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Resumen

El DNA nuclear eucarionte esta organizado de manera jerarquica en un complejo con conformacion
tridimensional de DNA-proteinas conocida como cromatina. En primera instancia, para la regulacién
de la organizacién 3D de la cromatina se encuentran las proteinas de arquitectura (PA), las cuales
pueden tener diversas actividades como el bloqueo de enhancer, pueden delimitar regiones de
heterocromatina y eucromatina y median la formacién de loops de la cromatina, lo cual permite el
contacto entre elementos reguladores y promotores generando una regulacion fina de la
transcripcion.

En vertebrados, existe una PA conocida como CTCF, la cual ha sido descrita como una proteina
esencial para la formacién de los loops de la cromatina y se ha encontrado mediante ensayos de
captura de conformacion de la cromatina, que existe un enriquecimiento de sitios de uniéon de CTCF
en la mayoria de los limites de los TADs. Por otro lado, en Drosophila melanogaster existe el ortélogo
dCTCF que a pesar de poder reconocer las mismas secuencias que CTCF en vertebrados, no es
esencial en la formacién de los loops de la cromatina. Por otro lado, se ha sugerido que respecto a
la organizacion global del genoma de Drosophila podrian estar participando complejos de otras PA
que son exclusivas de la mosca como CP190 y Mod(Mdg4). Adicionalmente, datos recientes han
mostrado que las PA pueden tener una actividad conjunta con complejos remodeladores de la
cromatina (CRCs). Lo que indica que estas proteinas en conjunto pueden tener una actividad
regulando la arquitectura de la cromatina lo cual impacta en la transcripcién de los locus donde se
encuentran.

La proteina ATRX de humano (que es parte de un CRC), y cuya falta de funcién ha sido asociada al
sindrome ATRX, defectos en la reparacion de DNA en telémeros y una expresion anormal en algunos
tipos de canceres, es una proteina que se encuentra altamente conservada en la evolucién y posee
dos dominios importantes para su funcionalidad: un dominio ADD y un dominio ATPasa/Helicasa. En
el caso de D. melanogaster, se ha encontrado que el dominio ADD y los dominios ATPasa/Helicasa
estan separados y son codificados por dos genes diferentes. Por un lado, el gen dAdd1 que codifica
3 isoformas proteinas que contienen el dominio ADD. Y por otro, el gen dxnp codifica para dos
isoformas que solo contienen los dominios ATPasa/Helicasa.

Datos de ChIP-seq no publicados del laboratorio, han mostrado que las proteinas dAdd1 co-localizan
sobre algunas regiones del genoma (incluyendo regiones regulatorias) con algunas proteinas de
arquitectura (PA) como Mod(mdg4), Su(Hw), CP190 y dCTCF. Adicionalmente existen datos no
publicados de ensayos de doble hibrido los cuales muestran que la proteina dXNP. interacciona
directamente con la isoforma de Mod(mdg4) de 67.2 kDa lo que indica que dAddl, dXNP y
Mod(mdg4)-67.2 kDa podrian estar formando un complejo que pudiese regular la arquitectura de la
cromatina.

Resultados en este trabajo han mostrado que existe una interaccion genética entre las proteinas
dAdd1l, dXNP y Mod(Mdg4) lo cual fue determinado mediante el uso de dos genes reporteros: y y ct.
Adicionalmente se ha observado que las proteinas dAddl y dXNP actGan como reguladores
negativos de la actividad de bloqueo de enhancer mediada por el retrotransposon Gypsy y que
actlian en la misma via. Finalmente, se ha observado que las proteinas dAdd1, dXNP y Mod(mdg4)
estan involucradas en la deposicion de pigmento en el abdomen en hembras, ya que organismos
mutantes muestran cambios en el patron de coloracién en la cuticula de los abdémenes, donde las
hembras adquieren un patrén parecido al de los machos sugiriendo un papel de estas proteinas en
la regulacién sexo-especifico de la deposicién de pigmentacion.



Abstract

Nuclear DNA in eukaryotes is organized hierarchically in a protein-DNA 3D complex known as
chromatin. In the first instance, for the regulation of the 3D organization of chromatin are involved
architectural proteins (APs), which can have diverse activities such as enhancer blocking, insulation
of heterochromatic and euchromatic regions, and chromatin looping, which allows chromatin contacts
between regulatory elements and promoters generating a fine regulation of transcription.

In vertebrates, there is an AP known as CTCF, which has been described as an essential protein for
chromatin looping. Through chromatin conformation capture approaches has been found that there
is an enrichment of CTCF binding sites at most TAD limits. On the other hand, in Drosophila
melanogaster there is an ortholog called dCTCF that despite being able to recognize the same
sequences as CTCF in vertebrates, is not essential for chromatin looping. Therefore, has been
suggested concerning global genome organization in Drosophila, which could be participating in other
APs found in flies such as CP190 and Mod(mdg4). Additionally, recent data have shown that APs
can have joint activity with chromatin remodeling complexes (CRCs). This indicates that these
proteins may have an activity regulating chromatin architecture, directly impacting the transcription of
the loci where they are found.

The human ATRX protein (which is a component of a CRC) and whose loss of function has been
associated with ATRX syndrome, defects in telomeric DNA repair and, an abnormal expression in
some cancer types, is a protein that is highly conserved in evolution which possesses two important
domains for its functionality: An ADD domain and an ATPase/Helicase domain. In D. melanogaster
has been found that both ADD and ATPase/Helicase domains are separated and coded by two
different genes. On the one hand, dAdd1 gene codes for three proteic isoforms that contains the ADD
domain. On the other hand, dxnp gene codes for two isoforms that only possess the ATPase/Helicase
domains.

Unpublished ChlP-seq data from our laboratory has shown that dAdd1 proteins co-localize on some
regions of the genome (including regulatory regions) with some APs such as Mod(mdg4), Su(Hw),
CP190, and dCTCF. Additionally, there are unpublished data from yeast-two-hybrid assays that
suggests that dXNP. isoform directly interacts with Mod(mdg4)-67.2 kDa. Thus, these data indicate
that dAddl, dXNP, and Mod(mdg4) could be forming a complex that may regulate chromatin
architecture.

Results in this work have shown that there is a genetic interaction between dAddl, dXNP and
Mod(mdg4) proteins, which was determined by using two reporter genes; y and ct. Moreover, has
been observed that dAddl, and dXNP proteins act as negative regulators of the Gypsy
retrotransposon mediated enhancer blocking activity and participate in the same pathway. Finally,
has been observed that dAddl, dXNP, and Mod(mdg4) proteins participate in the deposition of
pigments in the abdomen in females since mutant organisms display changes in coloration patterns
in the cuticle of abdomens, where females acquire a pattern similar to males, suggesting a role for
these proteins into sex-specific regulation of pigmentation deposition.
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TADs: Topologically Associating Domains

TCs: Territorios cromosomicos
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1.- Introduccién

El DNA nuclear eucarionte esta organizado en multiples niveles de compactacion de manera
jerarquica, y para ello involucra una gran cantidad de proteinas que son necesarias para
estabilizar todo el complejo en una interaccion tridimensional de DNA-proteinas conocida como
cromatina (Van Bortle y Corces, 2012).

La cromatina, por un lado, se encarga de mantener una organizacion global del genoma, y por
otro, hace que ciertas regiones de DNA sean accesibles 0 estén compactadas correctamente
para que se lleven a cabo gran variedad de procesos entre los que destacan la proliferacion
celular y la supervivencia (Bassett et al., 2009; Van Bortle y Corces 2012; Pombo y Dillon, 2015).
Por citar un ejemplo, existen regiones centroméricas que son necesarias para la correcta
segregacion de los cromosomas durante la division celular, asi como regiones teloméricas que
son estructuras que estan relacionadas con la estabilidad cromosémica y la senescencia celular
(Deng y Chang, 2007).

La cromatina presenta gran dinamismo y estd sujeta a reestructuraciones que propician o
impiden la expresién de ciertos genes de manera altamente regulada, donde una organizacion
mas laxa favorece de manera coordinada la accesibilidad de proteinas a sus secuencias blanco
(Felsenfeld y Groudine, 2003). Por ello, el complejo experimenta intensos cambios a lo largo del
ciclo celular y su remodelaje contribuye al desarrollo de multiples funciones en la célula (Pombo
y Dillon, 2015). Todo el material genético eucarionte contenido en el nlcleo se encuentra en
forma de cromosomas, que son estructuras que durante la interfase se organizan en regiones
especificas denominadas como territorios cromosémicos (Figura 1A, Figura 2), los cuales
pueden definir si un locus del genoma esta en un entorno nuclear activo o represivo (Fraser et
al., 2015; Buchwalter et al., 2019).

La localizacion los territorios cromosémicos (TCs) varia con el tipo celular, generalmente los
cromosomas que contienen una gran cantidad de genes se encuentran en la parte central del
nucleo, mientras que los cromosomas con una menor cantidad de genes se encuentran en la
periferia interactuando con componentes de la envoltura nuclear, aunque hay que destacar que
no siempre ocurre de esta manera (Fraser et al., 2015; Buchwalter et al., 2019).

Los territorios cromosémicos a su vez estan formados por una serie de compartimentos que se
clasifican en abiertos (A) o cerrados (B) (Figura 1B) dependiendo si la estructura de la cromatina
en esas regiones se encuentra compactada o laxa, y de esa manera pueda 0 no, permitir la
entrada de la maquinaria de transcripcién en esas regiones (Fraser et al., 2015; Buchwalter et
al., 2019). Sin embargo, cabe destacar que en un compartimento de tipo A también existen
regiones que se encuentran silenciadas y que poseen enriquecimientos de marcas de histonas
como la H3K9me3 o H3K27me3, asi como en los compartimentos de tipo B también existen
genes que son transcripcionalmente activos (Fraser et al., 2015; Buchwalter et al., 2019).

Avances mas recientes en el estudio de la organizacién de la cromatina mediante técnicas
moleculares asistidas por computacion como Hi-C o ChIA-PET han mostrado que los
compartimentos a su vez estan formados por los llamados dominios topol6gicamente asociados
(TADs por sus siglas en inglés) (Figura 2) (Rowley y Corces, 2018).



Se ha propuesto que los TADs son relevantes en la regulacion transcripcional (Narendra et al.,
2016; Arzate-Mejia et al., 2020) ya que se caracterizan por tener limites bien definidos que estan
enriquecidos con proteinas de arquitectura (PA). Dichos limites, separan unos TADs de otros y
tal delimitaciéon hace que haya una alta interaccién de elementos dentro de cada TAD, y poca o
nula interaccién entre elementos de TADs diferentes, generando dominios transcripcionalmente
independientes unos de otros (Figura 2) (Rowley y Corces., 2018).

. B A compartment
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Figura 1:Territorios cromosomicos y compartimentos A) TCs en interfase donde se muestra cada
cromosoma en color diferente. B) Compartimentos abiertos (azul) o cerrados (naranja) (Tomado de
Buchwalter et al., 2019).

Diversos estudios indican que los TADs a su vez estan formados por los denominados loops de
la cromatina, los cuales propician una regulacién mas fina de la transcripcién ya que pueden
mediar el contacto a grandes distancias entre elementos reguladores como; Enhancer -
Promotor, Enhancer - Silencer o Insulator — Insulator. Finalmente, los loops de la cromatina se
forman a partir de clusters de nucleosomas, los cuales tienen un arreglo y densidad
heterogénea, y han sido denominados como clutches de nucleosomas (Figura 2) (Ricci et al.,
2015; Fraser et., 2015; Rowley y Corces, 2018).
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Figura 2: Organizacion de la cromatina en un cromosoma en interfase (Tomado de Magafia-
Acosta y Valadez-Graham, 2020).




1.1.- Estructura de la cromatina

Para entender como se forman los dominios derivados de la organizacion jerarquica de la
cromatina, primero es necesario visualizar la manera en que el DNA se encuentra interactuando
junto a diversas proteinas. Debido a que en eucariontes el DNA por célula tiene una longitud
gue varia entre los dos a cuatro metros y se encuentra empaquetado en un nucleo que mide
entre 10 y 20 micrometros (um) de didmetro, es obvio que existe un empaguetamiento dentro
del reducido espacio nuclear (Felsenfeld y Groudine, 2003; McGinty y Tan, 2015).

La unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma, que esta formado por proteinas
basicas llamadas histonas, las cuales forman un octamero donde 146 pares de bases (pb) de
DNA se enrollan en 1.6 vueltas alrededor de ellas (Felsenfeld y Groudine, 2003; McGinty y Tan,
2015). Las histonas albergan una gran cantidad de residuos de arginina en su dominio globular
denominado “core”. Ademas, sus extremos N-terminal son ricos en residuos de lisina, esto
genera una carga neta positiva que interacciona con la carga negativa del DNA estabilizando la
union en el enrollamiento del DNA (Workman y Kingston, 1998; McGinty y Tan, 2015).

El nucleosoma tiene un diametro de 6.5 nandmetros (nm) y canénicamente esta formado por
un tetramero que contiene dos heterodimeros de las histonas H3 y H4, que se encuentran
flanqueadas por dos heterodimeros de las histonas H2A y H2B. Adicionalmente, cada uno de
estos heterodimeros se conecta por tres a-hélices conocidas formando una regién denominada
como “histone fold domain” (McGinty y Tan, 2015).

Del octdmero de histonas sobresalen en locaciones definidas ocho extremos N-terminal
provenientes de cada histona, los cuales son susceptibles a gran cantidad de modificaciones
postraduccionales, donde algunas de ellas pueden ser reconocidas por proteinas involucradas
en la remodelacién y el mantenimiento de la cromatina. Ademas, sobresalen dos extremos C-
terminal que provienen de las dos histonas H2A (Figura 3) (McGinty y Tan, 2015).

HH3 EH4 H2A HEH2B

Figura 3: Estructura del nucleosoma con el octamero de histonas (Tomado de McGinty y Tan,
2015).



Los nucleosomas se posicionan uno tras otro formando una cadena conocida como fibra de 10
nm (Figura 4) (McGinty y Tan, 2015). En ella, los nucleosomas se conectan unos a otros
mediante un segmento de DNA de ~20 pb (variable entre diferentes organismos) conocido
como “linker DNA” que a menudo se enlaza a una quinta histona denominada H1 (o su
variante H5) formando una estructura de ~165 pb que es conocida como cromatosoma
(Widom, 1998).

Se sabe que la histona H1 esta involucrada en la regulacidn transcripcional debido a que tiene
un estado de intercambio activo, por lo que no siempre esta unida al DNA. Cuando esta ausente,
se impide un empaquetamiento mayor de la cromatina lo que genera una estructura mas laxa
permitiendo mayor accesibilidad al DNA (Workman y Kingston, 1998).

Anteriormente se habia reportado la existencia de un siguiente nivel de agregacién de la
cromatina, el cual era conocido como fibra de 30 nm. Sin embargo, existen argumentos que
indican que esta estructura no se forma en condiciones fisiol6gicas debido a que en los ensayos
donde se ha observado fueron hechos en condiciones que no emulan a las que hay dentro de
la célula (Prieto & Maeshima, 2019).

Se ha demostrado que al aumentar la concentracion de cationes se disminuye la repulsion entre
la cromatina permitiendo a los nucleosomas agregarse en cantidades mayores y llegar a formar
estructuras de un tamafio similar a las fibras de 30 nm. Ademas, se ha observado que a
concentraciones mas altas de sal los nucleosomas pueden llegar a interdigitarse formando
estructuras globulares irregulares. Sin embargo, la manera en que se va a dar la compactacion
depende entre otras cosas, de la longitud del DNA, donde una cromatina de mayor longitud
necesitaria una menor cantidad de cationes (Prieto & Maeshima, 2019) (Figura 4).

No cation Cation concentration
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Figura 4: Empaquetamiento de la cromatina que pueden generarse de acuerdo con la concentracion
de cationes circundantes en el medio que la rodea (Tomado de Prieto y Maeshima, 2019).



Anteriormente, se habia propuesto que la fibra de 30 nm debia de tener una estructura en forma
de solenoide para dotarla de estabilidad. Sin embargo, esta no ha sido observada en
cromosomas en interfase ni metafasicos utilizando acercamientos como crio-microscopia
electrénica (cryo-EM), que permiten conservar la estructura de la cromatina de una forma muy
parecida al estado nativo. No obstante, utilizando una combinacién de imagen de
espectroscopia electrénica en combinacién con tomografias electronicas se ha observado que
tanto la eucromatina como la heterocromatina estan formadas de fibras de 10 nm (Fussner et
al., 2012).

Lo anterior se complementa con datos obtenidos mediante una técnica denominada como Small
Angle X-Ray Scattering (SAXS), la cual es capaz de determinar estructuras periédicas de
muestras biolégicas en solucién, donde tampoco se encontré la fibra de 30 nm y solo se
observaron estructuras de cromatina de un tamafio de entre 6 nmy 11 nm (Nishino et al., 2012).
Todo lo anterior indica que la fibra de 30 nm esta ausente in vivo y la cromatina esta compuesta
de fibras de 10 nm con arreglos irregulares e interdigitadas (Figura 4). Debido a lo anterior, se
ha sugerido que las fibras de 30 nm solo se forman In vitro en condiciones iénicas bajas
(Maeshima et al., 2016; Maeshima et al., 2019).

A pesar de los multiples niveles de empaquetamiento que puede presentar la cromatina, queda
claro que no es una estructura cuya conformacion es homogénea, ademas, se ha clasificado a
la cromatina en dos configuraciones distintas; por un lado, esta la eucromatina (Figura 5) que
se caracteriza por presentar una baja densidad de nucleosomas lo que genera una estructura
mas laxa que favorece la entrada de la maquinaria de transcripcion a sus secuencias de DNA
(Allis et al., 2007).

Y por otro, la heterocromatina (Figura 5) que se caracteriza por poseer una alta densidad de
nucleosomas ya que los genes que se encuentran dentro de regiones heterocromaticas
generalmente estan silenciados o se replican tardiamente. Ademas, la heterocromatina se
localiza principalmente en regiones centroméricas y subteloméricas se la ha correlacionado con
una funcién estructural (Allis et al., 2007).

Heterocromatina Eucromatina

Figura 5: Heterocromatina y eucromatina



La heterocromatina a su vez puede subclasificarse como constitutiva, la cual se localiza en
regiones centroméricas y teloméricas. Tiene la caracteristica de que la mayoria del tiempo esta
compactada y contiene secuencias repetitivas, posee pocos genes que generalmente estan
silenciados y rara vez son expresados (Allis et al., 2007). El otro tipo de heterocromatina es la
facultativa, que puede transitar entre un estado de gran compactacion a uno mas relajado
dependiendo de la actividad transcripcional. Hay que sefialar que este cambio en la
compactacion va a variar entre los distintos tipos celulares y las diferentes etapas del desarrollo
(Allis et al., 2007).

