojas) y CD2, y/CD2, y" (zonas blancas). El

fenotipo también es el de un desarreglo en los omatidios.

Figura 20. Ojo de machos con clonas homocigotas sar1%"?/sar1%? y clonas homocigotas CD2/CD2.

Los machos con el genotipo: y', W', ey-flp; FRT82, sar1%7*?

, arm-lacZ, w*/FRT82, CD2 presentan un desarreglo
parecido a los generados con el cromosoma FRT82, arm-lacZ, w*. A y B son fotografias tomadas al ojo izquierdo de
la misma mosca. A) Fotografia de escaneo con microscopio electrénico de barrido que muestran irregularidades en el
arreglo de omatidios. La disposicion de los omatidios varia de manera muy sutil en algunas regiones del ojo (circulo
verde) B) Fotografia tomada con microscopio 6ptico compuesto donde los grupos de omatidias rojizas (W") (flechas
negras) corresponden a las zonas clonicas para sar1®"*?/sar1%®"*?, Las demas zonas son los sitios de clonas de CD2

que no expresan pigmento (W', flecha verde).

Con la intencion de obtener en el torax de moscas adultas, mosaicos de células con

105712 1%72 arm-lacZ, w"), se analizaron hembras

deficiencia de sarl (sar , arm-lacZ, w*/sar
adultas con clonas de células con el genotipo mencionado, al igual que clonas de células CD2,
y*/CD2, y* (seguir esquema de cruzas de la Figura 11). La intencion de esto fue distinguir cada
uno de los genotipos pues las zonas con clones de CD2 expresan el gen yellow (y") que le
confiere una pigmentacion café a la cuticula mientras que las clonas de células sar1®"?/ sar1%"?
serian Y~ lo que provocaria el fenotipo de la cuticula mas claro (tonos en amarillo). Los mosaicos

genéticos en estas moscas no se pudieron distinguir probablemente porque las zonas clénicas



sar1®™?/ sar1%m? (y) fueron demasiado pequefias. Como las hembras de este experimento
también heredaron la secuencia ey-flp (seguir esquema de cruzas de la Figura 11) que nos permite
obtener clonas mutantes en los ojos de manera similar a los experimentos anteriores, se
analizaron los ojos de estos animales. Se encontraron fenotipos semejantes a los clones antes
generados pero tampoco se pueden distinguir las zonas homocigotas sar1®"*?/ sar1®*? (Figura

21). Mas adelante, en la pagina 54, se presentan clonas en la zona toracica.

Figura 21. Ojo de hembras con clonas homocigotas sar1®™?/ sar1%m? y clonas homocigotas para
CD2/CD2. A y B corresponden al ojo izquierdo de la misma mosca. Al igual que en los experimentos anteriores
(Fig. 18, 19 y 20) los ojos con clonas sar1®% sar1®™? de este experimento presentan un fenotipo de
desorganizacion en los omatidios. A) Debido a que las clonas se generaron en un fondo W* no se pueden distinguir
las zonas homocigotas sar1®"*?/ sar1®"*, sin embargo es notorio el dafio en la estructura del ojo en estas hembras
(fotografia tomada con microscopio Optico compuesto). B) Se puede apreciar la duplicacion de quetas y la
deformacion de omatidios en la zona enmarcada. También se observa desarreglo de omatidios en la mayor parte del

0jo (escaneo con microscopio electronico de barrido).

7.3 Generacion de clones homocigotos sar1%?/sar1%"? y rpS3/rpS3.

Si un grupo de células en proceso de diferenciacion carece de elementos necesarios para

un Optimo desarrollo (como lo son las proteinas COP II) y crece rodeado de un conjunto de



células con caracteristicas normales (o al menos sin prescindir de estos elementos), puede
involucrarse en un fendémeno de competencia en donde las primeras células no pueden cumplir
con las exigencias que subyacen a la especializacion celular. Todas las células durante el
desarrollo emprenden su diferenciacion antes de mostrar algun cambio visible y es durante este
proceso que van adquiriendo un destino particular. Aquellas células que no alcanzan un
desarrollo 6ptimo pero que ya estan determinadas para cumplir una funcidén concreta retienen
valores posicionales que reflejan su localizacién espacial (Alberts, 2002). Las células con
problemas para su desarrollo y diferenciacion terminan por morir ya que se encuentran en un
ambiente de competencia con células vecinas que se desarrollan adecuadamente. Estudios
llevados a cabo por los cientificos Johnston (2009), de la Cova et al., (2004) y Tyler et al., (2007)
sugieren que existe una induccidn por parte de estas células vecinas para que entren en apoptosis
aquellas células que se encuentren con deficiencias en su desarrollo. Estas células muertas
pueden seguir enviando sefiales de localizacion pero al final las células aledafias logran proliferar
en estas zonas (Johnston, 2009). Todo este reacomodo puede provocar alteraciones en la

estructura final del tejido donde se encuentran dichas células.