1.2.- Modificaciones en la estructura de la cromatina

La cromatina puede transitar entre eucromatina y heterocromatina con la finalidad de regular
diversas actividades necesarias para la supervivencia de la célula (Li et al., 2007). Sin embargo,
hay que aclarar que todas las maneras conocidas en que la cromatina puede remodelarse son
a nivel del nucleosoma, y Unicamente se han descrito tres mecanismos de los que se hara una
breve descripcion:

1.2.1.- Modificaciones post-traduccionales en las histonas

El DNA en el octamero de histonas es parcialmente accesible para proteinas reguladoras,
aunque aumenta su accesibilidad cuando los extremos N-terminal de las histonas son
modificados por via enzimatica, haciendo que el DNA se separe un poco del octamero y
generando asi un cambio local en la estructura de la cromatina (Felsenfeld y Groudine, 2003).

Las modificaciones post-traduccionales de las histonas generalmente ocurren en los extremos
N-terminal y se deben a la accion de enzimas especializadas como las acetiltransferasas de
histonas (HATs) (Marmorstein y Zhou, 2014). Mientras que en la metilacion actian las metil-
transferasas de histonas (HMTs) y la fosforilacion est4 dada por diferentes cinasas (lizuka y
Smith, 2003).

La accién de estas enzimas que genera cambios en la carga neta de los extremos N-terminal
de las histonas que son inducidos por la presencia o la ausencia de los distintos grupos
funcionales anteriormente mencionados, los cuales provocan una alteracion entre la interaccién
DNA-histonas y, por consiguiente, un cambio local en la cromatina (McGinty y Tan, 2015).

Ademas, los grupos funcionales presentes en algunos residuos de las histonas también pueden
servir como sitios de reconocimiento y anclaje para que diversos elementos como los
remodeladores de la cromatina, por ejemplo, puedan unirse y llevar a cabo sus funciones sobre
esos sitios (Cairns et al., 2009; Alekseyenko et al., 2014).

Por mencionar un ejemplo, entre la gama de posibles modificaciones que pueden presentarse
en las histonas (Figura 6), se sabe que las marcas de histonas H3K9ac y H3K14ac de la histona
H3, asi como en la H4K5ac tiene que ver con un estado transcripcionalmente activo, mientras
gue la desacetilacion de esos mismos residuos propicia un estado transcripcionalmente inactivo
(Fischle et al., 2003; Li et al., 2007).



En afios mas recientes se han descrito otro tipo de modificaciones postraduccionales como la
ubiquitinacion, que pueden tener roles en la represion en la transcripcién (Zhou et al., 2008) o
en vias de reparacion de DNA (Fradet-Turcotte et al., 2013). Por otro lado, la crotonilacion en la
K9 de la histona H3 (H3K9cr) se asocia con una activacion transcripcional (Andrews et al.,
2016). Finalmente, se ha encontrado que la serotonilacién de ciertos residuos como la H3Q5ser
esta involucrada en la activacion transcripcional (Farrelli et al., 2019).

Por dltimo, en los dominios globulares se han descrito diversos tipos de modificaciones post-
traduccionales, donde se pueden encontrar residuos de K metilados, acetilados o ubiquitinados,
residuos de R metilados, o residuos de S fosforilados que también contribuyen al remodelaje de
la cromatina y tienen un papel en la regulacion de la expresion génica (Suganuma y Workman,
2011) (Figura 6). Esta serie de modificaciones sobre algunos residuos de las histonas también
pueden ser reconocidas por diversas proteinas que pueden ser activadoras o represoras de los
genes (Canzio et al., 2011).

Todas las modificaciones especificas en los residuos de aminoacidos en las histonas se han
propuesto como un “cédigo de histonas”, el cual tiene implicaciones bioldgicas relevantes, ya
que pueden tener efecto en regiones donde se encuentran promotores 0 enhancers, a un nivel
de dominio que puede estar compuesto por un grupo de genes e incluso a un nivel cromosémico
como en el caso del silenciamiento del cromosoma X (Jenuwein y Allis, 2001; Fischle et al.,
2003).

Figura 6: Diferentes modificaciones post-traduccionales en las histonas H2A,H2B, H3 y H4 (sélo se
muestran las descritas en las colas de las histonas). (Modificado de Salazar-Montes et al., 2016).



1.2.2.- Variantes de histonas

Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 son conocidas como histonas canénicas y pueden ser
sustituidas por variantes que pueden tener ciertos residuos diferentes o contar con dominios
extras, por lo que la presencia de estas variantes en un nucleosoma puede desencadenar una
funcién especializada (Figura 7) (Ahmad y Henikoff, 2002; lizuka y Smith, 2003).

Mediante el posicionamiento de estas variantes en regiones especificas del genoma se pueden
desencadenar y/o favorecer procesos entre los que destacan la replicacién, el silenciamiento y
la reparacion (Figura 7). Debido a ello, las variantes de histonas tienen consecuencias
importantes en distintos eventos a nivel celular (Ahmad y Henikoff, 2002).

Generalmente las histonas candnicas se sintetizan de novo en la fase S del ciclo celular y son
depositadas durante la replicacion del DNA. Sin embargo, hay histonas que son sintetizadas
fuera de la fase S. Entre ellas, se encuentran las variantes de la histona H3 de Drosophila
conocidas como H3.3 y CENPA (Lorch et al., 1999).

La variante H3.3, por ejemplo, participa en promover un estado de activacion transcripcional
(Figura 7) cuando se asocia con regiones promotoras y con enhancers. Y, por otro lado, se ha
demostrado que es depositada en regiones heterocromaticas gracias a un complejo formado
por la chaperona DAXX y el factor ATRX (del que se hablara mas adelante) y asi favoreciendo
su transcripcion (Lewis et al., 2010). Ademas, hay que destacar que la variante H3.3 puede
albergar la marca H3K9me3 que, como se menciond anteriormente, es una marca que
contribuye al silenciamiento en las regiones donde la histona se deposita, lo cual es esencial
para el mantenimiento de un estado heterocromatico, asi como la estabilidad de los telé6meros
(Udugama et al., 2015).
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Figura 7: Histonas candnicas y sus variantes con sus respectivas actividades asociadas. “HDF”:
histone folding domain (Modificado de Sarma y Reinberg, 2005).



1.2.3.- Complejos remodeladores de la cromatina

Los complejos remodeladores de la cromatina (CRC) pueden ser descritos como maquinarias
multiproteicas especializadas que permiten el acceso al DNA, alterando la estructura, posicion
0 composicion de los nucleosomas de manera temporal. Los CRC estan involucrados en la
activacion transcripcional al modificar la arquitectura de la cromatina mediante la remodelacién
de los nucleosomas localizados en regiones donde estan presentes promotores o enhancers,
los cuales regulan el inicio de la transcripcion de un gen e incrementan sus niveles de
transcripcion respectivamente (Cairns et al., 2009).

Debido a lo anterior, los CRC contribuyen a la activacion o represion de genes controlando y
alternando entre los estados de la eucromatina y heterocromatina, lo cual a su vez permite una
alta regulacion en la expresién génica (como la que ocurre en tejidos especificos o en algun
momento concreto del desarrollo) (Cairns et al, 2009).

Los CRC son dependientes de la hidrélisis de ATP, por esa razén todos cuentan con una
subunidad que posee un dominio ATPasa que es altamente conservado en eucariontes.
Ademads, los CRC han sido clasificados en familias de acuerdo con sus funciones principales,
asi como el grado de conservacién de sus dominios ATPasa (Saha et al., 2006).

En eucariontes se han descrito 4 familias de CRC, los cuales median un gran ndmero de
procesos hiolégicos entre los que destacan la activacién y regulacion de la RNApol I
(Hirschhorn et al., 1992; Armstrong et al., 2002), el intercambio de histonas o el silenciamiento
y la represion transcripcional (Wade et al., 1999).

Entre las familias de remodeladores de la cromatina se puede mencionar a (I) INO80 cuyos
miembros participan en la reparacion, la transcripcion del DNA y la recombinacién homéloga
(Downs et al., 2004; Morrison et al., 2004; van Attikum et al., 2004; Tsukuda et al., 2005; Saha
et al., 2006; Clapier and Cairns, 2009).

(I la familia ISWI cuyos elementos ayudan a conducir el ensamblaje y la organizacion de la
cromatina porque ayudan a mantener el espaciamiento que existe entre los cromosomas
(Langst et al., 1999). Ademas, estan involucrados en el intercambio de dimeros de histonas en
los nucleosomas (Clapier et al., 2017) y actlan sobre nucleosomas que no estan acetilados en
regiones que no son activas transcripcionalmente (Corona et al., 2002).

(1) los miembros de la familia CHD estan involucrados en diversos procesos como la elongacion
de la transcripcion y la maduracion de los nucleosomas (Clapier et al., 2017), mientras que
algunos miembros presentan roles represivos ya que poseen actividad de desacetilasa de
histonas (Denslow and Wade, 2007; Clapier and Cairns, 2009).

Por ultimo, (1V) los miembros de la familia SWI/SNF pueden deslizar o expulsar los nucleosomas
con respecto a la molécula de DNA para asi dejar al material genético mas accesible
(Whitehouse et al., 1999). Ademas, la funcién de esta familia también se ha correlacionado con
una activacién de la transcripcion, intercambio de histonas, recombinacién homéloga y
reparacion del DNA (Whitehouse et al., 1999; Saha et al., 2006; Clapier and Cairns, 2009;
Juhasz et al., 2018; Lovejoy et al., 2020).



1.3.- ATRX

Se sabe que en humanos las mutaciones o defectos que afectan a los CRC, asi como a otros
factores involucrados en la remodelacion de la cromatina pueden derivar en diferentes
patologias y sindromes, como es el caso de mutaciones presentes en una proteina denominada
como ATRX (Gibbons et al., 1995).

El gen ATRX, (conocido en humano como hATRX) se encuentra en el cromosoma X localizado
en la banda citogenética Xg21.1 (Figura 8) en las coordenadas genémicas; X: 77,504,877 -
77,786,268 (OMIM, 2018; NCBI, 2018). hATRX tiene una longitud de aproximadamente 300
kilobases (kb) de DNA (Gibbons et al., 1995), contiene 36 exones y al ser transcrito codifica al
menos para dos isoformas; una de 280 kilodalton (kDa) y otra de 180 kDa (Figura 9)
(GeneCards, 2018).
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Figura 8: Localizacion del gen hATRX (rojo) en el cromosoma X de humano, en la banda citogenética
g21.1 (Tomado de GeneCards, 2018).

La isoforma de 280 kDa contiene dos dominios altamente conservados; En su extremo C-
terminal presenta un dominio ATPasa/Helicasa que es caracteristico de la familia de
remodeladores de la cromatina SWI/SNF (Figura 9A) (Argentaro et al., 2007). Mientras que su
extremo N-terminal posee un dominio denominado ADD, el cual estd compuesto de un dedo de
Zinc (Zn) del tipo PHD y un dedo de Zn de tipo GATA (Figura 10). Esta regién también es
conocida como ATRX-DNMT3b-DNMT3L debido a su homologia con un dominio presente en
las DNA metil-transferasas que no se encuentra en ninguna otra proteina, aunque hay que
recalcar que ATRX no presenta actividad de metil-transferasa (Argentaro et al., 2007).

Por otro lado, la isoforma de 180 kDa es conocida como hATRXt, la cual es generada por
splicing alternativo en donde el intrén 11 es retenido generando un codén de paro prematuro lo
que provoca la formacion de un polipéptido que carece del dominio C-terminal incluyendo el
dominio ATPasa/Helicasa (Figura 9B) (Garrick et al., 2004).

A)
1 1i|59 2|73 PVl hATRx 15|81 wlss 21025 220|5 2I492
::ADDL [ATPase[ [Helicase[ O
581 594
B)
1 1?9 2I73 Pl hATRXt |1331
ADD [
581 594

Figura 9: Isoformas de hATRX conocidas en humano (Modificado de Bérubé et al., 2011).
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Figura 10: Estructura del dominio ADD de la proteina hATRX (Tomado de Argentaro et al., 2007).

Entre las funciones en las que estd implicada (al menos la isoforma de 280 kDa de hATRX)
estan; 1) La deposicion de la histona H3.3 en regiones teloméricas, pericentroméricas y en
zonas ricas en secuencias repetidas  (Lewis et al.,, 2010), 2) Silenciamiento de
retrotransposones del tipo ERVs (He et al.,, 2015), 3) Mantenimiento de la estabilidad del
genoma en los genes ZNF (Zinc Finger Genes) preservando la marca H3K9me3 (Valle-Garcia
et al., 2016), 4) Supresion de la via ALT (Alternative telomere lenghtening) (Clynes et al., 2015)
y 5) Reparacion de double strand breaks (DSBs) en telémeros (Lovejoy et al., 2020).

En cuanto a las implicaciones funcionales de los dominios conservados, se sabe que el dominio
ADD reconoce la H3K9me3 (Dhayalan et al., 2011). De este modo, hATRX puede dirigir la
chaperona DAXX a telémeros y heterocromatina pericentromérica y contribuir con la deposicién
de la histona H3.3 (Lewis et al., 2010, Goldberg et al., 2010). Debido a lo anterior, hATRX esta
involucrada en la correcta replicacion de regiones teloméricas y pericentroméricas (Sadic et al.,
2015).

De acuerdo con el grado de conservacion del dominio ATPasa/Helicasa con otras proteinas de
la familia SWI/SNF de remodeladores de la cromatina, asi como la actividad ATPasa que tiene,
ATRX es reconocido como un componente de un CRC (Argentaro et al., 2007). Ademas, este
dominio es responsable de dirigir la proteina hacia los PML-bodies (promyelocytic Leukaemia
Bodies) los cuales actian como reguladores epigenéticos secuestrando, degradando o
remodelando proteinas (Bérubé et al., 2008).

Diversos estudios han demostrado que hATRX puede presentar un gran nimero de mutaciones,
las cuales ocurren mayoritariamente en el dominio ADD o en el dominio ATPasa/Helicasa.
Dichas mutaciones pueden desencadenar un cambio en la funcionalidad de la proteina teniendo
efectos negativos en las vias en las que participa (Gibbons et al., 1997; Argentaro et al., 2007).

Cabe destacar que la proteina ATRX recibe su nombre debido a que diversas mutaciones en el
dominio ADD o ATPasa/Helicasa pueden desencadenar el sindrome de Alfa-Talasemia con
Retraso mental ligado al cromosoma X (Alpha-Talassemia/Mental Retardation, X-linked) (ATR-
X) (Gibbons et al., 1995). Sindrome que afecta nicamente a hombres los cuales muestran entre
otras cosas, un retraso mental en diferentes grados, dimorfismos craneofaciales, presencia de
inclusiones HbH en sangre, malformaciones esqueléticas y urogenitales (Gibbons, 2006).
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1.3.1.- ATRX en Drosophila melanogaster

ATRX es una proteina que se encuentra muy conservada en la evolucion, teniendo ortdlogos
en ratén (Picketts et al., 1998), marsupiales (Park et al., 2004, Park et al., 2005), pez cebra
(Ibarra-Morales, 2014), Drosophila (Basset et al.,, 2008, Lopez-Falcon et al., 2014),
Caenorhabditis elegans (Bender et al., 2004) y Arabidopsis thaliana (Duc et al, 2017) (Figura
11), por mencionar algunos ejemplos.
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A pesar del grado de conservacién que existe en el dominio ADD y ATPasa/Helicasa en
eucariontes, anteriormente se habia reportado que los ortélogos de esta proteina en D.
melanogaster o C. elegans carecian de un dominio ADD (Argentaro et al., 2007). Sin embargo,
se ha demostrado que el ancestro comun de los eucariontes superiores poseia la proteina ATRX
la cual contenia el dominio ATPasa/Helicasa y el dominio ADD. En el caso de la clase Insecta,
se ha sugerido que probablemente por medio de un evento de fisién, estos dominios quedaron
separados y ahora cada uno es codificado por un gen diferente (L6pez-Falcon et al., 2014).

El primer gen ortélogo de hATRX en D. melanogaster que se identificé fue dxnp (Drosophila X-
linked Nuclear Protein), el cual codifica para dos isoformas diferentes (Figura 12). (I) Una
isoforma larga denominada dXNP. de 148.2 kDa que se localiza en regiones heterocromaticas
y el cromocentro de cromosomas politénicos. (Il) una isoforma corta que es conocida como
dXNPs de 119 kDa la cual se produce por un sitio de inicio alterno de la traduccion y se sabe
que se localiza en regiones de eucromatina (Bassett et al., 2008). Tanto dXNP. como dXNPs se
caracterizan por presentar en el extremo C-terminal el dominio Helicasa/ATPasa del tipo SNF2
(Sucrose Non-Fermenting 2)_pero carecen de un dominio ADD en el extremo N-terminal (Figura
12) (L6pez-Falcon et al., 2014).
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En cuanto a las funciones de estas isoformas, se ha reportado que en D. melanogaster dXNP
y HIRA (que es una chaperona involucrada en la deposicién de la histona H3.3) co-localizan
en regiones menos compactadas del genoma, lo que sugiere que ambas proteinas actian de
manera conjunta y tienen un papel regulatorio (Schneiderman et al., 2012).

El segundo gen ortélogo de ATRX en D. melanogaster es dAdd1, el cual codifica para al menos

tres isoformas denominadas como; dAddla (130 kDa), dAdd1b (127 kDa) y dAddlc (112 kDa)

(Figura 12), las cuales se generan por splicing alternativo y contienen un dominio ADD en el

extremo N-terminal, pero carecen del dominio ATPasa/Helicasa en su C-terminal (Lépez-Falcén

et al., 2014). Ademas, las isoformas b y c presentan en su extremo C-terminal un dominio extra

de tipo MADF (myb-SANT-like domain in Adfl) que putativamente puede reconocer secuencias

repetitivas de DNA y que parece solo estar presente en la clase Insecta (Alekseyenko et al.,

2014; Lopez-Falcon et al., 2014).
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Figura 12: ATRX en D. melanogaster. El dominio ADD es codificado por un gen conocido con el
mismo nombre el cual genera 3 isoformas (dAddla, dAddlb y dAddic). (M= MADF domain).
Mientras el dominio ATPasa/Helicasa es codificado por el gen dxnp el cual genera dos isoformas
(dXNPL y dXNPs) (Modificado de Bassett et al., 2008 y Lopez-Falcédn et al., 2014).

Se ha demostrado con ensayos de pull-down que las tres isoformas de dAdd1 tienen una regién
comun con la que interactdan con el extremo N-terminal de dXNP,_. Cabe destacar que dAdd1
y dXNP no siempre se encuentran unidas lo que sugiere pueden tener funciones independientes
(Lépez-Falcon et al., 2014).

Ademas, se sabe que pueden tener actividades en conjunto ya que la isoforma dAddla junto a
dXNP_ son necesarias para el mantenimiento telomérico porque dirigen a la proteina HPla
hacia esas regiones (Chavez et al., 2017). Debido a lo anterior, se sugiere que en conjunto
dAddl y dXNP. mantienen el estado de heterocromatina en algunas regiones y actilan como
supresores de un efecto de variegacion (Alekseyenko et al., 2014; Lépez-Falcodn et al., 2014).

Por otro lado, existen datos de nuestro grupo de trabajo obtenidos mediante experimentos de
ChiIP-seq en donde se ha determinado los sitos de unién en la cromatina de dAddl y se ha
encontrado que esta proteina co-localiza en muchas regiones donde también existe la unién de
proteinas de arquitectura sugiriendo otro tipo de actividades (Datos no publicados).
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1.4.- Proteinas de arquitectura

A las proteinas de arquitectura (PA) inicialmente les fue adjudicada la capacidad de bloquear el
contacto entre promotores y enhancers mediante una actividad de bloqueo de enhancer.
Ademas, las PA pueden delimitar regiones de heterocromatina y eucromatina ya que han
demostrado tener una actividad de insulator (Bell y Felsenfeld 2000).

Por otro lado, las PA pueden mediar interacciones intra- e intercromosomales al promover
contactos entre elementos reguladores mediante la formacion de loops de la cromatina (Figura
1), tienen un rol en la organizacidn y arquitectura de la cromatina (de ahi que se llamen proteinas
de arquitectura) (Van Bortle y Corces, 2012; Maksimenko y Georgiev, 2014). Ademas, se ha
demostrado que las PA contribuyen al establecimiento de los TADs ya que se sabe que estan
enriquecidas en las fronteras entre estos dominios, generando una delimitacién entre TADs
diferentes (Valadez-Graham et al., 2012; Yang et al., 2012).

En humanos, se han identificado varias PA, pero hasta el momento sélo una proteina conocida
como CTCF se ha reportado que es esencial para la formacion de los loops de la cromatina
(Van Bortle y Corces, 2012; Gomez-Diaz y Corces, 2014).

Por otro lado, en D. melanogaster se han identificado un total de 15 PA diferentes, donde
aparentemente CTCF no es esencial para la formacion de los loops de la cromatina, sino que,
para ello, intervienen otras PA (Bushey et al., 2009; Yang et al., 2012; Van Bortle et al., 2014;
Cubefas-Potts y Corces, 2015; Maksimenko et al., 2015).

Basandose en sus propiedades bioquimicas y funcionales, las PA pueden dividirse en tres
grupos. El primero, corresponde a proteinas de unién a secuencias especificas del DNA como;
CCCTF-binding factor (CTCF), Supressor of Hairy-wing (Su(Hw)), Centrosomal Protein 190
(CP190), Boundary Associated Element Factor 32 (BEAF-32), Zinc Finger Interaction with
CP190 (ZIPIC), Insulator Binding Factor | y 1l (Ibfl e 1bf2) y pita (Bushey et al., 2009; Yang et
al., 2012; Cuartero et al., 2014; Maksimenko et al., 2015).

El segundo grupo esta integrado por proteinas que no pueden unirse directamente al DNA,
aunque si pueden mediar interacciones con otras PA debido a varios dominios que poseen, en
este grupo se incluye a Modifier of mdg4 (Mod(mdg4)), Rad-21 y Cap-H2 (Espinas et al., 1999;
Van-Bortle et al., 2012).

Y en el tercer grupo se encuentran proteinas bioquimicamente diversas como; Elbal, Elba 2,
Elba 3 y Shep, las cuales pueden modular el contacto entre enhancers con sus secuencias
blanco por medio de otros insulators, actuando principalmente en etapas concretas del
desarrollo o en tejidos especificos (Aoki et al., 2012; Matzat et al., 2012).

Adicionalmente, existe evidencia que indica que las PA actian como complejos y estan
presentes a lo largo de la cromatina en diferentes combinaciones y asi regulan la expresion
génica, por lo que es de especial interés encontrar cémo actlian en conjunto para llevar a cabo
sus funciones (Vogelmann et al., 2014).
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1.4.1- CTCF (CCCTC-binding factor)

CTCF es una proteina con una expresion ubicua (Chen et al., 2012) que posee un dominio
central compuesto por 11 dedos de zinc (Figura 13) (Klenova et al., 1993). Ademas, se sabe
gue es una proteina muy conservada en vertebrados ya que muestra >93% de identidad de
aminoécidos entre el humano y el pollo (Filippova et al., 1996). Sin embargo, esta ausente en
varios grupos taxonémicos como levaduras, plantas y C. elegans (Heger et al., 2012).

Figura 13: Estructura 3D de CTCF de humano obtenida mediante difraccién de rayos X (resolucién
1.744 A). Se muestra la proteina (morado) y siete atomos de Zn (esferas rosas) interactuando con
los surcos mayores de la molécula de DNA (naranja) (Tomado de http://www.rcsb.org/3d-
view/5T00).

Respecto a sus funciones, CTCF inicialmente fue identificado como un represor capaz de unirse
a los promotores de los genes MYC de aves y mamiferos (Filippova et al., 1996), y
posteriormente se demostré que tenia una funcion de insulator porque regula indirectamente la
expresion de genes previniendo la union entre promotores y enhancers o silencers cercanos,
evitando asi la inapropiada activacién o silenciamiento de ciertos genes (Bell y Felsenfeld 2000;
Hark et al., 2000).

Por otra parte, se ha reportado que CTCF en vertebrados esta involucrado en determinar la
estructura de la cromatina, ya que se ha encontrado mediante andlisis de Hi-C que
mayoritariamente en los limites de los TADs existe un enriquecimiento de sitios de unién a
CTCF, aunque hay que aclarar que no todos los TADs estan flanqueados por esta proteina
(Dixon et al., 2012).

15



Andlisis computacionales que se han hecho utilizando diferentes algoritmos como por ejemplo
“Arrowhead” han identificado que dentro de los TADs existen multiples interacciones entre
secuencias de DNA, las cuales se mantienen cercanas a la par que existe un enriquecimiento
de CTCF en esos sitios. Lo anterior significa que las interacciones entre secuencias de DNA
gue se encuentran distantes entre si son producto de la formacion de loops de la cromatina, los
cuales estan mediados por la presencia de CTCF, por lo que en mamiferos CTCF ha sido
reconocida como la Unica proteina esencial para la formacion de esos loops (Rao et al., 2014).

Observaciones experimentales han indicado que existen motivos en una orientacion
convergente (Forward-Reverse) los cuales sirven como una especie de ancla para que CTCF
se una al DNA de una manera que facilite su posicionamiento en un espacio 3D muy restringido
(Figura 14a) (Rao et al., 2014; Fudenberg et al., 2016; Rowley y Corces, 2018).

Si bien no se sabe exactamente como es que se forman los loops de la cromatina con la ayuda
de CTCF, se ha propuesto el modelo del “loop extrusion” (Figura 14), el cual sugiere que la
cohesina la cual esta compuesta de las proteinas SMC (structural maintenance of
chromosomes) y RAD 21 son dirigidas a la cromatina con la ayuda de la proteina NIPBL (Nipped
B-like Protein) y juntas “jalan” la hebra de DNA hasta el momento en que el anillo de cohesinas
se atasca con CTCF que se encontraria previamente posicionado sobre su secuencia blanco
(Figura 14a).

La forma en que las cohesinas jalan la fibra de cromatina aln es una incégnita, pero se han
propuesto tres diferentes mecanismos: En el primero la extrusion del DNA seria producto de un
gradiente de difusion generado por la misma cohesina (Figura 14b) (Brackley et al., 2017). Una
segunda posibilidad seria que la cohesina mediante la hidrélisis de ATP funcione como un motor
que jale la fibra de cromatina (Terakawa et al., 2017) (Figura 14c). Y la tercera posibilidad seria
que la extrusién se genere por mediante la actividad de la RNApol Il la cual actuaria jalando la
hebra de DNA (Stigler et al., 2016) (Figura 14d).

N Cohesin

e

S

a Cohesin  RAD21
Forward Reverse
CICF CTCF

Loading

NIPBL

Extrusion

Block

WAPL  Release
PDSS

- -

Figura 14: Modelo de loop extrusion mediado por CTCF y el complejo de cohesinas (Tomado de
Rowley y Corces, 2018).
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1.4.2.-dCTCF

CTCF es un gen gque tiene un solo ortélogo en casi todos los metazoarios con simetria bilaterial
(Heger et al., 2012). Por otro lado, en Drosophila este gen es conocido como dCTCF y codifica
para una proteina con el mismo nombre, la cual tiene un peso molecular de 93.1 kDa (Figura
15).

1 dCTCF 93.1 kDa 318
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Figura 15: Modelo lineal de dCTCF 93.1 kDa, mostrando sus 11 dedos de zinc en verde.
(Modificado de FlyBase, 2018).

Se sabe que tanto CTCF de humano como de Drosophila tienen dominios muy similares y una
funcién conservada, lo que indica que la actividad de insulator de esta proteina esta preservada
por lo menos desde Drosophila hasta el humano (Moon et al., 2005).

En diferentes estudios se ha encontrado que CTCF esta presente en decenas de miles de sitios
independientes dentro del genoma tanto en humano como en D. melanogaster (Bushey et al.,
2009; Cuddapah et al., 2009).

Ademas, otros grupos de trabajo han demostrado que dCTCF es capaz de funcionar como un
delimitador de eucromatina y heterocromatina, y puede evitar la heterocromatinizacion en
regiones de eucromatina adyacentes, por lo que, de igual manera a la proteina de humano,
presenta una actividad de insulator (Bartkuhn et al., 2009).

En D. melanogaster, dCTCF y CP190 co-localizan en las fronteras de muchos dominios que
presentan un enriquecimiento de la marca H3K27me3, donde la eliminacién de dCTCF resulta
en un esparcimiento del efecto de la heterocromatina, sugiriendo que la estructura de la
cromatina en esos dominios esta mediada por la presencia de dCTCF (Bartkuhn et al., 2009).

Ademas, el patrén de distribucion de dCTCF a lo largo del genoma, sugiere que esta proteina
puede jugar un rol tanto en la regulacion individual de genes, asi como en la organizacion global
del genoma de la mosca (Barthkuhn et al., 2009).

En cuanto al papel de dCTCF en la organizacion del genoma, existen dos diferencias con
respecto a CTCF; la primera es que en Drosophila dCTCF no es esencial en la formacion de los
loops de la cromatina (Van Bortle y Corces, 2012; Ong y Corces, 2014). La segunda diferencia
es que en D. melanogaster se ha observado que el complejo de cohesinas se localiza de manera
independiente de dCTCF en genes que son transcripcionalmente activos (Misulovin et al., 2008).
Por ello, en vez de cohesinas dCTCF posiblemente forme complejos con otras PA que son
exclusivas de la mosca como CP190 o Mod(mdg4) (Van Bortle y Corces, 2012) y de esta manera
tener un papel en la regulacién de la expresién génica y en la organizacion global del genoma
de Drosophila.
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1.4.3.- Modifier of mdg4 (Mod(mdg4))

El gen Evar3-93D que actualmente es conocido como Mod(mdg4) (Gerasimova et al., 1995)
esta localizado en el cromosoma 3R de D. melanogaster, en las coordenadas genémicas 3R:
21,350,846 — 21,377,401 y tiene un tamafio aproximado de 30 kb. Este gen codifica para al
menos 36 isoformas proteicas (FlyBase?, 2018) que se generan principalmente por trans-
splicing (Gao et al., 2015).

Es importante sefialar que todas las isoformas de Mod(mdg4) poseen una regién comun de 402
aminoacidos en el extremo N-terminal la cual es codificada por los primeros cuatro exones del
transcrito, pero todas difieren en el extremo C-terminal (Gao et al., 2015). Debido a lo anterior,
todas las isoformas de Mod(mdg4) que se conocen actualmente contienen un dominio
BTB/POZ, una region que es rica en glutamina y un dominio de dimerizacion (Figura 16)
(Golovnin et al., 2007).

Anteriormente se creia que Unicamente la isoforma de Mod(mdg4) de 67.2 kDa (Figura 16) era
la dnica que podria tener contar con una actividad asociada con mudltiples proteinas de
arquitectura como lo es Su(Hw) (Golovnin et al., 2007). Ya que esta isoforma en su extremo C-
terminal posee un dominio de uniéon a Su(Hw). Sin embargo, estudios mas recientes han
encontrado que Mod(mdg4) de 67.2 kDa también interactda con Su(Hw) mediante su region rica
en glutamina (Melnikova et al., 2017) lo que sugiere que todas las isoformas podrian asociarse
a Su(Hw).

Mod(mdg4) de 67.2 kDa posee en su extremo N-terminal el dominio BTB/POZ (bric-a-brac,
tramtrack and broad complex/poxvirus and zinc finger) seguido de una region rica en glutamina
(Q) y un dominio de dimerizacion (DD). Sin embargo, es la Unica isoforma de Mod(mdg4) que
contiene un dominio denominado como FLYWCH (nombrado asi por su secuencia
aminoacidica), asi como el dominio de interacciéon con Su(Hw) conocido como SID (Supressor
of Hairy Wing Interacting Domain)_(Figura 16).

Mod(mdg4) 67.2 kDa
(BTB/POZg Qo ¢ B0 [ FLYWCH [ (sB(()
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Figura 16: Modelo lineal de Mod(mdg4) 67.2 kDa, mostrando en el extremo N-terminal el dominio
de tipo BTB/POZ en morado, una region rica en glutamina (amarillo), un dominio de dimerizacion
(rojo), una regiéon denominada FLYWCH (azul) y un dominio de interaccién con la proteina de
arquitectura Su(Hw) (SID) (verde) en el C-terminal (Modificado de Melnikova et al., 2017).

El dominio BTB/POZ es un motivo conservado en muchas proteinas el cual esta involucrado en
formar interacciones proteina-proteina (Stoggios et al., 2005). Este dominio pertenece a una
gran familia de proteinas que estan presentes desde levaduras hasta el humano, donde en
general todas presentan una gran similitud entre los eucariontes (Stoggios et al., 2005). Ademas
de que este dominio pertenece al grupo de proteinas ttk (tramtrack) el cual contiene secuencias
altamente conservadas que no se encuentran en otros dominios BTB (Bonchuk et al., 2011).
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Se han identificado una gran variedad de roles funcionales para proteinas que contienen el
dominio BTB/POZ, como la represién de la transcripcion, regulacion del citoesqueleto, apertura
de canales ibnicos, y en la ubiquitinacion y degradacion de proteinas (Melnick et al., 2000;
Stogios et al., 2005).

Por otro lado, se ha reportado que el dominio BTB/POZ esta presente en proteinas que son
reguladoras de la transcripcién génica y actualmente hay evidencia que indica que algunas
proteinas que contienen este dominio también estan involucradas en el control de la estructura
de la cromatina (Bonchuk et al., 2011).

Cabe sefialar que las proteinas que contienen un motivo del tipo BTB/POZ generalmente
contienen dedos de zinc o algun otro dominio que pueda unirse al DNA. Sin embargo,
Mod(mdg4) no posee ninguno, debido a eso se ha propuesto que realiza sus funciones a través
de otras proteinas mediante una unidn directa proteina-proteina (Gerasimova et al., 1995;
Stogios et al., 2005; Bonchuk et al., 2011).

Existen estudios que sugieren que la isoforma de 67.2 kDa de Mod(mdg4) tiene un rol general
en el establecimiento de la estructura de la cromatina en regiones heterocromaticas, ademas
de regular la expresion de ciertos genes que son necesarios para el desarrollo de D.
melanogaster (Savitsky et al., 2016).

Por otro lado, el dominio BTB/POZ de cualquier isoforma de Mod(mdg4) se sabe que puede
interaccionar con otras PA como CP190. Mientras que Mod(mdg4)-67.2 kDa puede
interaccionar con Su(Hw) a través de su dominio SID y de su regidn rica en glutamina. Ademas,
se ha propuesto que la region FLYWCH de esta isoforma sirve para el reclutamiento hacia
Su(Hw) (Figura 17) (Melnikova et al., 2017).

interaction

CP190-Su(Hw)

Su(Hw)

Figura 17: Representacion esquematica de los dominios de interaccion proteina-proteina de
Mod(mdg4) de 67.2, con otras PA como Su(Hw) y CP190 entre los que se puede observar la
participacion de los dominios BTB/POZ, la regién rica en glutamina (Q) y el domino de interaccién
con Su(Hw) (SID). CP190 posee una region rica en acido glutdmico (E), cuatro dedos de Zn (Zf) un
dominio de localizacion centrosémica (M), una regioén rica en acido glutamico (D). Su(Hw) contiene
un extremo N-terminal acidico (NTAD) y carboxilo acidico (CTAD) asi como un zipper de leucina (LZ)
(Tomado de Melnikova et al., 2017).
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El complejo que puede formarse entre Su(Hw), CP190 y Mod(mdg4) puede funcionar como un
insulator disminuyendo la expresion de ciertos genes. Sin embargo, se sabe que estas proteinas
no siempre estan juntas en un mismo complejo, ya que se ha postulado que la unién de ellas
en algunos sitios podria depender de la interaccion de otras proteinas que puedan reconocer
secuencias de DNA o alguna modificacion postraduccional en las histonas (Melnikova et al.,
2017).

Uno de los insulator mejor caracterizados en D. melanogaster es el que funciona modulando la
coloracion de la cuticula, alas, y apéndices bucales. Este insulator comprende el gen yellow (y),
el cual tiene 3 enhancer que son tejido-especificos. En una condicién wt cada uno de estos
enhancers dirige la expresion de y cuya proteina participa en una intrincada red de regulacion
generando una coloracion wt en dichas estructuras (Figura 18A).

Existen diversos alelos para y como es el caso del alelo y? (Figura 18B) el cual tiene como
caracteristica la insercion de un retrotransposon de 7.3 kb conocido como Gypsy (Stacey et al.,
1986) entre yellow y los enhancers que dirigen su expresién en el cuerpo y las alas. Gypsy
cercano a su extremo 5’ contiene 12 sitios de unién de Su(Hw) el cual a su vez recluta a CP190
y Mod(mdg4). El complejo Su(Hw)/CP190/Mod(mdg4) forma un insulator con actividad de
bloqueo de enhancer que disminuye la expresion de y tanto en la cuticula como en las alas, lo
que desencadena que los individuos portadores del alelo y? tengan la cuticula y las alas de color
amarillo.