En particular el fenémeno de diferenciacion y especializacion que ocurre en las células
que formaran el ojo de la mosca adulta puede alterarse al provocar la formacién de clonas de
sar1®"%/sar1%™? que compiten con clonas sin mutaciones en COP II (como en el caso de los
mosaicos expuestos anteriormente). Para evitar el enmascaramiento ocasionado por la
competencia generamos en el ojo un grupo de clonas homocigotas para rpS3/rpS3 y otro grupo
de clonas mutantes para Sarl. La mutante rpS3 es letal ya que no expresa una proteina ribosomal.
De esta manera aquellas células que se formen en el ojo s6lo podran ser homocigotas
sar1®"%/sar1%™? mientras que el resto del cuerpo se mantiene heterocigoto para estas dos
mutaciones (sarlosm/ rpS3) (ver esquema de cruzas de la pagina 31). Este proceso de generacion
de mosaicos esta orquestado por el promotor del gen ey y por lo tanto solo se obtienen clonas en
la zona ocular. De esta manera se generd un fenomeno de recombinacion en donde se pudiera
observar el desarrollo del ojo a partir de células en su mayoria homocigotas sar1®"*%/sar1%"2
Encontramos tres fenotipos: a) malformaciones de quetas del ojo y omatidios (Figura 22), b)
Falta de crecimiento de quetas en toda la regién de la cabeza (Figura 23); fenotipo al que

calificamos como “pelona” y c) displasias cefalicas, fenotipo al que nombramos “jibaro”. El



nombre de estas ultimas hace referencia a una costumbre de los Shuar (o jibaros), un pueblo
amazonico que practicaba el tzantza, técnica que consistia en la reduccion y momificacion de las
cabezas de sus adversarios. Las moscas “jibaros” no desarrollan del todo la parte cefalica dando

la apariencia de una cabeza de jibaro (Figura 24).

Figura 22. Individuos con clonas homocigotas sar1®"*%/sar1%"*? en la region cefalica. En general
el fenotipo se caracteriza por presentar displasias so6lo en la cabeza, un crecimiento anormal de quetas
mecanorreceptoras, falta de formacion de las aristas en las antenas y omatidios alterados (flechas). A) y B)
Vistas dorsal y ventral respectivamente de una mosca en el pupario (P) con clonas homocigotas
sar1®*?/sar1%™? en la region cefalica (flechas). Algunas moscas con este fenotipo tardan mas en salir de sus
puparios C) Malformaciones cefalicas. Las moscas con estas alteraciones logran sobrevivir el mismo tiempo

que las moscas silvestres (vista lateral de una mosca, la parte anterior esta orientada a la derecha).

Los resultados mostrados en las figuras 22 y 23 de las clonas sar1®"*%sar1%"2 indican

que a pesar de la mutacion en este gen las células se desarrollan y forman parte de la estructura



del ojo. El fenotipo de las moscas “pelonas” evidencia la importancia del sistema de transporte
intracelular. Si bien en ausencia del complejo COP II el desarrollo del ojo continua, las quetas
cefalicas no alcanzan a crecer. Esto permite comparar los ritmos de crecimiento de dos
estructuras sensoriales distintas. Por una parte la formacion del ojo inicia en el disco imagal del
0jo y antena (un conjunto de células que daran origen a la estructura ocular y antenal), tardando
en desarrollarse bajo condiciones normales cuatro dias mientras que la quetas cefalicas (que en su
mayoria también provienen de este disco imagal) crecen al final de la metamorfosis a un ritmo
mas acelerado tardando so6lo 16 hrs (Tilney et al., 2004). Al igual que la embriogénesis (que dura
24 hrs) el crecimiento de las quetas tiene un periodo de formacién mas corto que el desarrollo de
los ojos, esto implica que el transporte de proteinas y lipidos debe de ser mucho mas rapido en
aquellas células que dardn origen al embridon y a las quetas. Estos fendmenos de crecimiento
»acelerado’ ponen de manifiesto la importancia del complejo COP II, pero no implican que sea

fundamental, pareciera ser que este complejo agiliza el transporte intracelular.

Figura 23. Individuos con clonas homocigotas sar1®"%/sar1®*? en la regién cefalica. Fenotipo
g g g p

“pelona”. La caracteristica de este fenotipo es la carencia de quetas en toda la cabeza (las flechas indican las zonas



donde deberia haber quetas). Aqui se observa un mosaico en donde existen dos clases de células principalmente:
sar1®™?/sar1%®™? (w) y rpS3/rpS3 que por su condicion letal no se desarrollan. Las imagenes a mayor aumento

muestran el ojo (1), la antena (2) y la zona postfrontal y ocelar (3) de cabezas desprovistas de quetas.