A)

(Wing T__[Body | PP e )

Expresion de yellow Coloracion wt en
cuticula y alas

© Su(Hw)
" CP190
“4J) Mod(mdg4)

B)
3’
(Wing [ [Body [ [] P [ ey )
< Coloracion yellow en

Expresion disminuida de yellow cuticula y alas

Figura 18: A) Esquema (no a escala) del gen y siendo activado por sus enhancers especificos
generando cuticula y alas de coloracion wt. B) Esquema (no a escala) del alelo y? con una insercion
de Gypsy entre los enhancers de ala y cuerpo y el promotor (P) de y. Gypsy recluta el complejo
Su(Hw)/CP190/Mod(mdg4) el cual tiene actividad de bloqueo de enhancer, y no permite la expresion
de y lo cual genera que las moscas adultas presenten la cuticula amarilla, asi como una coloracién
menos oscura en los ultimos dos segmentos y alas de tonalidad amarilla.
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Otro de los insulator mejor caracterizados en D. melanogaster es el que funciona modulando la
determinacion del borde del ala. En este caso, en una condicion wt el gen cut (ct) es activado
por un enhancer especifico de margen de ala, cuya expresidon desencadena una via de
sefalizacion y diferenciacidon celular que da lugar a un contorno redondeado del ala (Figura
19A).

Sin embargo, existen alelos de ct, como es el caso de ctb, el cual tiene como caracteristica la
insercion de Gypsy entre el enhancer del margen del ala y ct. Al igual que ocurre en el alelo y?,
Gypsy en este alelo también recluta el complejo Su(Hw)/CP190/Mod(mdg4) que tiene actividad
de insulator. Este complejo una vez formado, impide la correcta expresion de ct debido a que
interfiere en la interaccién entre su regién promotora y su enhancer especifico, lo cual
desencadena que no haya una correcta expresién de este gen y que el borde del ala adquiera
un fenotipo “cortado”.

A)

((Wing Margin( Al Ct /

Expresién de ct Ala de fenotipo wild-type

B) @ su(Hw)

O cpP190

ADMod(mdg4)

[

_ . 6
Expresion disminuida de ct Ala de fenotipo ct

(_ (Wing Margin(

Figura 19: A) Esquema (no a escala) del gen ct siendo activado por su enhancer especifico
generando alas redondeadas con fenotipo wt. B) Esquema (no a escala) del alelo ct® con una
insercién de Gypsy entre el enhancer y el promotor de ct, Gypsy es capaz de reclutar a Su(Hw) y
esta a su vez a Mod(mdg4) formando un complejo con actividad de insulator que no permite la
correcta expresion de ct, lo cual genera que las moscas adultas desarrollen un contorno del ala con
forma recortada.
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2.- Antecedentes

2.1.- Interacciones de las proteinas dAdd1 con proteinas de arquitectura

Nuestro grupo de trabajo en colaboracion con el grupo del doctor Victor Corces, realizé un
andlisis de ChlP-seq en células Kcl67 de Drosophila (las cuales son embrionarias), para
conocer los sitios del genoma donde se localizan las proteinas dAdd1l y se encontré que en D.
melanogaster dAdd1 esta presente en alrededor de 700 sitios diferentes (Datos no publicados).

Los resultados obtenidos se compararon con datos obtenidos a partir de otros ChlP-Seq hechos
para diferentes PA y se encontrd que de los 700 sitios donde estaba presente dAdd1 en el 70%
de ellos existia una co-localizacién con algunas PA como dCTCF, Su(Hw), CP190 y Mod(mdg4)
sobre secuencias regulatorias de algunos genes como por ejemplo Abd-B el cual es un gen
homeodtico encargado entre otras cosas de generar la identidad de los 3 Gltimos segmentos del
individuo (Datos no publicados), sugiriendo asi, un papel de estas proteinas la expresion de
algunos genes involucrados en el desarrollo de D. melanogaster.

Ademas, el hecho de que existan picos de co-localizacion entre las proteinas dAddl y algunas
PA sobre ciertas regiones regulatorias, podria sugerir que todas estas proteinas de alguna
manera participan en la organizacion del genoma, contribuyendo ya sea a mantener los TADs
separados o0 ayudando a estabilizar la formacion de los loops de la cromatina, lo cual permitiria
que estos dominios mantengan su identidad transcripcional de manera independiente (Cubefas
y Corces, 2015; Rowley y Corces, 2018).

Adicionalmente, a nuestro grupo le interesd saber si habia una dependencia en la localizacién
entre dAddl1 y las PA, por ello, se hicieron inmunotinciones de cromosomas politénicos de
moscas homocigas nulas para dAddl y se encontr6 que la pérdida de dAddl provoca la
disminucion en mas del 50% de dCTCF en los sitios que ocupaba (Datos no publicados).

Lo anterior, indica que dCTCF no s6lo co-localiza con dAdd1 en mudiltiples sitios a lo largo del
genoma, sino que ademas depende de las proteinas dAdd1 para unirse a la cromatina en ciertos
sitios, por es razén en D. melanogaster la pérdida de dAdd1 podria afectar la formacion de
dominios sobre genes especificos, asi como la union de algunas de las PA.

Esta idea es apoyada porque se ha encontrado que CTCF puede unirse al mismo locus en
diferentes tipos celulares y puede actuar como insulator en un tipo celular en especifico, pero
en otros no (Cuddapah et al., 2009). Por todo lo anterior sugiere que al menos en Drosophila la
unién de dCTCF por si sola no es suficiente para mediar una funcion de insulator, y por esa
razon las funciones de esta proteina podrian depender en gran medida de la interaccién con
otras proteinas como dAdd1 o alguna otra PA.
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2.2.- Interaccién de CTCF con otras proteinas de arquitectura.

En D. melanogaster, se ha encontrado que dCTCF co-localiza con CP190 en las fronteras de
muchos dominios que contienen la marca H3K27me3, y la eliminacién ya sea de dCTCF o
CP190 resulta en un esparcimiento de las regiones de heterocromatina, lo que sugiere que la
estructura de la cromatina en las fronteras de esos dominios esté determinada por la actividad
de insulator de esas dos proteinas (Bartkuhn et al., 2009).

Por otro lado, existen estudios donde se hizo un mapeo de la localizacién de proteinas de
arquitectura mediante un ensayo de ChIP-ChIP y se ha encontrado que dCTCF es capaz de
reclutar proteinas que contienen un dominio BTB como es el caso de Mod(mdg4) y CP190, las
cuales se ha demostrado son necesarias para su actividad de insulator (Gerasimova et al.,
2007).

2.3.- Interaccién de Mod(mdg4) con otras proteinas de arquitectura.

Nuestro grupo de trabajo, por medio de ensayos de inmuno-precipitacién encontré la posible
interaccion entre diferentes PA como Mod(mdg4) y DREF con dXNP. Ademas, en el mismo
estudio se encontré por medio de ensayos de doble hibrido y por GST-pull down que dXNP
interacciona a través de su dominio N-terminal con una region conservada de DREF
denominada CR3 localizada en el C-terminal. (Valadez-Graham et al., 2012 y datos no
publicados). Sin embargo, no se ha reportado si existe una interaccion especifica entre
Mod(mdg4) y dXNP por cual resulta necesario hacer una caracterizacién de estas interacciones.

Se sabe que la isoforma de 67.2 kDa de Mod(mdg4) puede facilitar la formacién de
homodimeros y heterodimeros gracias a su extremo N-terminal que contiene al dominio BTB
(Espinas et al., 1999; Stogios et al., 2005). Ademas, se ha determinado que el dominio BTB
puede unirse a una proteina conocida como GAGA factor, la cual esta involucrada en la
regulacién global de la expresién génica (Tsai et al., 2016) por lo cual, las proteinas Mod(mdg4)
podria estar involucrada en la regulacion transcripcional de la cromatina (Espinas et al., 1999).

Como ya se mencioné anteriormente, la isoforma de Mod(mdg4)-67.2 kDa mediante su region
rica en glutamina y su dominio SID puede interaccionar con Su(Hw). Ademas, la misma isoforma
de Mod(mdg4) mediante su dominio BTB puede interactuar con CP190 en un complejo que
tiene actividad de bloqueo de enhancer (Melnikova et al., 2018).

Por ultimo, hay estudios que muestran que dentro del bithorax complex de D. melanogaster (que
son una serie de genes homeoticos localizados en el cromosoma 3R, y que son importantes en
el desarrollo de la mosca) dCTCF y Mod(mdg4) co-localizan y podrian promover la expresién
del gen Abd-B el cual se encarga del correcto desarrollo de los tres segmentos mas posteriores
en el abdomen de la mosca (Savitsky et al., 2016).

Lo anterior es un indicador de que dCTCF y Mod(mdg4) pudiesen interaccionar directamente
en ciertas regiones del genoma, y que ademas serian necesarios para la regulaciéon y la
expresion de algunos genes en momentos concretos del desarrollo.
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3.- Hipotesis

De acuerdo con los antecedentes, en este trabajo se plantea que en D. melanogaster existe una
interaccion entre dAddl, dXNP, dCTCF y Mod(mdg4) para formar un complejo que podria
ayudar a mantener una adecuada estructura de la cromatina en algunas regiones del genoma,

lo que a su vez desencadenaria la correcta expresién de ciertos genes importantes para el
desarrollo.

4.- Justificacion
Por todo lo anterior, seria importante determinar la interaccion genética entre dAddl, dXNP,
dCTCF y Mod(mdg4), ya que esto ayudaria a tener una vision mas amplia de como estas

proteinas pueden regular la expresion génica a la vez que mantienen la estructura de la
cromatina.

5.- Objetivos

5.1.- Objetivo general

e Determinar las interacciones genéticas entre las proteinas dAddl y dXNP con dCTCF y
Mod(mdg4), asi como su participacion en el desarrollo de D. melanogaster.

5.2.- Objetivos particulares
e Establecer si hay una interaccion genética entre dAdd1, dXNP, dCTCF y Mod(mdg4).

e Evaluar si se afecta la viabilidad en organismos mutantes para dAddl, dXNP, dCTCF y
Mod(mdg4)

e Determinar si mutaciones en dAdd1 y dXNP alteran la actividad de blogqueo de enhancer
del insulator Gypsy
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6.- Metodologia

6.1.- Interaccion genética entre dxnp, dAddl, dCTCF y Mod(mdg4).

Para determinar si existe una interaccién genética entre los genes que codifican para las cuatro
proteinas de interés, se haran cruzas genéticas entre moscas que contengan distintos alelos
mutantes para estos genes (Anexo 1). Esto permitira la evaluacion de la interaccidn genética
por medio de la aparicion de fenotipos en la progenie, que serian derivados de estas
combinaciones de alelos.

6.1.1.- Alelos mutantes

El alelo dAdd12es nulo debido a que presenta una delecion de casi la totalidad del gen de dAdd1
por lo que afecta a las 3 isoformas de dAdd1 (ver Anexo 1 para mas informacion). El alelo dxnp?
de la misma manera se considera nulo debido a que presenta una deleciéon de la region
promotora de dxnp. Adicionalmente en este trabajo se utiliz6 el alelo dxnp® el cual solo afecta a
la isoforma larga de dXNP (ver Anexo 1 para mas informacion). El alelo dCTCF utilizado en
este trabajo es hipomorfo debido a que cuenta con una parte de un elemento transponible cerca
de la regién promotora lo que contribuye a disminuir sus niveles de expresién (ver Anexo 1 para
mas informacion). Por (ltimo, el alelo Mod(mdg4)"! es hipomorfo y genera una delecion del
sexto exdn el cual codifica para los dominios FLYWCH y SID de Mod(mdg4)-67.2 kDa. (ver
Anexo 1 para més informacion).

6.2.- Mantenimiento de lineas mutantes de Drosophila

La linea con el alelo mutante dAdd12 fue generosamente donada por la Dra. Mitzi Kuroda. y las
lineas que albergan los alelos mutantes dxnp?, CTCF*® y Mod(mdg4)"! fueron obtenidas del
Bloomington Drosophila Stock Center con los niumeros de Stock #26643, #33480 y #59960
respectivamente. La linea wild-type (wt) y las moscas con alelos mutantes seran mantenidas
con comida estandar (para 1L: 100g de levadura, 100g de melaza, 9g de agar y 10 mL de acido
propionico) a 25°C.

6.3.- Cruzas genéticas

6.3.1.- Control wt

Para obtener el control wt se colocaron por vial 10 hembras virgenes con 3 machos y durante
un lapso de 48 horas se dej6 a los adultos en viales con comida. Pasado ese tiempo, los adultos
fueron retirados y se hizo un conteo de los huevos depositados por las hembras y se procedié
a hacer el andlisis de sobrevivencia (6.3.4).
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6.3.2.- Controles de alelos mutantes

Para los controles de cada uno de los alelos mutantes se realizaron cruzas para obtener los
siguientes genotipos;

1) dAdd1?/ +
2) dxnp? +
3) CTCF3Y +
4) y?wicts; +/+; Mod(mdg4)'Y/+

La segregacion de los alelos de interés fue rastreada con ayuda del balanceador CyO (Curly of
Oster) para el cromosoma 2, y el balanceador TM6B, Tb para el cromosoma 3 (ver anexo 2 para
mas detalle). Cabe destacar que los cromosomas balanceadores portan multiples mutaciones
que podrian interactuar genéticamente con los alelos de interés. Por ello, es necesario
removerlos de la progenie a evaluar en los ensayos de interaccion genética. Para la obtencion
de los controles de cada uno de los alelos mutantes, de igual manera se colocaron en viales
con comida 10 hembras virgenes de la cepa wt y 3 machos del stock de cada alelo mutante y
se realizé el mismo procedimiento descrito para el control wt.

Unicamente para el caso de la obtencion de los organismos de genotipo y?wict®; +/+;
Mod(mdg4)“!/+, asi como cualquier otra cruza en la que se evalud la actividad de bloqueo de
enhancer con los alelos y? y ct®, se cruzaron 10 hembras virgenes de genotipo y?w*ct®/y>w'ct®;
+/+; Mod(mdg4)"}/Mod(mdg4)“* con los machos respectivos para obtener cada genotipo (Anexo
2). Esto se debe a que los alelos y? y ct® se encuentran en el cromosoma X por lo que, de esta
manera, los machos de la F1 siempre serian portadores de los alelos y? y ct®. En el caso de las
hembras no se evalué la actividad enhancer debido a que es necesario portar los alelos
mutantes en ambos cromosomas X para poder observar algun fenotipo, lo que dificulta bastante
la obtencion de esas hembras. Por ello, en este trabajo en lo que respecta a la evaluacion de
los alelos reporteros y? y ct® se tomaron en cuenta Ginicamente machos.

6.3.3.- Combinaciones de alelos mutantes

Para determinar la interaccion genética entre los diferentes alelos, se generaron individuos con
las siguientes combinaciones de genotipos;

1) dAdd1?/+ ; CTCF3% dxnp?

2) dAdd1?/+; CTCF/ dxnp?

3) y2wlctt/Y; dAdd1?/+; Mod(mdg4)“t/dxnp?
4) y?wlctt/Y; dAdd1%/+; Mod(mdg4)"Y/dxnp?
5) y2wlcts/Y; dAdd1%/+ ; Mod(mdg4)'/+

6) y?wlct®/Y; Mod(mdg4)-t/dxnp?

7) y2IY; dAdd1?/+

8) Vy2IY; +/+; dxnp?/+

9) y2wlct®/Y; dAdd1%/dAdd1%; Mod(mdg4)'Y/+

(Ver anexo 2 para mas detalle sobre el disefio de las cruzas). Estos experimentos se llevaron a
cabo bajo las condiciones descritas anteriormente para los todos los controles.
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6.3.4.- Analisis de supervivencia

Se previé contar con un minimo de 100 individuos para cada genotipo y se determiné por medio
de una curva de sobrevivencia si la combinacién de estos alelos mutantes disminuye la
viabilidad de la progenie.

Para ello, una vez colocados machos y hembras parentales dentro de los viales, se esperé un
tiempo de 48 horas. Pasado ese lapso, se retiraron los adultos y se comenzé a contar todos los
huevos puestos. A las 120 horas se contabilizaron los individuos que alcanzaron el estadio de
pupas y finalmente, a los 10 dias los individuos que llegaron a la etapa adulta, asi como su
proporcion de machos y hembras.

6.3.5.- Analisis de los fenotipos

Se analizaron los cuerpos completos de los adultos en busca de cambios fenotipicos derivados
de la combinacién de los diferentes alelos mutantes para determinar la existencia de
interacciones entre dAddl, dxnp, dCTCF y Mod(mdg4).

Por un lado, se ha reportado que individuos de D. melanogaster que contienen combinaciones
de diferentes alelos mutantes entre dAddl y dxnp desarrollan las denominadas masas
melanéticas, que son observables tanto en pupas como en adultos (Figura 20) (L6pez-Falcon
etal., 2014).

Por lo tanto, las cruzas genéticas fueron disefiadas para obtener organismos que contengan los
alelos de dAdd1 y dxnp en combinacion con dCTCF* o Mod(mdg4)“:. Se analizé la aparicion
de las masas melanoticas y su proporcion para, de esa manera, tener un indicador que mostrara
que efectivamente existe una interaccion genética, o en su defecto, la apariciéon de un nuevo
fenotipo que no corresponda a lo observado en moscas wt.

dxnp/TM6B  dAdd1"P1240/Cy0; dxnp’/TM6B

Figura 20: Masas melanéticas generadas tanto en pupas como en adultos debido a la combinacion
de distintos alelos mutantes de dAdd1 y dxnp (Tomado de Lépez-Falcén et al., 2014).
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Por otro lado, recientemente se reporté que el alelo nulo dCTCF° produce una desregulacion en
la expresion del gen homeoético Abd-B causando en machos la aparicién de un segmento extra
(A7) en el abdomen, ademas de genitales rotados y una coloracion oscura en el segmento A4
gque en los machos de genotipo silvestre no existe (Gambetta et al., 2018) (Figura 21). Debido
a lo anterior, también se determind si moscas con los alelos mutantes de dAddl y dxnp en
combinacion con el alelo dCTCF* genera algun fenotipo similar y esto se evalué a las 48 hrs
post-eclosion.
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Figura 21: Fenotipos generados en adultos debido a la eliminacién de CTCF en D. melanogaster
(Tomado de Gambetta et al., 2018).

Para determinar la posible interaccién genética de dAddl y dXNP con Mod(mdg4), se evalud
cambios en la actividad de bloqueo de enhancer del complejo Su(Hw)/CP190/Mod(mdg4)
utilizando los alelos mutantes y? y ct® (descritos en figuras 18 y 19). Para ello, haciendo uso
del alelo hipomorfo Mod(mdg4)"! (el cual debilita la actividad de bloqueo de enhancer) en
combinacién con los alelos mutantes de dAdd1 y dxnp se observé si se desencadenaba un
cambio fenotipico en el borde del ala 'y en la coloracion de la cuticula, lo cual comprobaria que
existe una interaccion genética. Cabe destacar que se ha propuesto que en la regulacién del
complejo de Su(Hw)/CP190/Mod(mdg4) podrian estar participando proteinas que pueden
unirse al DNA o que puedan reconocer modificaciones postraduccionales en las histonas
(Figura 22).
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Figura 22: a) Posible modulacién de la actividad
de bloqgueo de enhancer del complejo
Su(Hw)/CP190/Mod(mdg4) mediante la unién de
otras proteinas aun desconocidas “SBS-CM”
representa al insulator formado a partir de
Su(Hw)/CP190/Mod(Mdg4) (Tomado de
Melnikova et al., 2017).

SBS-CM

6.3.6.- Analisis morfométrico de alas

Para determinar si existieron cambios significativos en la morfologia del ala en D. melanogaster
se recurrio a un analisis morfométrico, el cual tiene como caracteristica el uso de dos diferentes
fuentes de informacién. El primero, es la homologia biol6gica, que es la correspondencia de
determinadas estructuras entre individuos. Y el segundo, es la localizacién geométrica, que se
refiere al acomodo espacial ya sea en 2D o0 3D de las estructuras de los individuos (Klingenberg
y Monteiro, 2005; Lépez-Galan, 2015).

Para ello, se disectaron las alas de las moscas de los diferentes organismos mutantes
generados, las cuales fueron montadas en portaobjetos que estaban previamente cuadriculados
con una medida de 3mm x 2mm por cuadrante. Posteriormente, las alas fueron cuidadosamente
colocadas dentro de las cuadriculas y se aseguré que todas quedaran en la misma orientacion
y a la misma altura (Figura 23).
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Figura 23: Portaobjetos cuadriculado con las alas montadas para su posterior toma de fotografias.

Posteriormente, para la toma de fotografias se utiliz6 una camara digital modelo
UCMOSO05100KPA de 5.1 MP acoplada a un microscopio estereoscopico Carl Zeiss y con la
ayuda del software TouplLite v.2.014 se colocaron 3 cuadrantes en la imagen generada por la
camara, que sirvieron como marco de referencia para centrar las alas antes de tomar las fotos
(Figura 24). Las fotografias fueron tomadas a 4.5x.

29



[ 1 = 232400 px L= 2321.00 px

-
— LA e
R
»

o M
Figura 24: Ejes de referencia (lineas azul, roja y verde) y simetria (linea punteada amarilla) utilizados
para el alineamiento de las alas y la toma de fotografias mediante el software ToupLite v.2.014.

Posteriormente, las fotografias fueron procesadas con el software de descarga libre TpsDig
V2.32 el cual sirvié para el establecimiento digital de 16 “landmarks”, los cuales pueden ser
definidos como puntos anatomica o geométricamente homélogos entre estructuras, los cuales
contienen informacion de la forma, tamafio, posicion y orientacion de los objetos (Bookstein,
1991; Bookstein, 1997). En la disposicion de los “andmarks” se tom6 en cuenta todo el
perimetro de las alas, los puntos donde iniciaban y terminaban las venaciones, asi como las
intersecciones entre ellas para establecer diferentes distancias morfologicas (Figura 25 y Tabla
1).
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Figura 25: Establecimiento de los “landmarks”. Los “landmarks” marcados en negro sirven para
representar todo el perimetro del ala, mientras que los blancos representan las venaciones
intermedias, asi como las intersecciones entre ellas.
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Numero de landmarks Distancia morfologica Acrénimo
1-7 Longitud de vena 1 LA
4-9 Ancho del ala AA
7-10 Longitud de vena 2 Lv2
13-14 Longitud de cross-vena LCP
posterior
14-15 Distancia entre cross-venas DCAP
anterior y posterior
15-16 Longitud de cross-vena LCA
anterior

Tabla 1: Disposicion de ‘landmarks” que definen distancias morfolégicas del ala. En la tabla se
muestra pares de “landmarks” que definen las distancias morfoldgicas a evaluar en las alas.
Adicionalmente, los landmarks 3, 5, 6, 11 y 12 toman en cuenta las secciones entre venaciones para
de esta forma cubrir mejor el contorno de las alas.

Posteriormente, los archivos fueron procesados con el software de descarga libre Morphod
V1.07a (Klingenberg, 2011), el cual toma los archivos creados con el software TpsDig y
transforma los landmarks en coordenadas en 2D o 3D, cabe destacar que para este trabajo se
utilizaron coordenadas en 2D.

Debido a que las coordenadas generadas a partir de los landmarks no son adecuadas para los
analisis estadisticos, se requiere remover toda la informacién adicional. Por ello, se recurre a
un analisis generalizado de procrustres, el cual es un andlisis estadistico multivariado que utiliza
cuadrados minimos y busca minimizar la suma de las diferencias al cuadrado entre todos los
pares de los landmarks (Torcida y Pérez, 2012), ademas de minimizar el efecto de la posicion,
tamafio y rotaciones que pudieran distorsionar el analisis de datos (Klingenberg, 2010, Lopez-
Galan, 2015). De esta forma se obtienen las raices cuadradas de la suma de las diferencias al
cuadrado entre todos los pares de landmarks (denominado como distancia procrustres) y se
realizan superposiciones entre cada una de las formas obtenidas para poder realizar las
comparaciones (Klingenberg, 2013).

Posteriormente, se sometié a un andlisis de componentes principales (PCA) el cual explora las
principales variaciones morfoldgicas de las muestras, asi como reducir la dimensionalidad de
los datos. Asi, se obtienen plots de dispersion de datos donde cada punto representa a un
individuo segun se acerca o aleje de la forma consenso (centro de la elipse); esto a su vez
permite visualizar la relacién entre las variables analizadas y determinar si existen diferencias
entre los grupos de datos (Pérez, 2003).

Por ultimo, se realizé un analisis discriminante con los datos obtenidos para validar el analisis
de PCA (Pérez Sl, 2003, Gonzalez-Marin et al., 2016), en este analisis se examina la separacion
de dos grupos de observaciones, donde se compararon las distancias de procrustes y
mahalanobis para determinar si existia una diferencia estadistica significativa. Ademas, se
generaron los plots que contenian los landmarks con valores normalizados y se hizo la
reconstruccion con la forma del ala para visualizar cualitativamente las diferencias observadas.

31



6.3.7.- Andlisis de coloracién de cuticulas

Para el andlisis de la coloracion de las cuticulas, se utilizd una técnica modificada de
Melnikova et al., 2019 donde de acuerdo con la coloracion en el segmento A5 de
abdomenes de los diferentes individuos mutantes se le asignara un valor de 1 en el caso
de los organismos que presenten mayor pigmentacion y tengan un color café oscuro/negro
(es decir una coloracién wt) y se asignara un valor de 5 a una tonalidad de café muy claro.

A diferencia de lo reportado por Melnikova et al., 2019, en este trabajo esos valores
numeéricos no fueron asignados de acuerdo con una simple inspeccién visual, sino que se
decidié la asignacién de valores con la ayuda de una escala Pantone café, la cual fue
dividida en 5 segmentos para delimitar dichos valores.
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7.- Resultados y discusion
7.1.- Interaccion genética entre dAdd1l, dxnp y dCTCF

En la Figura 26 se muestra el porcentaje de sobrevivencia hasta la etapa adulta de los
organismos controles y triple-mutantes. Los resultados indican que mutaciones en un solo alelo
para dAdd1, dXNP y dCTCF no produce ningln efecto sobre la viabilidad de los individuos, lo
que concuerda con lo reportado por Lépez-Falcén et al., 2014 para el alelo dxnp? en el cual en
forma heterocigota no disminuy6 la viabilidad de los organismos. Interesantemente, los
individuos que fueron triples mutantes tampoco mostraron un cambio significativo respecto al
porcentaje de sobrevivencia comparados con los controles (Figura 26)

También, esto concuerda con datos que indican que en Drosophila, dCTCF no es necesario
para la sobrevivencia, ya que los individuos dCTCFP° (los cuales eran nulos para dCTCF) son
capaces de llegar a la etapa adulta (Gambetta et al., 2018). Esto contrasta con mamiferos en
donde se ha visto que CTCF si es esencial para supervivencia, lo cual podria tener que ver con
el papel esencial de CTCF para la formacion de loops de la cromatina en mamiferos, lo que
tiene efectos importantes a nivel global de regulacién génica (Gémez-Diaz y Corces, 2014).
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Figura 26: Porcentaje de organismos que alcanzaron la etapa adulta tanto en mutantes individuales
como en triple mutantes para dAdd1, dxnp y dCTCF, asi como en mutantes individuales. El nimero
de individuos analizados fueron obtenidos en 3 experimentos independientes y se muestra en la
tabla 2.

En la tabla 2 se muestra los fenotipos a evaluar, asi como el porcentaje de estos en los
individuos evaluados. Sin embargo, no se detectd la aparicion de ninguno de estos fenotipos en
los individuos evaluados, salvo un solo macho de genotipo dAdd1%/+; dCTCF3*/dxnp? el cual
presenté el genital rotado.
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Los alelos dAdd1? y dxnp? por si solos o en combinacion con el alelo dCTCF® no generaron
masas melandticas ni en machos (Figura 27) ni en hembras (Figura 28). A pesar de que se
habia reportado que combinaciones alélicas entre dAdd1 y dxnp podrian producirlas en una
proporcion de entre el 3% al 7% de la progenie, este no fue el caso. Sin embargo, cabe destacar
que en el reporte donde se encontrd la aparicién de masas melanéticas no se uso el alelo
dAdd12 que es nulo, sino que se utilizé el alelo dAdd1NP1240 g cual es hipomorfo y tiene una
insercion de un elemento transponible en el 5’UTR lo que ocasiona una disminucién de los
niveles de mRNA (Lopez-Falcon, 2014).

Tomando en cuenta los datos no publicados del laboratorio, donde se ha observado que dCTCF
depende en parte de las proteinas dAddl para su localizaciéon a lo largo del genoma de
Drosophila, era de esperarse que utilizando el alelo nulo dAdd1? disminuyera la localizacion de
dCTCF a lo largo del genoma. Mediante CRISPR/Cas9 se ha logrado generar la linea de
moscas nulas dCTCF?, las cuales muestran la aparicion de un segmento extra en el abdomen
debido a una ganancia de funcién del gen Abd-B, sin embargo, también se ha observado que
Gnicamente una disminucion en los niveles de dCTCF también puede producir transformaciones
homedticas (Gambetta et al., 2018).

Por ello, se esperaba que disminuyendo los niveles de dCTCF se pudieran obtener fenotipos
similares a los observados en moscas dCTCF° (Gambetta et al, 2018). Sin embargo, esto no
ocurrié ya que solo un organismo de casi 100 presento el genital rotado (sefialado en la Figura
26 con una flecha roja). Esto indica que el alelo dCTCF® no es capaz de generar ningtin fenotipo
anormal en forma heterocigota, mientras que en homocigosis resulté ser letal. Lo cual indica
que el alelo dCTCF®° contiene alguna deficiencia extra-alélica que pudiera generar esos
eventos, por esa razon se decidio no continuar los experimentos utilizando el alelo dCTCF.

Masas Genital Segmentos
Genotipo melandticas rotado abdominales extras
(%) (%) (%)
wt 0/319 0/319 0/319
(0%) (0%) (0%)
dAdd14/+ 0/285 0/285 0/285
(0%) (0%) (0%)
dxnp?/+ 0/141 0/141 0/141
(0%) (0%) (0%)
dCTCF*/+ 0/139 0/139 0/139
(0%) (0%) (0%)
dAdd1%/+; dCTCF*/ 0/87 1/87 0/87
dxnp? (0%) (1.14%) (0%)
dAdd1%/+; dCTCF®/ 0/85 0/85 0/85
dxnp? (0%) (0%) (0%)

Tabla 2: Interaccién genética entre dAdd1, dxnp y dCTCF. En la tabla se presenta la relacion entre
namero total de individuos contra el nimero de individuos que tuvieron masas melanéticas, genitales
rotados, segmentos abdominales extra y/o defectos en el ala, asi como su (porcentaje) tanto en los
controles como en los organismos que tienen combinaciones de los alelos mutantes.
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dAdd1%/+

dxnp?/+

dCTCF*/+

dAdd1%/+;
dCTCF*/dxnp?

dAdd1?%/+;
dCTCF¥%/dxnp®

Figura 27: Fenotipos generados en machos adultos por la presencia de los diferentes alelos
mutantes. Se observa que los individuos que poseen un solo alelo de forma heterocigota son
practicamente idénticos a los wt. En los organismos triple mutantes Gnicamente se observé que un
solo macho tuvo los genitales rotados (flecha roja).
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dAdd1?/+

dxnp?/+

dCTCF%/+

dAdd1?/+;
dCTCF*¥/dxnp?

dAdd1%/+;
dCTCF3%/dxnp®

Figura 28: Fenotipos generados en hembras adultas por la presencia de los diferentes alelos
mutantes. Se observa que, en practicamente todas las combinaciones de alelos las hembras
mutantes son indistinguibles a las wt.
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7.2.- Interaccidn genética entre dAdd1 y Mod(mdg4)

Para determinar si existia una interaccion genética entre dAdd1 y Mod(mdg4) se genero la linea
doble mutante y?w'ct®/Y; dAdd1%/+; Mod(mdg4)'!/+ asi como la linea homocigota nula para
dAdd1: y2w'ct®/Y; dAdd12/dAdd1?; Mod(mdg4)"! para observar si se desarrollaban cambios en
la coloracion de la cuticula, asi como en la forma de las alas.

En primer lugar, en la figura 29 se muestra una gréafica que indica el porcentaje de organismos
que contenian alelos mutantes para Mod(mdg4) y dAdd1 en un fondo y?wct®. En ella se puede
apreciar que en todas las combinaciones de genotipos (incluyendo los controles) alrededor del
90% de los organismos alcanzaron la etapa adulta, lo cual esta indicando que combinaciones
de alelos mutantes para dAdd1 y Mod(mdg4) no afectan de ninguna manera el porcentaje de
supervivencia hasta la etapa adulta de los organismos.

Por otro lado, en la tabla 3 se muestran los porcentajes obtenidos de masas melandéticas,
genitales rotados, segmentos abdominales extras, defectos en el ala y cuticulas de color
amarillo. Donde en el caso de los organismos de genotipo y?w'ct®/Y; dAdd1%/+; Mod(mdg4)"Y/+
asi como y?wct®/Y; dAdd12/dAdd1?; Mod(mdg4)“! se aprecia que el 100% de ellos se desarrolla
una cuticula de color amarillo y un ala de fenotipo cortado lo cual es consistente con los fenotipos
de organismos de genotipo y? y ct®. Lo anterior, es un indicador de que las proteinas dAdd1l
estarian actuando como reguladores negativos de la actividad de bloqueo de enhancer mediada
por el insulator Gypsy.
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Figura 29: Porcentaje de organismos que alcanzaron la etapa adulta tanto en los controles
individuales para dAddl y Mod(mdg4) asi como en organismos que presentan combinaciones de
alelos mutantes para dAdd1l y Mod(mdg4) (doble-mutantes). El nimero de individuos analizados
fueron obtenidos en 3 experimentos independientes y se muestra en la tabla 3.
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Masas Genital Segmentos Defectos Cuticula
Genotipo melanoticas rotado abdominales en el ala yellow
(%) (%) extras (%) (%) (%)
wit 0/319 0/319 0/319 0/319 0/319
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
dAdd1%/+ 0/285 0/285 0/285 0/285 0/285
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
ywct®; 0/71 0/71 0/71 7171 7171
Mod(mdg4)“/+ (0%) (0%) (0%) (100%) (100%)
y2wict®; 0/35 0/35 0/35 35/35 35/35
dAdd1?4/+ (0%) (0%) (0%) (100%) (100%)
Mod(mdg4)"/+
y2wlcts; 0/34 0/34 0/34 34/34 34/34
dAdd1%dAdd1?; (0%) (0%) (0%) (100%) (100%)
Mod(mdg4)ul/+

Tabla 3: Interaccién genética entre dAdd1l y Mod(Mdg4) en organismos doble-mutantes. En la tabla
se presenta el (porcentaje) de individuos que tuvieron masas melanéticas, genitales rotados,
segmentos abdominales extra, defectos en el ala y cuticula yellow, tanto en los controles como en
los organismos que tienen combinaciones de alelos mutantes.

En la figura 30 se observa que los individuos del control y?wct®/Y; +/+; Mod(mdg4)"}/+ presentan
la cuticula del abdomen de color ligeramente amarillo a comparacion de los organismos de
genotipo y?. Ademas, la coloracion en los segmentos A5 y A6 pasa de ser de un color negruzco
a café (variegado), lo que indica una disminucién en la deposicidbn de melaninas en esos
segmentos. Esto es porque al mutar una proteina que forma parte del insulator, se genera una
disminucion de la actividad de bloqueo de enhancer, aunque esta mutacibn no abate
completamente dicha actividad, y esto concuerda con previos reportes donde se observa el
mismo fenotipo (Melnikova et al., 2017).

También se puede apreciar que los organismos de genotipo y?wct®/Y; dAdd1?/+;
Mod(mdg4)!/+ presentaron una coloracion amarilla en las cuticulas, ademéas de tener los
segmentos A5 y A6 de un color café, lo cual indica que existe una disminucion en la expresion
del gen reportero y. Lo anterior indica que al mutar Gnicamente un solo alelo de dAddl en
combinacion con el alelo Mod(mdg4)“! en un fondo y? es suficiente para restablecer la actividad
de bloqueo de enhancer generando un fenotipo y? (Figura 30).

Por otro lado, los organismos de la linea homocigota nula y?w'ct®/Y; dAdd12/dAdd1?
Mod(mdg4)!/+ también mostraron una cuticula de color amarillo, asi como los segmentos
A5/A6 de una coloracion café claro. Sin embargo, respecto a la tonalidad del color se puede
observar que realmente no existen diferencias en comparacion con la pigmentacion que
generan los individuos de la linea y?wct®/Y; dAdd1%/+; Mod(mdg4)“Y/+.