El fenotipo “jibaro” (Figura 24) presenta malformaciones en estructuras de la zona frontal
de la cabeza durante la metamorfosis (retina, quetas, antena, etc.). Como ya se analizo, en las
moscas donde se generan clonas se puede presentar el caso de que la cabeza se desarrolle y la
mosca sobreviva (Figura 23) pero también existe un porcentaje de moscas que mueren por
presentar el fenotipo jibaro (12.25%). Estos defectos se localizan fundamentalmente en los ojos y
la parte dorsal de la cabeza, estructuras derivadas del disco imagal ojo-antena. Estas moscas
logran desarrollar omatidios deformados e inclusive logran sobrevivir unas horas dentro del
pupario (Figura 24C). Aproximadamente 24 hrs después de morir, la parte anterior (0jos, antenas
y proboscide) se degenera quedando visible solo la zona dorsal ennegrecida (Figura 24A). Esta
condicion es visible aunque se encuentren dentro del pupario (Figura 24B). Es importante sefialar

que los “jibaros” si desarrollan estructuras cefélicas pero éstas se degeneran rapidamente.

La aparicion de dos fenotipos tan distintos en una misma clase genotipica
(sar1°5712/sar1°5712) como lo son las “jibaros” y las “pelonas” probablemente esta relacionado con
la expresion de la Flipasa que se encarga de generar clonas en el ojo. Una mayor expresion de la
Flipasa podria asegurar la ausencia de células heterocigotas de (sar1®"*?/rpS3) que crecen mas
rapido y que por lo tanto inducen la apoptosis en células homocigotas sar1%"?/sar1%7? ya que
son células mas débiles. Esto da como resultado malformaciones mas fuertes como las
observadas en las Figuras 22 y 24. Si la mayoria de las células son homocigotas
sar1®™?/sar1%"? el fenomeno de competencia descrito por Johnston (2009) no se manifiesta de
manera tan marcada como en el caso de las “jibaros” y la estructura puede desarrollarse dando un

fenotipo como el de las “pelonas” (Figura 23).



Figura 24. Individuos con clonas homocigotas para sar1®"%sar1®"? en la regién cefalica. Fenotipo
“jibaroe”. Al final de la metamorfosis se puede apreciar que la cabeza no se forma de manera regular, los principales
defectos se observan en la region ocular (flechas rojas) y en la zona postgenal (flechas amarillas). De A-D las moscas
se muestran dentro del pupario (P) y se puede observar que tanto el torax (T) como el abdomen (Ab) logran
desarrollarse. A) y B) muestran individuos con una metamorfosis imperfecta. Las moscas con fenotipo “jibaro” sélo
presentan alteraciones visibles en la cabeza (flechas blancas). C) Displasias en la cabeza. Las zonas donde se

generaron las clonas sar1®™?/sar1%72 (ojos y antena) también presentan defectos (flechas rojas). La probdscide que



se origina de un grupo de células distintas logra desarrollarse (flecha azul, ver recuadro amplificado); al momento de
la fotografia esta mosca se encontraba con vida y se lograron filmar sus movimientos dentro del pupario. D) “Jibaro”
joven. Las moscas “jibaro” alcanzan a desarrollar la parte cefalica pero no logran salir de la pupa y unas horas
después la cabeza se degenera. E) La fotografia muestra una vista dorsal de la cabeza de un “jibaro” antes de
eclosionar extraido del pupario para apreciar los omatidios y las quetas que algunas veces se logran observar.
Aproximadamente 24 h después, la zona donde se localizan los ocelos (circulo amarillo) se ennegrece junto con la

porcion dorsal y frontal de la cabeza (ojos y antenas) y sufren necrosis (flechas rojas)

De la cruza; y, w', ey-flp; FRT82, rpS3, ubi-GFP/TM3 X vy, w,, ey-flp/ y, w’; FRT82,
sar1®™2/TM3 se obtuvieron, entre otros, individuos (sar1°5712/ rpS3) con fenotipos mostrados en
las figuras 22, 23 y 24. La grafica de la figura 25 muestra el porcentaje de moscas que logran
desarrollarse hasta la metamorfosis. La finalidad de contar estas moscas (F1 de la Figura 12) fue
para analizar las causas por las que se generan dos fenotipos tan distintos (“jibaros” y “pelonas”).
La proporcion entre “jibaros” y “pelonas” puede variar dependiendo de la temperatura a la que se
desarrollen (a 29°C no se forman “pelonas”, mientras que a 18°C o a 25°C la proporcion entre
“jibaros” y “pelonas” es semejante). En la Figura 25 solo se representan moscas que se
desarrollaron hasta la metamorfosis a 25°C. No se representan homocigotos del balanceador TM3
porque son letales y no alcanzan esta etapa del desarrollo. La proporcion de moscas con fenotipo
en los ojos respecto al total de organismos que forman pupa es aproximadamente de 1/3, lo que
corresponde a lo esperado ya que soOlo los individuos y, w’, ey-flp; FRT82, rpS3, ubi-

GFP/FRT82, sar1®™? son capaces de generar clonas.