Todo lo anterior indica que el caso de los individuos que son homocigotos nulos para dAddl no
existe un aumento en la penetrancia del fenotipo. Debido a lo anterior, se puede concluir que
Unicamente basta con mutar un solo alelo de dAdd1 para poder observar un restablecimiento
en la actividad de bloqueo de enhancer mediada por el retrotransposon Gypsy.
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dAdd12/+

y2wctS; +/+
Mod(mdg4)v/+

y2wicto; dAdd13/+
Mod(mdg4)/+

y2w1 ctﬁ;
dAdd12/dAdd12
Mod(mdg4)v'/+

Figura 30: Fenotipos obtenidos en machos adultos doble-mutantes. Se observa que en individuos
heterocigotos u homocigotos nulos para dAddl en combinacion con el alelo Mod(mdg4)u!
desencadenan una coloracion amarilla en la cuticula igual a la observada en los organismos y? lo
que indica que hay una restauracion en la actividad de bloqueo de enhancer.
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Respecto al gen reportero ct, en la figura 31 se puede apreciar que las alas de los organismos
de genotipo doble-mutante y?w'ct/Y; dAdd1%/+; Mod(mdg4)'}/+ se puede apreciar que la forma
de ala de tipo aserrado que se asemeja al fenotipo de las alas de organismo ct®, por lo que, de
nueva cuenta, se esta reestableciendo una actividad de blogueo de enhancer.

Ademas, en los organismos de la linea homocigota nula para dAdd1 y>w'ct®/Y; dAdd1%/dAdd1?
Mod(mdg4)'!/+ se puede observar que la forma de las alas también adquieren un fenotipo
aserrado y al compararlas con las alas de los organismos heterocigotos para dAddl no se
aprecian grandes diferencias, esto indica de nueva cuenta que no existe un aumento de la
penetrancia, indicando de nueva cuenta que Unicamente basta con mutar un solo alelo de dAdd1
para observar un fenotipo aserrado en el ala.

Wild-type
. y’wictS; +/+; Mod(mdg4)“*/+

y2wict; + dAdd1? [+; Mod(mdg4)/+ y*wict’; dAdd1?/dAdd1%;
Mod(mdg4)“* [+

Figura 31: Fenotipos observados en alas de organismos heterocigotos para dAdd1l y homocigotos
nulos para dAddl en combinacién con Mod(mdg4)'! en un fondo ctf. Nétese que el alelo
Mod(Mdg4)“! en un fondo ct® genera una pérdida casi total de la actividad de bloqueo de enhancer
ya que las alas presentan un fenotipo casi wt, aunque la restauracion no es total ya que adn se
generan muescas en el ala (flecha negra). En el caso de los organismos doble mutantes para dAdd1
y Mod(mdg4) en un fondo ct® se puede apreciar claramente que el fenotipo generado es nuevamente
aserrado en el cual aparecen muescas en todo el perimetro del ala (flechas negras) lo que indica
que al mutar dAdd1 en hetero u homocigosis reestablece una actividad de bloqueo de enhancer.
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7.3.- Interaccién genética entre dxnp y Mod(mdg4)

Para determinar si existia una interaccion genética entre dXNP y Mod(mdg4) se genero la linea
doble mutante y2wlct®/Y; +/+; Mod(mdg4)"Y/dxnp? En la figura 32 puede apreciar que en todas
las combinaciones de genotipos (incluyendo los controles) arriba del 85% de todos los
organismos en alcanzaron la etapa adulta, lo cual esta indicando que combinaciones de alelos
mutantes para dXNP y Mod(mdg4) no afecta en gran medida la supervivencia de los
organismos. Hay que destacar que ellos organismos de genotipo y?w'cts; +/+;
Mod(mdg4)“*/dxnp? mostraron una ligera disminucién a comparacion de los controles para
dxnp? y Mod(mdg4)L.
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Figura 32: Porcentaje de organismos que alcanzaron la etapa adulta tanto en los controles
individuales para dXNP y Mod(mdg4) asi como en organismos doble-mutantes. El niamero de
individuos analizados fueron obtenidos en 3 experimentos independientes y se muestra en la tabla
4,

Masas Genital Segmentos Defectos Cuticula
Genotipo melandticas rotado abdominales en el ala yellow
(%) (%) extras (%) (%) (%)
dAdd14/+ 0/285 0/285 0/285 0/285 0/285
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
dxnp?/+ 0/141 0/141 0/141 0/141 0/141
(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
y2wict®; 0/71 0/71 0/71 71/71 71/71
Mod(mdg4)“/+ (0%) (0%) (0%) (100%) (100%)
yAwict®; +/+; 0/37 0/37 0/37 37/37 37/37
Mod(mdg4)"/ (0%) (0%) (0%) (100%) (100%)
dxnp?

Tabla 4: Interaccidn genética entre dXNP y Mod(Mdg4). En la tabla se presenta el (porcentaje) de
individuos que tuvieron masas melandéticas, genitales rotados, segmentos abdominales extra,
defectos en el ala y cuticula yellow, tanto en los controles como en los organismos doble-mutantes.
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dxnp?/+

y2wict+/+
Mod(mdg4)/+

y2w'cts; +/+ : ,
Mod(mdg4)«'/
dxnp? h = o

Figura 33: Fenotipos obtenidos en machos adultos doble-mutantes para dXNP y Mod(mdg4). En la
figura se observa que en individuos heterocigotos para dXNP en combinacion con el alelo
Mod(mdg4)'! desencadenan una coloracion amarilla en la cuticula igual a la observada en los
organismos y? lo que indica que en este caso de nueva cuenta hay una restauracion en la actividad

de blogueo de enhancer.
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En la tabla 4 se muestra que los organismos doble-mutantes para dxnp y Mod(mdg4) en un
fondo y2ct® también desarrollaron en un 100% una coloracion amarilla en la cuticula (Figura 33)
asi como defectos en el borde del ala (Figura 34). Sin embargo, estos defectos resultan ser mas
severos que en el control y>w'ct®; +/+; Mod(mdg4)/+. Lo anterior es un claro indicador que en
las doble-mutantes existe una ganancia en la actividad de bloqueo de enhancer, lo que conlleva
a una disminucion en la expresidén de ambos genes reporteros.

Todo lo anterior indica que también las proteinas dXNP actiian como reguladores negativos de
la actividad de bloqueo de enhancer mediado por el retrotransposon Gypsy. Ademas, la
coloracion de las dobles mutantes para dXNP y Mod(mdg4) no parecen tener una tonalidad muy
diferente a la que desarrollaron la cuticula de los organismos doble mutantes para dAddl y
Mod(Mdg4) (Figura 30) y la forma de las alas (Figura 31). Ademas, estos datos indican que las
proteinas dAddl y dXNP actdan en la misma via regulando negativamente la actividad de las
proteinas de arquitectura sobre la secuencia de Gypsy.

Como se menciond anteriormente, los alelos reporteros y? y ct® poseen la insercion del
retrotransposon Gypsy, el cual cercano a su regién 5 contiene 12 motivos de union para la PA
Su(Hw), que a su vez puede reclutar a Mod(mdg4) y CP190 y generar una actividad de bloqueo
de enhancer disminuyendo la expresion de estos dos genes reporteros (Figuras 18 y 19)
(Melnikova et al., 2017), posiblemente debido a que las proteinas dAdd1l y dXNP puedan estar
interfiriendo en la estabilidad de estos complejos.

Wild-type
y*wictb; +/+; Mod(mdg4)"*[+

v2wictS; +/+; Mod(mdg4)“*/dxnp?

Figura 34: Fenotipos observados en alas de organismos heterocigotos para dxnp en combinacion
con el alelo Mod(mdg4)U en un fondo cté. En el caso de los organismos doble mutantes para dxnp y
Mod(mdg4) en un fondo ct® se puede apreciar claramente que el fenotipo generado es nuevamente
aserrado en el cual aparecen muescas en todo el perimetro del ala (flechas negras) lo que indica
que al mutar dxnp en heterocigosis es suficiente para reestablecer la actividad de bloqueo de
enhancer ya que se genera un fenotipo parecido al de las alas de organismos de genotipo ct®.
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7.4.- Interaccion genética entre dAdd1, dxnp y Mod(mdg4) (Triple-mutantes)

Para determinar si habia un efecto mayor en la restauracion de la actividad de bloqueo de
enhancer se generaron lineas triple-mutantes. En la Figura 35 se muestra la sobrevivencia hasta
la etapa adulta de organismos triple mutantes para dAdd1l, dxnp y Mod(mdg4) en comparacion
con sus controles. Cabe destacar que solo los individuos de genotipo y>w'ct®/Y; dAdd1?/+;
Mod(mdg4)'*/dxnp? mostraron una sobrevivencia del 76.4% la cual es ~16% menor al resto de
los demés genotipos. Esto concuerda parcialmente con lo reportado por Lépez-Falcon et al.,
2014, donde, generando organismos triple mutantes que contenian el alelo dxnp? en
combinacion con alelos mutantes de dAddl mas el alelo dxnp® se encontré una tasa de
supervivencia muy similar.

Sin embargo, esto contrasta con el hecho de que los organismos de genotipo y?wlct®/Y;
dAdd12/+; dxnp®*Mod(mdg4)"! tuvieron una tasa de sobrevivencia muy similar a la que se
observé en todos los controles (Figura 29). Lo indica que la disminucion de la viabilidad viene
dada por la presencia de los alelos dxnp? y dxnp®en el mismo fondo genético (Bassett et al.,
2008), y aparentemente no es producto de la combinacién entre los alelos de dxnp y dAdd1.
Ademas, en este caso, el alelo hipomorfo Mod(mdg4)“! no produjo una disminucién de la tasa
de sobrevivencia por si solo (Gerasimova et al., 1995, Gerasimova y Corces, 1998) o en
combinacion con los alelos dAdd12y dxnp?®.
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Figura 35: Porcentaje de organismos que alcanzaron la etapa adulta tanto en los controles
individuales, asi como en organismos que presentan combinaciones de alelos mutantes para dAdd1,
dxnp y Mod(mdg4) (triple-mutantes). El nimero de individuos analizados fueron obtenidos en 3
experimentos independientes y se muestra en la tabla 5.
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En latabla 5, se desglosan los resultados referentes a los fenotipos generados por las diferentes
combinaciones de alelos en los organismos triple-mutantes. Cabe sefialar en primer lugar que
en el control y?w'ct®/Y; +/+ Mod(mdg4)'}/+ de se observa que el 100% de los individuos
presentaron una cuticula ligeramente amarilla (Figura 36) ademas de que también presentaron
ligeros defectos en ala (Figura 37).

Lo anterior es producto de dos factores, en primer lugar, esta el efecto de haber cruzado
hembras homocigas de genotipo y?w'ct®/y?w'ct®; +/+; Mod(mdg4)'}/Mod(mdg4)“* con machos
wt, y cuya proporcion de fenotipos no hubiera sido la misma al haber realizado la cruza inversa
(Gerasimova y Corces,1998). Mientras que, en segundo lugar, esta el hecho de que el alelo
hipomorfo Mod(mdg4)“! no causa una total disrupcién de la actividad de bloqueo de enhancer,
ya que los individuos aun presentan ligeros defectos en el borde del ala, asi como una cuticula
ligeramente amarilla.

Ademas, en la tabla 3 se muestra que los organismos triple mutantes para dAddl, dxnp y
Mod(mdg4) en un fondo y?ct® también desarrollaron en un 100% una coloracion amarilla en la
cuticula (Figura 36) asi como defectos en el borde del ala (Figura 37). Sin embargo, estos
defectos resultan ser mas severos que en el control y?w'ct®; +/+; Mod(mdg4)/+. Lo anterior es
un claro indicador que en las triple-mutantes también se genera una ganancia de en la actividad
de blogueo de enhancer, aunque cabe destacar que no parece haber un aumento en la
penetrancia del fenotipo.

Masas Genital | Segmentos | Defectos en | Cuticula

Genotipo melanoticas rotado | abdominales | el borde del | yellow

(%) (%) extras (%) ala (%) (%)

wt 0/319 0/319 0/319 0/319 0/319

(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

dAdd1?/+ 0/285 0/285 0/285 0/285 0/285

(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

dxnp?/+ 0/141 0/141 0/141 0/141 0/141

(0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

y’w'ct®; 0/71 0/71 0/71 7171 71/71
Mod(mdg4)“/+ (0%) (0%) (0%) (100%) (100%)

y’w'ct®; dAdd1%/+ 0/26 0/26 0/26 26/26 26/26
Mod(mdg4)“*/dxnp? (0%) (0%) (0%) (100%) (100%)

ywct®; dAdd1%/+ 0/29 0/29 0/29 29/29 29/29
Mod(mdg4)“Y/dxnp? (0%) (0%) (0%) (100%) (100%)

Tabla 5: Interaccién genética entre dAdd1, dxnp y Mod(mdg4) en organismos triple-mutantes. En la
tabla se presenta el (porcentaje) de individuos que presentaron masas melandéticas, genitales
rotados, segmentos abdominales extra, defectos en el ala y coloracién amarilla en la cuticula tanto
en los controles como en los organismos que tienen combinaciones de alelos mutantes.
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dAdd12/+

dxnp?/+

y2wicto;+/+
Mod(mdg4)“/+

y2w'ctS; dAdd12/+
Mod(mdg4)-/
dxnp?

y2w'ctb; dAdd12/+
Mod(mdg4)-1/
dxnp?

Figura 36: Fenotipos obtenidos en machos adultos triple-mutantes. En la imagen se aprecia que las
triples mutantes generan una cuticula mas amarilla a comparacion del control y?wlcts; +/+;
Mod(mdg4)/+. Lo que indica que al mutar a dAddl y dXNP en combinaciéon con el alelo de
Mod(mdg4)'! se restablece la actividad de bloqueo de enhancer.
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Hasta este punto, queda claro que las proteinas dAddl y dXNP actlan como reguladores
negativos de la actividad de bloqueo de enhancer mediada por el insulator formado a partir de
la insercion de Gypsy, ya que una falta parcial o total de dAdd1 y parcial de dXNP restablece
por completo su actividad. Una posibilidad para esto podria ser que las proteinas dAddl
pudieran estar contribuyendo al silenciamiento de Gypsy, de modo que, al bajar sus niveles de
expresion, Gypsy pueda establecer la actividad de bloqueo de enhancer mediante el
reclutamiento del complejo Su(Hw)/CP190/Mod(mdg4).

Esta posibilidad es apoyada porque existen datos bioinformaticos no publicados del laboratorio,
que han sugerido que existen putativamente 12 motivos de unién de dAddl dentro de la
secuencia de Gypsy que esta presente en los alelos y? y ct®. Hay que destacar que los sitios de
union de Su(Hw) dentro de Gypsy Unicamente se encuentran en una regién de 300 pb cercano
al 5UTR y cercano a esa region hay 3 posibles motivos de union para las proteinas dAdd1,
aunque estos motivos se encuentran distribuidos a lo largo de todo el retrotransposon.

En Drosophila se ha observado que las proteinas dAdd1l y dXNP contribuyen a la estabilidad
cromosomica (Meyer-Nava et al., 2020) ya que estan involucrados en mantener silenciados a
dos tipos de retrotransposones que son del tipo non-LTR (Non-Long Terminal Repeats)
conocidos como Het-Ay TART, en parte inhibiendo la transcripcion de esos elementos mediante
el reclutamiento de componentes involucrados en la formacion de la heterocromatina y de esa
manera, previniendo la inestabilidad cromosémica en telomeros (Chévez et al, 2017).

El mismo efecto se ha visto con la proteina ATXR en vertebrados, donde se ha descrito que en
células troncales embrionarias de ratén (MESCs) ATRX participa en conjunto con la chaperona
DAXX depositando la histona H3.3 sobre los extremos 3’ y 5 de los LTRs (Long Terminal
Repeats) de una clase de retrotransposones conocidos como Endogenous Retroviral Elements
(ERVSs). Ya que la histona H3.3 puede albergar la marca H3K9me3 la cual genera represion
sobre esos elementos evitando asi inestabilidad cromosémica (Elssasser et al., 2015; Sadic et
al., 2015).

Por todo lo anterior, existe la posibilidad de que, a partir de un mecanismo de formacién de
heterocromatina, las proteinas dAddl y dXNP estén actuando como reguladores negativos de
la actividad de bloqueo de enhancer establecida por el retrotransposén Gypsy, ya que al
mantenerse la heterocromatina sobre Gypsy pudiera estar afectando el reclutamiento de las
proteinas del complejo Su(Hw)/CP190/Mod(mdg4).

Sin embargo, existe la posibilidad de que de también una falta de las proteinas dAddl y dXNP
estén propiciando cambios a nivel de la formacion de loops de la cromatina. Esto se debe a que
se ha reportado que una disminucion en la expresion de SMARCA4 (que es una ATPasa de la
misma familia de CRCs que ATRX) desencadena cambios en la interaccién entre regiones de
cromatina, ya que se incrementan asociaciones intercromosomales en regiones subteloméricas
(Barutcu et al., 2016).

Ademas, una disminucion en los niveles de SMARCA4 genera cambios en el posicionamiento
de los nucleosomas alrededor de los sitios de union de CTCF afectando la estabilidad de los
limites de los TADs y también incrementando el nimero de interacciones dentro de los TADs.
Todo lo anterior indica el papel de algunos CRCs como reguladores de unidades estructurales
de la cromatina (Barutcu et al., 2016).

47



7.5.- Analisis de coloracion de cuticulas de organismos mutantes.

Para observar de una manera cualitativa si existian diferencias respecto a la tonalidad de la
cuticula generada tanto en organismos doble y triple-mutantes entre dAdd1, dXNP y Mod(mdg4)
se compararon las tonalidades de la cuticula de los segmentos A5/A6 de los abddmenes de
machos con la ayuda de una escala de color RGB a la cual se le asignaron valores arbitrarios
respecto a la tonalidad.

En la figura 37 se muestran los abddmenes con su respectiva escala de color RGB a un lado. A
manera de comparaciéon en primer lugar se muestra el abdomen de machos de genotipo wt,
donde se puede apreciar que sus segmentos A5/A6 son de una tonalidad café oscuro/negruzco
por lo cual esa tonalidad corresponde a un valor de 1 en la escala (mostrado en la parte inferior
del abdomen). Por otro lado, también se indica en la Figura 37 la coloracién que desarrollan las
cuticulas de organismos que son de genotipo y?> donde se aprecia que la tonalidad de los
segmentos A5/A6 tiene un valor que corresponde a 3 segun la escala RGB.