Figura 25. Proporcion de defectos de individuos que se desarrollan hasta la etapa de faratos
(metamorfosis tardia). F1 de la cruza; y’, w, ey-flp; FRT82, rpS3, ubi-GFP/TM3 X vy, w, ey-flp 6 y, w’;
FRT82, sar1®"%TM3. Los organismos con defectos en los ojos atribuibles a grupos de células sar1®"?/sar1%"*?,
representan un tercio de la poblacion. Entre estos individuos existe variacion en el grado de expresion del fenotipo,
lo que posiblemente esta relacionado con la cantidad de Flipasa que heredan (una o dos copias del gen ey-flp) y el
fondo genético. La proporcion de individuos rpS3/TM3 es menor al tercio esperado, probablemente porque rpS3 es
una mutacion Minute y las moscas tardan mas en desarrollarse y son mas débiles. En un medio donde los

organismos compiten entre si por el alimento, los organismos menos vigorosos tienden a perecer.



Individuos que alcanzaron la metamorfésis

46.56% Jibaros

o Pelonas
30.87% LR Faulty eye
—

A RpS3/TM3 (w+)

Sarl/TM3 (w-)

N=39

% de individuos que se desarrollan
en la metamorfdsis

Phenotypes observed in the eye

Para asegurarnos de que los fenotipos observados se debian a la homocigosis
sar1®™?/sar1%"? en los clones y no a posibles células homocigotas con los genotipos rpS3/rpS3
6 arm-lacZ/arm-lacZ que producen en los experimentos anteriores, decidimos hacer un
experimento control donde se generaran clonas homocigotas arm-lacZ/arm-lacZ y clonas
homocigotas rpS3/rpS3 (Figura 26). Pudimos corroborar que cuando se da una competencia
durante el desarrollo del ojo entre células homocigotas rpS3/rpS3 y células que no tienen esta
mutacion no se genera ningun fenotipo similar al encontrado en “pelonas” o “jibaros” (falta de
quetas y displasias en la cabeza). Las células rpS3/rpS3 son letales celulares, por lo que no

sobreviven, y solo se observan en el adulto clones arm-lacZ/arm-lacZ. Por lo tanto la falta de

crecimiento de quetas asi como las malformaciones cefdlicas se deben a las células

sar1®?/sar1%7?,




Figura 26. Arreglo de omatidios en clonas homocigotas arm-lacZ/arm-lacZ. No se observan clones
homocigotos rpS3/rpS3 debido a que esta mutacion es una Minute y en homocigosis es letal celular. En estos
individuos no existen irregularidades en la formacion del ojo (A-C). El nimero de quetas en la cabeza es normal (A).
La estructura y arreglo de los omatidios es normal (B y C). Las imagenes fueron generadas en microscopio Optica

compuesto (A y B) y en microscopio electronico de barrido (C).

7.4 Fenotipo “pelona” al generar clones sar1®*%/ sar1®"*? en el térax (hs-flp) y el ojo (ey-
flp).

La generacion de clonas de linea germinal se indujo bajo el promotor hsp70 entre el
segundo y tercer estadio del desarrollo de la larva (Figura 4). La finalidad de esto fue inducir la
recombinacion de células germinales que se encuentran en division mitotica. Aunque esto ocurrid
en las células de linea germinal también puede manifestarse en cualquier célula del organismo
que se encuentre en mitosis ya que la hs-flp se expresa en todas las células sometidas al cambio
de temperatura. Bajo este método se obtienen células susceptibles a recombinarse que generan
grupos de clonas en cualquier parte del cuerpo. Fue asi como descubrimos la falta de crecimiento
de quetas en otras partes del organismo (datos no mostrados). Durante la induccion de clonas de
linea germinal los machos que s6lo heredaron la construccion ey-flp (seguir esquema de cruzas de
la Figura 13) presentaron fenotipos de falta de crecimiento de quetas en los ojos y malformacion
de omatidios. Las zonas homocigas sar1®"1?/sar1%°7? (W’) no presentan crecimiento de quetas,

mientras que los territorios homocigos ovo™*, w*/ovo®!, w” si las tienen (Figura 27 C y D).