Respecto a la coloracién desarrollada en las cuticulas de los organismos de genotipo y>w'ct®;
dAdd12/+; Mod(mdg4)“/+ también tienen un valor de 3 respecto a la escala de color, lo que
indica que no hay diferencias en comparacion con los organismos y2. Ademas, las cuticulas de
los individuos homocigotos nulos para dAdd1 en combinacién con el alelo Mod(mdg4)“* también
tienen un valor de alrededor de 3 segun la escala. Por lo anterior, se puede decir que
efectivamente no existe un aumento en la penetrancia en ese genotipo.

En el caso de los organismos heterocigotos para dxnp, de nueva cuenta se observa que la
coloracién generada en los segmentos A5/A6 puede ser clasificada con un valor de 3. Esto deja
en claro que dxnp participa en la misma que las proteinas dAddl y ambas son importantes
regulando negativamente la actividad de bloqueo de enhancer (Figura 37).

Finalmente, en el caso de los organismos que son triple-mutantes para dAddl, dxnp y
Mod(mdg4) se puede apreciar que la coloracion de sus cuticulas corresponde a un valor de 3
segun la escala RGB, por lo que en estos casos no existe una variacion en la penetrancia.
Indicando que Unicamente basta con un alelo mutado para dAddl o dxnp para generar una
reversion hacia el fenotipo y? (Figura 37).

O L N W~ WU
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Figura 37: Analisis de coloracién de cuticulas de todos los genotipos mutantes generados. Para los
analisis se tomo en cuenta la coloracion de los segmentos A5/A6 y se compard con una escala de
color RGB la cual tiene asignado valores que van de 0 (negro) hasta 5 (café claro). De acuerdo con
la intensidad del tono en los segmentos A5/A6 de cada genotipo, se asigné un valor correspondiente
a la escala y se coloco el numero debajo de cada abdomen. Unicamente en el caos de los
organismos de genotipo y?wct/Y; +/+; Mod(mdg4)'!/+ no hay un valor asignado ya que el fenotipo
producido en esa condicién es variegado debido a un debilitamiento de la actividad de bloqueo de

enhancer (Melnikova et al., 2017).
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7.6.- Analisis morfométrico (AM) en alas de individuos triple-mutantes.

Para determinar el grado de cambio en estos bordes del ala, se recurri6 a un analisis de
morfometria, el cual permiti6 observar de una forma cuantitativa el cambio global en las alas
entre el fenotipo observado en organismos wt, los del control y?w'ct®; +/+; Mod(mdg4)"Y/+ y los
organismos triple mutantes. De acuerdo con el andlisis de PCA (Figura 38), los datos se
encuentran agrupados en dos clusters diferentes lo que significa que existen diferencias entre
individuos wt y los del control y?w'ct®; +/+; Mod(mdg4)"'/+ principalmente en la distancia
morfolégica correspondiente al AA Figura 39) (ver tabla 1 y Figura 25 para mas informacion).
Sin embargo, estas diferencias solo son minimas debido a que existe una separacion ligera
entre los dos clusters de datos en el PCA.

Por otro lado, los organismos triple mutantes de genotipo y?wct®; dAdd12/+; Mod(mdg4)'Y/dxnp?
tuvieron diferencias significativas con respecto al control y?w*ct®; +/+; Mod(mdg4)“*/+ lo cual se
observa en el plot de PCA donde los dos clusters de datos se encuentran totalmente separados
(Figura 40). Ademas, en el plot donde se reconstruy6 la forma de las alas se puede apreciar
claramente la diferencia entre la forma de las alas, donde la diferencia mas marcada
corresponde a la distancia morfoldgica del AA, asi como una muy ligera disminucién de la
distancia de la LCA y un cambio de posicion de la vena 2 (Figura 41).

En cuanto a las alas de los organismos triple mutante de genotipo y?w'ct®; dAdd1%/+;
Mod(mdg4)“/dxnp® se observa igualmente diferencias significativas con respecto al control
y2wlct®; +/+; Mod(mdg4)"Y/+ en el andlisis de PCA (Figura 42). En cuanto a la reconstruccion de
la forma de las alas, se puede observar una marcada disminucién del AA, una muy ligera
disminucion del LCA y un cambio de posicion de la vena 2 (Figura 43) (ver tabla 1 y Figura 25
para més informacion).

Finalmente, el andlisis de PCA al comparar las alas de los organismos de genotipo y?w!ct®;
dAdd1%/+; Mod(mdg4)"Ydxnp? con las alas de los de genotipo y?wlct’; dAdd1?/+;
Mod(mdg4)“!/dxnp® se aprecia que ambas elipses se encuentran totalmente sobrelapadas
(Figura 44), lo que indica que no existe diferencia alguna entre las alas de ambos genotipos.
Esto se ve también de una manera muy clara en el plot obtenido a partir del analisis
discriminante (Figura 45).

Lo anterior muestra que al utilizar el alelo dxnp? que es nulo para ambas isoformas o el alelo
dxnp® que Unicamente afecta a la isoforma larga, se produce el mismo fenotipo, y sugiere que
aparentemente la isoforma larga de dXNP es la que estaria participando en regular la actividad
de blogueo de enhancer mediada por el insulator Gypsy y el complejo de proteinas
Su(Hw)/CP190/Mod(mdg4). Por esta razén, en analisis posteriores Unicamente se trabajo con
el alelo dxnp?.
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7.6.1.- wt vs y2wlct®; +/+; Mod(mdg4)'/+
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Figura 38: PCA de los parametros obtenidos de las alas de organismos con genotipo wt (n=35) (gris)
y y2wlcts; +/+; Mod(mdg4)'/+ (n=35) (verde). En el grafico se aprecian las relaciones entre
“landmarks” por genotipo donde cada punto representa el ala de un individuo. Las elipses que
agrupan ambos componentes muestran ligeras diferencias en las formas entre alas ya que estas se
encuentran ligeramente superpuestas.

wt VS y2wctS+/+; Mod(mdg4)" /+

Figura 39: Resultado de la variacion en la forma del ala entre las alas de organismos de genotipo
wt (gris) comparado con alas de organismos de genotipo y?w'ct?; +/+; Mod(mdg4)Y/+ (verde). En la
figura, se puede apreciar que existen ligeras diferencias entre los dos genotipos en la region del
borde del ala (flechas rojas) ya que los organismos de genotipo y?wcté; +/+; Mod(mdg4)}/+ poseen
un ala ligeramente menos ancha. Por otro lado, en las venaciones en la parte intermedia del ala no
se observa una gran variacion.
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7.6.2.- y’wlctb; +/+; Mod(mdg4)'! vs y2wlct®; +/+; dAdd1%/+; Mod(mdg4)'*/dxnp?
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Figura 40: PCA de los parametros obtenidos de las alas de organismos con genotipo y2wlcts; +/+;
Mod(mdg4)ut/+ (n=35) (verde) y y?wict; dAdd1?/+; Mod(mdg4)'*/dxnp? (n=26) (magenta). En el
gréfico se aprecian las relaciones entre “landmarks” por genotipo, donde cada punto representa el
ala de un individuo. Las elipses que agrupan los grupos muestran diferencias significativas en las
formas entre alas de ambos genotipos ya que estas se encuentran totalmente separadas.

y2w'et®+1+; Mod(mdg4) 1+ VS Y2w'etSdAdd12/+: Mod(mdg4)* Idxnp?

Figura 41: Resultado de la variacion en la forma del ala entre las alas de organismos de genotipo
y?wict®; Mod(mdg4)'/+ (verde) comparado con alas de organismos y?w!ct®; dAddl?/+;
Mod(mdg4)vt/dxnp? (magenta). En la figura se puede apreciar que existen marcadas diferencias
entre los dos genotipos en la region del borde del ala (flechas rojas) mientras que casi no se observa
variacion en la posicién de las venas salvo en la regién de la cross-vena anterior (flechas negras) y
la posicién de la vena 2 (flecha azul).
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7.6.3.- ywlct®; +/+; Mod(mdg4)'! vs y2wlct®; +/+; dAdd1%/+; Mod(mdg4)'Y/dxnp?
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Figura 42: PCA de los parametros obtenidos de las alas de organismos con genotipo y2wlcts; +/+;
Mod(mdg4)vl/+ (n=35) (verde) y y2wlcts; dAdd1%/+; Mod(mdg4)vl/dxnp? (n=29) (morado). En el
grafico se aprecian las relaciones entre “landmarks” por genotipo, donde cada punto representa el
ala de un individuo. Las elipses que agrupan los grupos muestran diferencias significativas en las
formas entre alas de ambos genotipos ya que estas se encuentran totalmente separadas.

Y2wetS-+1+; Mod(mdg4)” [+ VS Y2w'et® dAdd1?/+; Mod(mdg4)* Idxnp®

Figura 43: Resultado de la variacién en la forma del ala entre las alas de organismos de genotipo
y2wict®; +/+; Mod(mdg4)'Y/+ (verde) comparado con alas de organismos y?wcts; +/+; dAdd12/+;
Mod(mdg4)vt/dxnp? (morado). En la figura se puede apreciar que existen marcadas diferencias entre
los dos genotipos en la region del borde del ala (flechas rojas) mientras que casi no se observa
variacion en la posicién de las venas salvo en la regién de la cross-vena anterior (flechas negras) y
la posicién de la vena 2 (flecha azul).

53



7.6.4.- y>wct®; dAdd1%/+; Mod(mdg4)vY/dxnp? vs y?wct®; dAdd12/+; Mod(mdg4) /dxnp?3
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Figura 44: PCA de los parametros obtenidos de las alas de organismos con genotipo y2w!ctS;
dAdd1?/+; Mod(mdg4)'/dxnp? (n=26) (amarillo) y y?wct®; dAdd1?/+; Mod(mdg4)'/dxnp® (n=29)
(morado). En el grafico se aprecian las relaciones entre “landmarks” por genotipo, donde cada punto
representa el ala de un individuo. Las elipses que agrupan los grupos muestran que no hay
diferencias en las formas entre alas de ambos genotipos ya que estas se encuentran totalmente

sobrepuestas.

e

/2W'ct®; dAdd 171+ Mod(mdg4)” Idxnp? vs y2wiet:dAdd i+ Mod(mdg4) fdxnp®

Figura 45: Resultado de la variacion en la forma del ala entre las alas de organismos de genotipo
y2wicté; dAdd1%/+; Mod(mdg4)'Y/dxnp? (amarillo) comparado con alas de organismos y2wlcts; +/+;
dAdd12/+; Mod(mdg4)'/dxnp3® (morado). En la figura, se puede apreciar practicamente no hay
diferencias entre las alas desarrollados por cada uno de los dos genotipos evaluados.
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7.6.5.- Validacién estadistica de analisis morfométrico

Genotipos comparados Distancia Distancia Valor de p
procrustes Mahalanobis
wt
VS 0.0535 12.7139 <0.0001

y>w'ct®; +/+; Mod(mdg4)*

y*w'ct®; +/+; Mod(mdg4)*

VS 0.0973 16.1408 <0.0001

y2w'ct®; dAdd1%/+; Mod(mdg4)"*/dxnp?
y>wict®; +/+; Mod(mdg4)™

VS 0.0943 20.1232 <0.0001

y2w'ct®; dAdd1%/+; Mod(mdg4)“*/dxnp?

y2w'ct®; dAdd1%/+; Mod(mdg4)“*/dxnp?

S 0.0160 0.0095 <0.0001

y*w'ct®; dAdd1%/+; Mod(mdg4)“Y/dxnp?

Tabla 6: Validacién estadistica mediante discriminante en el analisis morfométrico.

En la tabla 6 se muestra la validacion estadistica de los analisis de PCA obtenida mediante el
analisis discriminante, en ella se pueden apreciar las distancias procrustres obtenidas para cada
par de genotipo comparados, asi como las distancias de Mahalanobis y el valor de p utilizado
en la prueba estadistica. El criterio de decision para indicar que existe una diferencia significativa
es que la distancia de procrustres sea menor a la distancia de Mahalanobis.

Con base en la anterior se puede apreciar que la distancia de Mahalanobis es mayor que la
distancia de procrustres cuando se compararon las alas de las wt vs y?w'ct®; +/+; Mod(mdg4)“*
y las triples mutantes y?w!ct’; dAdd1%/+; Mod(mdg4)'/dxnp? y y?wlct; dAdd1?/+,
Mod(mdg4)“Y/dxnp3vs y?w'ct®; +/+; Mod(mdg4)“*.

Sin embargo, al comparar los organismos triple-mutante entre ellos, se puede apreciar que
efectivamente no existen diferencias significativas y se concluye que mutando ambas isoformas
de dXNP (mediante el uso del alelo dxnp?) o solo la isoforma larga (mediante el uso del alelo
dxnp?) producen el mismo efecto.

En los andlisis de morfometria cabe destacar que las diferencias significativas mayoritariamente
se observaron en el borde del ala en general. Lo anterior concuerda con reportes previos para
el patrén celular de expresion de ct (Jack et al., 1991, Guo et al., 1999, Zhang et al., 2000). Lo
anterior indica que el efecto fenotipico observado en las alas es por una expresion disminuida
de ct y no por otros factores. No obstante, también se observaron variaciones en la zona de
cross-vena anterior, aunque esto pudo deberse Unicamente por la reduccion del ancho de las
alas posiblemente por eventos de apoptosis (Jack et al., 1991).
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7.7.- Evaluacion de actividad de insulator mediante el desarrollo de sensilias
mecanosensoras en el borde del ala.

Una forma alternativa de medir la actividad de insulator sobre el gen reportero ct es mediante la
evaluacion de la pérdida de sensilias mecanosensoras, ya que sabe que una mosca de genotipo
wt presenta ~90 sensilias en la parte apical del ala (Figura 46), mientras que una expresion
disminuida de ct ha mostrado generar un menor niumero de estas estructuras (Kwon et al, 2016).

Por ejemplo, los individuos que poseen el alelo ct® en conjunciéon con otras mutaciones de
componentes del complejo de insulator formado a raiz de Su(Hw) como lo es CP190 (que es
una proteina involucrada en el establecimiento de la actividad de bloqueo de enhancer junto a
Su(Hw) y Mod(mdg4) han mostrado un nimero menor a 90 sensilias mecanosensoras (Kwon
et al, 2016).

Por ello, se realizé una cuantificacién del nimero de sensilias desarrolladas en las alas de los
organismos mutantes. En primer lugar, se observé que los individuos de genotipo y?wlct®; +/+;
Mod(mdg4)'Y/+ desarrollaron un ndmero muy similar de sensilias en comparaciéon con los
organismos wt, aunque cabe destacar que se notd la aparicion de algunas sensilias de
morfologia anormal, ya que son un poco mas engrosadas que las demas (Figura 46B).

Con base en lo anterior, los resultados de la cuantificacion del nimero de sensilias mostraron
que en los individuos de genotipo y?w!ct®; +/+; Mod(mdg4)'}/+ no existe una diferencia
significativa con respecto a los individuos wt (Figura 47). Lo cual era de esperarse debido a que
como ya se menciond anteriormente, el alelo Mod(mdg4)“! genera una pérdida de funcion de la
actividad de bloqueo de enhancer, lo que restablece en gran medida la expresion de ct.

En el caso de los organismos que son triple-mutantes (Figura 46C y D) se observa a simple
vista que el nimero de sensilias disminuye en comparacion con el control wt y los organismos
de genotipo y?wct®; +/+; Mod(mdg4)"1/+. En las imagenes es evidente la aparicion de zonas en
el borde del ala que no desarrollaron las sensilias, asi como un mayor nimero de sensilias
anormales. Adicionalmente, la cuantificacion del numero de sensilias arroj6 que dicha
disminucion es estadisticamente significativa en comparacion con los organismos wt y los de
genotipo y2w'ct®; +/+; Mod(mdg4)'Y/+ (Figura 47).

Por altimo, los individuos doble-mutantes también mostraron una disminucion estadisticamente
significativa en el nimero de sensilias, con respecto al control wt y los individuos de genotipo
y2wlct®; +/+; Mod(mdg4)'Y/+, asi como un aumento en el nimero de sensilias anormales (Figura
46E y F). Ademas, los resultados de la cuantificacién del nUmero de sensilias arrojé que no
existen diferencias significativas en el ndmero total de sensilias desarrolladas entre los
organismos triple y doble-mutantes (Figura 47).

Esto quiere decir que se necesita Unicamente el alelo Mod(mdg4)“* mas dAdd12? y/o dxnp? para
generar un fenotipo muy evidente en el ala. Ademas, hasta este punto ha quedado evidenciado
que dAddl1 y dXNP estan participando en la misma via, ya que la falta de cualquiera de los dos
genera los fenotipos anteriormente observados en la misma medida y no presentan un efecto
aditivo al estar mutados al mismo tiempo.
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Figura 46: Fotos representativas del borde superior de las alas de donde se encuentran las sensilias
mecanosensoras y que pueden ser afectadas por la actividad de insulator de Mod(mdg4). Las flechas
rojas indican sensilias engrosadas o de morfologia engrosada (6rganos cordotonales) mientras que
las flechas azules indican zonas que carecen de sensilias mecanosensoras.
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Figura 47: Promedio de nimero de sensilias mecanosensoras por genotipo. Analisis estadistico de
ANOVA ** = p<0.05

Las sensilias en general son componentes del sistema nervioso periférico y tienen patrones de
desarrollo similares entre ellas (Simpson y Marcellini, 2006). En el caso de las mecanosensoras,
estas son parte de un 6rgano gque esta compuesto de 4 tipos celulares que son denominados
como “shaft”, “socket”, “neuron sheath” y neurona bipolar, los cuales son el resultado de la
especializacion de cuatro células generadas por divisiones sucesivas de una célula precursora
denominada como SOP (célula precursora del érgano sensorial) (Furman y Bukharina, 2008).

ct actlia como un gen selector neuronal, el cual se expresa especificamente en las células SOP,
por lo gue ha mostrado ser necesario para la formacién de los 4 tipos celulares que forman a
las sensilias mecanosensoras (Blochlinger et al, 1990). Ademas, se ha reportado que una
disminucion en la expresion de ct resulta en una alteracion molecular y morfolégica de las
sensilias, las cuales se transforman en 6rganos cordotonales (Merritt, 1997). Esto explica la
aparicion de lo que en este trabajo se hizo referencia como sensilias engrosadas. Cabe destacar
que los organos cordotonales también funcionan como 6rganos mecanoreceptores
especializados y como propioceptores, pero estos no se localizan en el ala sino en articulaciones
en el exoesqueleto, asi como en extremidades (Field and Matheson, 1998).