Las clonas somaticas inducidas con la ey-flp nos permitieron descubrir el fenotipo
“pelona” caracterizado por la falta de quetas. Buscando reproducir este fenotipo, analizamos
hembras adultas que se sometieron a la induccion de clonas sar1®"?/sar1%"? por choque
térmico. En estos individuos se buscaron regiones del cuerpo que presentaran anormalidades en
la formacion de quetas. Encontramos alteraciones que se asemejan a los fenotipos de “pelonas”
en la cabeza (falta de quetas) en lo que creemos son clonas sar1®"?/sar1%"? en el torax (Figura
27 A). Sin embargo, no siempre fue posible diferenciar los territorios clonales que no expresan
yellow (y, gen marcador de pigmentacion) de zonas sar1®*?/ CD2, y" 6 zonas CD2, y'/CD2, y"

(seguir esquema de cruzas de la figura 11).



Figura 27. Clones homocigotos sar1®*%/sar1®™? inducidas por choque térmico. A y B presentan la
parte dorsal de un térax de mosca con la parte anterior orientada a la izquierda A) Toérax con clonas
sar1®%sar1®"? que presentan el fenotipo de falta de quetas. Micrografia de barrido donde se observa que
generalmente las quetas mas largas son las que no se desarrollan (postcutelar y prescutelar indicadas con flechas
amarillas) Se puede notar que estas quetas si estan presentes al otro lado del eje de simetria donde el territorio es
silvestre para sarl. B) Clonas en un fondo genético y. Se generaron dos grupos de células; homocigotas
sar1®™%/sar1®™? (y) y homocigotas y'/y" en una mosca con fondo genético y". Con este marcador no se pudieron
distinguir las clonas sar1®™?/sar1%™2 (y') (zona ausente de quetas indicada en flechas rojas) probablemente porque
este grupo de células es muy pequefio. C) y D) Mosaico de clonas sar1®"*%/sar1%*? con fenotipo de “pelonas”.
Las zonas homocigotas sar1®*?/sar1%"*? (flechas amarillas) no presentan crecimiento de quetas a diferencia de las

regiones heterocigotas sar1®*/+ donde si se aprecian estas estructuras sensoriales (flechas verdes) (las imagenes



fueron tomadas al mismo ojo derecho de la mosca y se muestra la parte dorsal orientada hacia arriba mientras que la

parte anterior a la derecha).

7.5 Cortes de ojos homocigotos sar1®™? jsar1®™?,

La mayoria de las moscas “jibaras” no sobreviven a la metamorfosis y en algunos casos

los individuos con clonas sar1%®"*?/sar1%"?

en el ojo forman toda la estructura ocular con el
fenotipo “pelonas”, sin otras malformaciones visibles (Figura 23). Desconociamos si el arreglo
interno de los omatidios en estos animales estaba alterado. Debido a esto realizamos cortes

histologicos de ojos de moscas “pelonas”.

Se observaron alteraciones morfologicas en la estructura de la retina de las “pelonas”,
comparadas con las moscas control yw (Figura 28). Se aprecia que el arreglo de los omatidios es
irregular, similar a lo observado en el microscopio electronico de barrido. En general la
arquitectura de los omatidios estd severamente afectada, pero pese a ello se logran distinguir
varias rabddémeras en cada omatidio. El nimero de rabdémeras (flechas rojas en la Figura 28) es
menor y €stas se encuentran deformadas. Las regiones donde se ubican las células pigmentarias y
las quetas son discontinuas (flechas violetas en la Figura 28). Se analizaron nueve ojos de cinco

moscas “pelonas”, y todos presentaron el mismo tipo de alteraciones.

Figura 28. Desorganizacion en la estructura de los omatidios de las moscas “pelonas”
sar1®%sar1®™?, A) Ojo silvestre. En este corte horizontal de la retina se aprecian siete células fotorreceptoras con
sus respectivas rabdomeras (flechas rojas) y la zona que los rodea (flechas violetas) donde se ubican las células
pigmentarias y las quetas. B) Ojo de moscas “pelonas”. El numero de rabdomeras en los omatidios esta disminuido
y los espacios ocupados por las células pigmentarias y las quetas son amorfos, irregulares y amplios (flechas

violetas). Corte de 0. Sum de ojos de moscas adultas observados en microscopio dptico compuesto.
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7.6 Electrorretinogramas.

A pesar de la falta de crecimiento de quetas y de la irregularidad estructural de los
omatidios, en algunos casos los ojos de los individuos con las clonas sar1®™"?/sar1®*? forman,
aunque defectuosa, la estructura de la retina. Nos preguntamos entonces si esta estructura mutante
era funcional. Para esto decidimos realizar registros -electrofisioldégicos de las células
fotorreceptoras en moscas “pelonas”. La actividad de los fotorreceptores y las neuronas
monopolares con las que hacen sinapsis es facilmente detectable por medio de un
electrorretinograma (Wang & Montel, 2007). Definimos dos pardmetros en el registro; el primero

fue el potencial del receptor (PR) que denota la actividad de la retina y el segundo la actividad



postsindptica de las células fotorreceptoras en la ldmina, medida por los transitorios “ON” y

GGOFF77'

El parametro en el que se obtuvo una diferencia significativa fue en el PR de las retinas de
las moscas “pelonas”. El hecho de que el PR de estas moscas sea menor respecto al control sin
duda se relaciona con la disminucion en el numero de las rabddémeras y con las alteraciones a
nivel de las células fotorreceptoras. La actividad de las neuronas monopolares de las “pelonas” no
presenta alteraciones ya que la respuesta en los transitorios “ON” y “OFF” fue similar al control.
Cabe resaltar que a pesar del desarreglo estructural de los omatidios y de un cambio significativo

en el PR de las moscas “pelonas” la retina sigue respondiendo al estimulo luminoso.
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Figura 29. Electrorretinogramas en ojos homocigotos sar1®*/sar1®* de moscas “pelonas”. Los
fotorreceptores mutantes (barras rojas) se activan de manera similar que los controles (barras azules), pero el
potencial del receptor es menor (PR). Las células fotorreceptoras responden al estimulo luminoso a pesar de que
Sarl se encuentra mutado. Los transitorios “ON” y “OFF” son evidencia de comunicacion entre fotorreceptores y
neuronas del cerebro, esta comunicacion no se ve alterada en las retinas mutantes de sar1®*/sar1%®"2 (t (13)=2.16,

p<0.1).



VIII. DISCUSION.

La referencia mas completa que se tiene sobre el transporte mediado por COP II
proviene de los estudios realizados en la levadura S. cerevisiae. La forma en que se abordo el
estudio de las proteinas COP II fue similar a los experimentos realizados en la levadura. Al contar
con mutantes para este grupo de genes (Sarl, secl3, sec23, sec 31 y sec24) logramos analizar los
efectos de la falta de funcion en embriones de mosca. Los estudios en embriones de mosca
también sugieren que si se interrumpe la funcion de COP II la letalidad celular es inminente
probablemente debido a la obstruccion del transporte de sustancias imprescindibles para la célula
(Fromme et al., 2008; Lee et al., 2004; Alberts et al., 2002; Pelham y Rothman, 2000; Scales et
al., 1997; Presley et al., 1997; Kaiser y Schekman, 1990).

Una de las ventajas que se tuvo al trabajar con la mosca de la fruta fue contar con
herramientas genéticas que nos brindan una perspectiva distinta sobre este fenémeno de
transporte. El primer indicio que tuvimos para revisar este paradigma de transporte surgi6 del

analisis de la mutante sec13%:%%!

en nuestro laboratorio. La generacion de clonas mutantes de este
gen en los ojos de la mosca permitié observar que las células carentes de la proteina sobrevivian
y formaban una estructura ocular similar a una silvestre. Debido a que Sec13 es una proteina que
se ensambla al ultimo en el complejo COP II centramos nuestro estudio en la GTPasa Sarl que es

fundamental para atraer a las demas proteinas y formar el sistema de transporte.

Los embriones que carecen de la proteina Sarl se mueren antes de eclosionar. La
mayoria presenta fenotipos embrionarios tardios. Las evidencias de nuestros experimentos
demuestran que durante la embriogénesis es fundamental contar con esta proteina al igual que
con las otras que forman el complejo COP II. Dado que la embriogénesis de la mosca dura tan
solo 24 hrs a 25°C y que este tiempo es indispensable para la formacion de las estructuras
larvarias, el sistema de transporte intracelular debe de mantenerse a un ritmo de actividad muy

acelerado para lograr en un dia la formacién completa del embrion.

., . . . 1031
Valiéndonos de la misma técnica de generacion de clonas hecha con mutantes sec13%103

(Riesgo-Escovar, datos no publicados) se encontré que la ausencia de la proteina Sarl no causa



necesariamente letalidad en células del ojo, aunque si provoca alteraciones en el desarrollo de la

estructura de este 6rgano y en el sistema nervioso periférico de la cabeza.