Ademas, otro papel de ct respecto a la especificacién del margen del ala es que actia como
un interactor de varias vias que participan en el desarrollo del ala como Notch y Wingless (wg),
siendo este Ultimo mas relevante, debido a que ct mantiene la expresiéon de este morfégeno en
la etapa de prepupa (Micchelli et al., 1997). Sin embargo, se sabe que la actividad de ct es
independiente del mantenimiento de la expresién de wg, y se han identificado alrededor de 45
loci genéticos que interacttian con ct (Krupp et al, 2005).
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7.8.- Efecto sobre la actividad de insulator en el alelo reportero y?

El 92% de los individuos de genotipo y?; dAdd1%/+ alcanzaron la etapa adulta, por lo que no se
ve comprometida la viabilidad en este caso, mientras que el 91.3% los organismos de genotipo
yZ; +/+; dxnp?/+ alcanzaron la etapa adulta (Figura 48).
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Figura 48: Porcentaje de organismos que alcanzaron la etapa adulta en organismos de genotipo y?;

dAdd1?/+y y?; +/+; dxnp?. El nimero de individuos analizados fueron obtenidos en 3 experimentos
independientes y se muestra en la tabla 7

Por otro lado, en la tabla 6, se muestran los resultados referentes a los fenotipos que se podrian
generar en los organismos mutantes para dAdd1%/+ en un fondo y2. En ella, se puede apreciar
dAdd1 y/o dxnp en un fondo y? generan una cuticula amarilla, por lo que en este caso no se
observa una alteracion en la actividad de bloque de enhancer.

Genotipo Masas Genital Segmentos Cuticula
melanéticas rotado abdominales yellow
(%) (%) extras (%) (%)
0/285 0/285 0/285 0/285
dAdd17/+ (0%) (0%) (0%) (0%)
0/122 0/122 0/122 122/122
y?; dAdd1?/+ (0%) (0%) (0%) (100%)
0/75 0/75 0/75 75175
y?; +/+; dxnp?/+ (0%) (0%) (0%) (100%)

Tabla 7: Efecto de dAddl y dXNP sobre el alelo reportero y2. En la tabla se presenta el porcentaje

de individuos que presentaron masas melandticas, genitales rotados, segmentos abdominales extra,
defectos en el ala y cuticula amarilla.

59



y2dAdd 12+

Y2 ++; dxnp?/+

Figura 49: Fenotipos obtenidos en machos adultos. Se aprecia que los machos de genotipo y?;
dAdd1?/+ y dxnp? resultaron no tener una coloracién amarilla, si no, que su cuticula se asemeja a la
coloracion de las moscas wt.

La falta de una coloracién amarilla Gnicamente mutando a dAdd1 y/o dxnp en un fondo y?
contrasta con los resultados obtenidos previamente. Sin embargo, esto puede deberse a que
en el caso de las dobles y triples mutantes se contaba con el alelo Mod(mdg4)“! el cual generaba
una menor estabilidad en el insulator y posiblemente mutando un solo alelo de dAdd1 o dxnp
era suficiente para observar un fenotipo.

Por ello, seria necesario generar organismos que sean homocigotos nulos para dAddl y
heteroalélicos para dxnp en un fondo y? y/o ct® evaluar si se produce de nuevo un cambio en
los fenotipos derivados de una disminucién de la expresion del gen reportero.
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7.9.- Efecto de dAdd1, dXNP y Mod(mdg4) sobre la pigmentacién del abdomen en
hembras

En D. melanogaster existe un dimorfismo sexual respecto al patron de coloracion en el
abdomen. Los machos poseen un color claro en los segmentos A2-A4, con una banda de
coloracién negra en la regidn posterior de esos segmentos, asi como una coloraciéon
totalmente oscura en los segmentos A5/A6 (Figura 27, ver genotipo wt). Por otro lado, las
hembras, poseen una coloracién clara entre los segmentos A2-A6 con una banda de
coloracion negra en la region posterior de los segmentos (Figura 28, ver wt).

Sorpresivamente, las hembras triple-mutantes de genotipo y2wlctt/ylw; dAdd12/+;
Mod(mdg4)vY/dxnp? y y2wlct®; dAdd12/+; Mod(mdg4)vl/dxnp? desarrollaron un cambio en el patrén
de pigmentacién en los segmentos mas posteriores del abdomen. En el segmento A6 y la mitad del
segmento A5 mostraron una deposicion de pigmento negro que les da apariencia de macho (Figura
50). Cabe destacar que efectivamente son hembras ya que no poseen peines sexuales en el primer
par de patas, los cuales son estructuras que Unicamente tienen los machos cuya funcion es facilitar
la copula con las hembras.

Figura 50: Cambio de en el patron de coloracion en la cuticula en el abdomen de hembras triple-
mutantes: A):  y2wlctb/ylw; dAdd12/+; Mod(mdg4)'Y/dxnp2. B) y2wlcts/ylw; dAdd1?/+;
Mod(mdg4)vt/dxnp3. En ambos casos puede observar que las hembras de esos genotipos
desarrollan una coloracién negra que abarca todo el segmento A6, asi como la mitad del segmento
A5 (flechas negras), lo cual les da una apariencia mas cercana a machos.
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En Drosophila, asi como en otros insectos, la coloracion que adquieren las cuticulas de los
adultos resulta de una combinacion entre melaninas y esclerotinas, las cuales son producidas
por vias bioguimicas interconectadas que procesan tirosina obtenida a partir de la dieta (True,
2003; Zhan et al, 2010; Massey y Wittkopp, 2016), lo que genera pigmentos que son
depositados en la cuticula en desarrollo durante estadios pupales tardios, asi como en etapas
tempranas del adulto (Walter et al., 1996, Wittkopp et al., 2003).

En D. melanogaster los pigmentos se forman a partir de dopamina, que puede entrar a 4 vias
diferentes para la generacién melaninas y esclerotinas. En el caso de la proteina yellow, se sabe
gue esta involucrada junto a fenol-oxidasas en la catalisis de dopamina hacia melanina negra,
y una disminucién en la expresion de y afecta la formacién de las mismas ya que se favorece la
sintesis de esclerotinas originando una cuticula amarilla 0 melaninas cafés (Wittkopp et al.,
2009; Massey y Wittkopp, 2016).

Interesantemente, los genes involucrados en la sintesis de pigmentos como, por ejemplo,
yellow, ebony y tan, son regulados por cinco factores transcripcionales en Drosophila, los cuales
son; bric a brac (bab), doublesex (dsx), Distal-less (DIl), Engrailed (en) y abdominal-B (Adb-B)
(Massey y Wittkopp, 2016). Este Ultimo resalta debido a que se sabe que puede unirse
directamente sobre el enhancer de cuerpo de yellow y propiciar su transcripcion (Jeong et al.,
2006).

Esto también es relevante, debido a que datos no publicados de nuestro laboratorio obtenidos
mediante ChlP-seq en células kc167 las cuales tienen una expresién moderadamente alta de
yellow, muestran picos de co-localizacion de diversas proteinas como dAddl, Su(Hw), CP190y
Mod(mdg4) sobre la regién promotora del gen Abd-B.

Lo cual estaria sugiriendo que dAdd1, dXNP y Mod(mdg4) también podrian regular la expresion
de Abd-B, y de esta manera quiza también este contribuyendo a en la regulacion en la expresién
de yellow en los segmentos mas posteriores del abdomen. Ademas, en los datos de ChlP-seq
se ha observado picos de co-localizacién entre las proteinas dAddl y Mod(mdg4) sobre el
enhancer bab, el cual es un gen que codifica para factores transcripcionales que actian como
represores de la deposicién de melaninas en los segmentos mas posteriores en el abdomen de
hembras.

Aunado a lo anterior, Abd-B cuenta con dos sitios de unién directa muy bien caracterizados
sobre el enhancer de cuerpo de yellow (Jeong et al., 2006) y al revisar esa region en nuestros
datos de ChlP-seq, se observé picos de co-localizacion de dAdd1l, Mod(mdg4) y dCTCF justo
en esos sitios. Lo anterior abre la posibilidad de que las proteinas, dAddl, Mod(mdg4) y quiza
dCTCF pudieran estar ayudando a dirigir a Abd-B sobre su secuencia blanco en el enhancer de
cuerpo de yellow y de esta forma intervenir en su expresion, por lo que esto podria ser una
cuarta posibilidad para tratar de explicar los fenotipos observados en las triples mutantes.

Todo lo anterior, sugiere tres posibilidades para tratar de explicar el fenotipo observado. 1). Que
al disminuir la expresién de las proteinas dAdd1, dXNP y mod(mdg4) exista un aumento en la
expresion de y. 2) Que exista una disminucion en los niveles de expresion de bab. 3) Que se
esté viendo afectado el reclutamiento de Abd-B sobre las regiones regulatorias de y y bab
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Ademads, todo lo anterior también es apoyado por datos obtenidos mediante ensayos de doble
hibrido, donde se ha encontrado que hay una interaccién entre dXNP y Mod(Mdg4) (Datos no
publicados), mientras que dXNP interactia gracias a su amino-terminal con las 3 isoformas de
dAddl (Lopez-Falcon et al.,, 2014). Esto indica la capacidad de estas 3 proteinas para
interactuar y formar parte de complejos que estén regulando la expresion de ciertos genes.

63



8.- Conclusiones

e No encontr6 una interaccion genética entre dAdd1, dXNP y CTCF utilizando los
alelos dxnp?/dxnp?; dAdd1? y dCTCF®,

e Existe una interaccion genética entre dAdd1, dXNP y Mod(mdg4).

e Las proteinas dAdd1 y dXNP son reguladores negativos de la actividad de bloqueo
de enhancer mediada por el retrotransposon Gypsy, ademas de que participan en
la misma via.

o Aparentemente la isoforma larga dXNP es la que esta involucrada junto a las
proteinas dAddl en la regulacién negativa de la actividad de bloque de enhancer
generada por la presencia del retrotransposén Gypsy.

e Las proteinas dAddl, dXNP y Mod(mdg4) estan involucradas en el patrén de
pigmentacion que genera el dimorfismo sexual entre machos y hembras en D.
melanogaster.
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9.- Perspectivas

e Se propone realizar ensayos de pull-down entre Mod(mdg4) y dXNP para conocer
exactamente los dominios de interaccion entre ellas. Ademas de realizar ensayos de
pull-down entre Mod(mdg4), dAddl y dXNP para determinar si estas proteinas pueden
interactuar entre ellas, los cual ayudaria a saber si pueden formar complejos entre ellas.

e Para verificar si dAdd1 y dXNP regulan una actividad de bloqueo de enhancer de Gypsy
afectando la formacion de loops de la cromatina se propone realizar un ensayo de 3C
ya sea en células del disco de ala y en pupas respectivamente, para comprobar si se
altera la interaccion entre enhancer-promotor en el locus de yellow y ct en los
organismos doble mutantes y?w!ct’; dAdd1%/+; Mod(mdg4)'Y/+ y y?wlctt; +/+;
Mod(mdg4)*/dxnp?, asi como en los individuos triple mutantes y?wct®; dAdd1%/+;
Mod(mdg4)-Y/dxnp?.

e Para poder tener un acercamiento sobre si dAddl puede reconocer a Gypsy Yy
silenciarlo, se propone realizar ensayos de ChIP-qPCR para determinar si esta proteina
es capaz de unirse a la secuencia de Gypsy en los alelos y? y ct®, ademas de que esto
permitira saber (si es el caso) en qué regiones especificamente se esta uniendo dAdd1.

e Para determinar si las proteinas dAddl, dXNP y Mod(mdg4) regulan la expresién de
Abd-B es necesario verificar sus niveles de expresion por RT-gPCR y/o la cantidad de
proteina por western blot en pupas de organismos doble mutantes y?w*ct®; dAdd1%/+;
Mod(mdg4)'/+ y y?wlct®; +/+; Mod(mdg4)“!/dxnp?, asi como en los individuos triple
mutantes y?w'ct®; dAdd1%/+; Mod(mdg4)“*/dxnp?

e Para determinar si las proteinas dAddl, dXNP y Mod(mdg4) pueden regular el
reclutamiento de Abd-B sobre las regiones regulatorias de y y bab, se proponen realizar
ensayos de ChIP-gPCR para averiguar si existe un cambio en los niveles de
posicionamiento de Abd-B.

e Se sugiere generar individuos que sean homocigotos nulos para dAdd1 y heteroalélicas
para dXNP en un fondo y?y ct®, para determinar si aparecen fenotipos en un fondo
donde la actividad de blogueo de enhancer no esta sensibilizada.
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Anexo 1.- Alelos mutantes utilizados para los ensayos de interaccion genética

En esta seccidn se hace una descripcidon de los alelos mutantes utilizados en este trabajo para
los ensayos de interaccion genética.

A continuaciéon, se muestra una representacion de los alelos mutantes (sin escala)
correspondientes a dAddl, dxnp, dCTCF y Mod(mdg4). Estos alelos fueron construidos
mediante la insercidn de elementos transponibles ya sea cera del sitio de inicio de transcripcion,
en las regiones UTR o dentro de exones.

En la figura Al.1 se muestra los alelos descritos para dxnp, en ella se observa que esta alelo
dxnp? el cual nulo, ya que en él se elimino totalmente la secuencia de dxnp. Adicionalmente en
este alelo se eliminé completamente las secuencias de dos genes adyacentes los cuales son
Med28 y CG4553 y se genero una delecion del extremo 5’ del gen VPS33B.

El segundo alelo conocido como dxnp? posee una delecion de la region promotora la cual afecta
a ambas isoformas de dxnp, generando un alelo nulo y, por ultimo, el tercer alelo es dxnp? el
cual posee una delecién de la regiéon que contiene el primer coddn de inicio, por lo que este
alelo s6lo afecta a la isoforma larga de la proteina ya que permanece intacta la region que
codifica para la isoforma corta.

En la figura Al1.2 se muestran los alelos descritos para dAdd1 originalmente reportados en el
trabajo de Alekseyenko et al., 2014. Estos alelos fueron construidos mediante la insercion del
retrotransposon P{GawB}cg8290NP97%3 en la posicion +68 del sitio de inicio de transcripcion de
dAdd1.

El primer alelo es conocido como dAdd1! el cual cuenta con una delecion que va del 5 UTR
(amarillo) hasta el tercer exén, lo que genera una proteina que carece del extremo N-terminal
incluyendo el dominio ADD. El segundo alelo denominado dAdd1? contiene una delecion que
va desde el 5 UTR hasta el exén 7 lo cual genera una proteina trunca que es dirigida a
degradacion via proteasoma por lo cual este alelo se considera como nulo para dAdd1.

Por otro lado, en la figura A1.3 se presenta el alelo dCTCF®°, el cual fue construido mediante la
insercion del retrotransposén P{EPgy2} a +26 pb después del sitio de inicio de transcripcién de
dCTCF, donde posteriormente se hizo una escision del extremo 5’ del retrotransposén (rojo),
pero conservando 4680 pb que quedd insertada dentro de dCTCF.

Por dltimo, en la figura Al.4 se muestra el alelo Mod(mdg4)", que se gener6 mediante la
insercién de un retrotransposén P{EPgy2} en el Gltimo exon, lo cual genera una proteina trunca
que carece de dos dominios localizados en el extremo C-terminal conocidos como FLYWCH y
el dominio de union de Su(Hw).
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Figura A1.1: Alelos mutantes para dXNP (modificado de Bassett et al., 2008). Los genes estan
representados en forma de flechas que indican su direccién en la transcripcion. En el nivel
inferior, se muestra la secuencia transcrita; UTRs (cajas amarillas) y exones (cajas azules). Las
barras rojas indican el tamafio de la delecién que genera cada alelo y finalmente se presenta
un diagrama de la proteina que muestra sus dominios caracteristicos.
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Figura Al1.2: Alelos mutantes para dAdd1 (modificado de Alekseyenko et al., 2014). Los genes
estan representados en forma de flechas que indican su direccion en la transcripcién. En el nivel
inferior, se muestra la secuencia transcrita; UTRs (cajas amarillas) y exones (cajas azules). Las
barras rojas indican el tamafio de la deleciéon que genera cada alelo y finalmente se presenta
un diagrama de la proteina que muestra sus dominios caracteristicos.

78



4680 b
P I d/ CTCF°

I qm > < dCTCF 1l
+26 Modificado de

MacDonald et al.,

[ Hi - I, — ] 2010

818 609 294 1

Figura A1.3: Alelo mutante dCTCF*° (modificado de MacDonald et al., 2010). Los genes estan

representados en forma de flechas que indican su direccién en la transcripcion. En el nivel
inferior, se muestra la secuencia transcrita; UTRs (cajas amarillas) y exones (cajas azules). La
barra roja indica el tamafio de la delecidn que genera cada alelo y finalmente se presenta un
diagrama de la proteina que muestra sus dominios caracteristicos.
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Figura Al.4: Alelo mutante para Mod(mdg4) (modificado de Gerasimova et al., 1995). Los
genes estan representados en forma de flechas que indican su direccidn en la transcripcion. En
el nivel inferior, se muestra la secuencia transcrita; UTRs (cajas amarillas) y exones (cajas
azules). La barra roja indica el tamafio de la delecién que genera cada alelo y finalmente se
presenta un diagrama de la proteina que muestra sus dominios caracteristicos.
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Anexo 2 Cruzas genéticas

En esta seccion muestra la estrategia seguida para obtener cada uno de los diferentes genotipos

evaluados en este trabajo.
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m(FBpupogy, (TPPYP | 533.Mp4

m(FBpupoy , TPPYP , 512.mp 4

mEBpw)pon TppYD 39,m.4

m(EBpudpo ;1ppYp o39,mL

mEfrwlpoy Tppve A

mEfpwlpoy tpove A

wo(PBpW)pON ;T PPYP 510,m A

miEFPu)poy , (TPRYE | 939:M 4

miEBpw)pojy  JIPRYP | 032,k

m(FBpupogy, (TPPYP | 533.Mp4

m(FBpupoy , TPPYP , 512.mp 4

m(EBpu)poy TppYR 930,m K

mlEBou)popy 1ppYR 412,054

m(EBrudpoyy TppYe A

mlEfrudpopy TppVe A

1(FBpWpoN ;T pPYPIs12,m A

mlpBpwjpopy
LIPPYP 512,m A

r(PBpWpopy
TPPYPi513,MmA

w(OPW)PON ZIPPYP ‘A

wl(PBpW)poN ZIppYP ‘A

(BOPUOPOI | FIPPEP | 12 My

_“emfa.uia.z_ﬂ. afa ﬁmuui

=

m (#Fpw)pogy

R X
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A
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