La técnica de mosaicos genéticos nos permitio revisar los efectos de la competencia
celular entre dos poblaciones distintas, unas deficientes de Sarl y otras que la expresan de
manera normal. Cuando dos grupos de células destinadas a generar el mismo tejido carecen de las
mismas condiciones de crecimiento se puede presentar un fenomeno de competencia, en donde
las que tienen mejores condiciones de desarrollo se imponen sobre las débiles e incluso son
capaces de inducir apoptosis en ellas (Johnston, 2009). Esto se interpretd durante la formacion

del ojo, cuando se provocé la génesis de grupos de células homocigotas sar1°>*%/sar1%°2

que se
desarrollaban a la par de clonas de células silvestres. En general la anatomia del ojo bajo esta
condicion es anormal, los omatidios (unidades estructurales del 6érgano de la vision) y las quetas
en el ojo (estructuras mecanorreceptoras) tienen un arreglo atipico en las zonas con clonas
sar1®™?/sar1°™!?, Este fenotipo probablemente se debe a que las células sin alteracion genética

proliferan mas que las homocigotas sar1®%?/sar1°®?, Las células alteradas no alcanzan un

desarrollo 6ptimo dando como consecuencia malformaciones en el ojo.

Al inducir la generacion de células homocigotas sar1®™?/sar1%°*? libres de competencia
encontramos los siguientes fenotipos: a) Displasias en omatidios y malformacion de quetas en la
cabeza; b) “Pelonas”. Falta de crecimiento de quetas en la cabeza y c) “Jibaros” deformacion e
involucion de la porcion cefalica. El desarrollo de quetas (muchas de naturaleza
mecanorreceptora) y la formacion del ojo compuesto son parte de un proceso ontogénico distinto
al de la embriogénesis que ocurre durante la metamorfosis. Esta etapa es fundamental al final del
desarrollo larvario de la mosca porque generara las estructuras adultas. Este fenomeno, aunque
también requiere de sintesis de proteinas de manera acelerada, en conjunto tarda mas tiempo que
la embriogénesis. Es por eso que interpretamos este lapso como una ventana temporal menos
rigida por la cual el transporte proteico (mediado o no por Sarl) debe de actuar. Nuestros
resultados muestran que si bien la formacion del ojo se lleva a cabo pese a la deficiencia de Sarl,

hay defectos y es comun que no se formen quetas.



La falta de crecimiento de quetas en el ojo probablemente tiene que ver con la forma en
que se desarrollan durante la metamorfosis y la eficacia del transporte proteico. El crecimiento de
esta estructura sensorial requiere de una eficiencia temporal en el transporte mucho mayor a la
que se da en toda la estructura del ojo. Para que se estructure el mecanorreceptor (o queta) se
necesita de la diferenciacion a partir de un grupo de células precursoras neuronales que formaran
cuatro tipos celulares principalmente; neurona, célula glial., célula tricogena y célula tormdgena
(Alberts et al., 2002). Las células tormogenas rodean a los tres tipos restantes y ayudan en la
secrecion de cuticula que cubrira a las células tricogenas. Estas Gltimas células se prolongaran por
encima de la superficie epidermal alcanzando longitudes de varios milimetros de largo. Al final
estas células tricogenas también necesitaran secretar componentes de la cuticula para proteger sus
membranas (Borst, 2009; Richard et al., 2006). Todos estos procesos de secrecion son
fundamentales para el desarrollo de esta estructura sensorial y cada uno de ellos necesita del
transporte intracelular (Wang & Montell, 2007). El fenomeno de diferenciacion de la queta solo
toma dos dias pero el alargamiento de las células tricogenas se lleva a cabo en tan s6lo 18 hrs casi
al final de la metamorfosis, lo que representa una enorme tarea de transporte de moléculas en un
periodo muy corto. Siendo particularmente sensible a la falta de componentes del complejo COP

IIL.

Cuando analizamos clonas sar1%**%/sar1’™*? en el térax buscando repetir el mismo
fenotipo de falta de crecimiento de quetas encontramos que efectivamente no se generan estas
estructuras sensoriales en algunas partes del cuerpo, generalmente en la zona del escutelo donde
siempre faltan una o dos quetas. Estas zonas no pudieron ser marcadas adecuadamente porque
probablemente las células que forman estas regiones no son muy numerosas. Para corroborar los
resultados encontrados en el 0jo, seria mas adecuado un analisis con cortes histologicos de estas

regiones toracicas.

Debido a los resultados anteriores una parte importante de la tesis se concentré en
demostrar que las células homocigotas sar1?%/sar1%*? en el ojo eran capaces de realizar
transporte intracelular. Como las células fotorreceptoras transportan constantemente rodopsina
del RE a la rabdomera decidimos analizar la reaccion de éstas a la luz ya que la rodopsina

necesita ser transportada a esta estructura membranal para que se lleve a cabo la fototransduccion



(Borst, 2009; Wang & Montell, 2007). Hicimos cortes histologicos del ojo de “pelonas” para
analizar la estructura interna de los omatidios. Encontramos malformaciones y menor nimero de
rabdomeras. A pesar de encontrar serias alteraciones en el arreglo de las rabdomeras varias

lograban desarrollarse.

Cuando realizamos los electrorretinogramas en moscas “pelonas” observamos que existe
una actividad similar a los controles. La rodopsina es una de las proteinas necesarias para que los
fotorreceptores respondan a la luz. Esta proteina requiere del transporte intracelular para llegar a
la rabdomera, y tiene una vida media de tres horas, por lo que es necesario que se transporte
constantemente para cumplir con su funcion (Wang & Montell, 2007). Si los ojos mutantes de
Sarl son capaces de responder a la luz implicaria que la rodopsina sigue transportandose a la
rabdomera de las células fotorreceptoras a pesar de la ausencia de esta proteina. Lo anterior
implica que el transporte intracelular ocurre a pesar de la mutacion en sarl. Por otra parte, la
rodopsina es aproximadamente el 50% de toda la proteina de los fotorreceptores (Alberts, 2002),
asi que esto implicaria un nivel de transporte, que si bien no es normal en estas mutantes, es

sustancial.

Como se describid en los antecedentes de esta tesis los efectos que pueden surgir cuando
se altera el sistema de transporte pueden ocasionar alteraciones a distintos niveles puesto que este
complejo moviliza desde proteinas transmembranales hasta moléculas sefializadoras que seran
vertidas al espacio extracelular. Por lo tanto, ain cuando nos enfoquemos en el problema del
transporte de la rodopsina a la membrana, no debemos olvidar que existen muchas otras proteinas
que no llegan a su destino membranal o extracelular adecuadamente. Es evidente que si alteramos
el sistema de transporte intracelular las consecuencias de ello pueden ser muy diversas y
determinantes. A pesar de todo esto y de los diversos requerimientos de transporte de todo tipo de
proteinas para la formacion y manutencion de las células fotorreceptoras, éstas logran
desarrollarse y logran responder al estimulo luminoso. Por lo tanto, el transporte intracelular, en

general., se lleva a cabo en estas células, aunque de manera defectuosa.

Es un hecho que durante la ovogénesis el complejo COP II es fundamental. Cuando

quisimos desarrollar ovocitos mutantes de sarl se encontré que no se podian desarrollar. Estas



hembras no pueden poner huevos. Un analisis mas detallado de los érganos reproductores de
estas hembras podria darnos mas pistas sobre lo que ocurre con las células germinales
sar1®™?/sar1°™*?, Sin embargo, es plausible pensar que la ovogénesis, con las necesidades
apremiantes de sintesis y transporte de proteinas en tiempos muy cortos, pudiera representar un
caso semejante al del desarrollo de las quetas, en donde un transporte defectuoso fuera

incompatible con la viabilidad de la estructura.

Los avances en el estudio de esta proteina nos permiten concluir que no es vital para la
formacion del ojo y la fototransduccion en la mosca. El complejo COP 11 se requiere para agilizar
el transporte intracelular pero no es indispensable en todos los casos como se analiz6 en esta
tesis. Planteamos entonces que durante el periodo de formacion de las quetas (18hrs) o del
embrion (24hrs) se necesita incrementar el transporte intracelular debido al ritmo de crecimiento
tan rapido al que estan sujetos estos fenémenos. Pero no ocurre lo mismo durante el desarrollo
del ojo (cinco dias aproximadamente). La variacion de fenotipos observados en las Figuras 21, 22
y 23 (clonas de sar1®%/sar1%? en el o0jo) refleja la importancia que tiene el fendmeno de
competencia descrita por Johnston (2009) ya que cuando se expresa mas la Flipasa (enzima
encargada de la generacion de clonas) se producen en mayor cantidad grupos de células mutantes
que al estar libres de competencia pueden estructurar toda la cabeza (“pelonas”). Indagar mas
sobre el papel del complejo COP II en el transporte, nos permitira elucidar de manera mas precisa

como las células llevan a cabo el transporte intracelular de proteinas y lipidos.



IX. CONCLUSION.

Las mutantes del gen sarl presentan letalidad embrionaria. Sin embargo, cuando se
induce la generacion de células homocigotas sar1®"?/sar1®*? en el 0jo, un porcentaje de
estas logran sobrevivir y son capaces de llevar a cabo diversas funciones como el fenomeno
de la fototransduccion. La participacion de Sarl en fenémenos del desarrollo como el
crecimiento de quetas, la formacion de omatidios, la embriogénesis y la ovogénesis es
importante. Cada uno de estos procesos probablemente requiere de un nivel de transporte
distinto. Este requerimiento parece estar en funcion del tiempo que se ocupa para formar

dichas estructuras.
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