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Explicacion de la portada y contraportada

Immunofluorescencia en el cerebro adulto de Drosophila melanogaster. Se observan los
fotorreceptores R7 (verde) y R8 (rojo) en el neuropilo de la medulla.
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Resumen

El establecimiento de conexiones sindpticas especificas entre neuronas es esencial para la
formacidn de los circuitos neuronales. En muchos sistemas esto requiere de una extensién hacia
una capa sinaptica concreta y la seleccion de la neurona especifica con la que realizar la sinapsis,
entre todas las células que ocupan la capa. Sin embargo, los mecanismos que dirigen el
establecimiento de conexiones entre neuronas contintan siendo una incégnita en cualquier
organismo. Nuestra hipdtesis se basa en que las diferencias moleculares entre subtipos
neuronales, con origen y funcién similar, contribuyen a su distinta conectividad.

Para ello, decidimos estudiar la diferente seleccion de capa de dos fotorreceptores
estrechamente relacionados del sistema visual de Drosophila melanogaster: R7 y R8. Durante el
desarrollo de la pupa, el conjunto de células R7 y R8 que forman el ojo compuesto (750 R7s y
750 R8s) se dirigen de forma sincrona hacia su capa final sinaptica. Gracias a esta precisa
coordinacion, estudios previos obtuvieron el transcriptoma de R7 y R8 durante el proceso de la
seleccion de capa. A través de herramientas bioinformaticas se han identificado genes
diferencialmente expresados entre R7 y R8. Para esclarecer una funcion de estos genes en la
seleccion de capa de R8 nos centramos en el estudio de 229 genes enriquecidos en R8 mediante
un screen con RNAI.

De este analisis se han obtenido 43 genes candidatos con defectos en la seleccion de capa de
R8, de un total de 175 genes estudiados. Para verificar el fenotipo obtenido en el screen con
RNAI, se procedio a la validacion mediante lineas mutantes o inserciones. De 16 genes viables,
se consiguieron validar 5 de ellos, de los cuales nos centramos en dos genes: GstE11 y esn.
GstE11 podria mostrar una funcién especifica en la guia axonal de R8, la cual seria independiente
a su papel protector frente al estrés oxidativo. Esta hipdtesis se corroboraria ya que un miembro
de la misma familia de GSTs mostro defectos en el R8 en el screen con RNAI. En referencia a Esn,
hemos demostrado que tiene una funcidn en la seleccion de capa de R8, que podria estar
mediada por Fmi, que es una molécula de superficie involucrada en la guia axonal de R8. Dado
qgue Fmi y Gogo actuan de forma conjunta en la seleccidon de capa de RS, se sugiere que Esn
podria colaborar con ambos en el cono de crecimiento de R8.






Abstract

A fundamental requirement in the assembly of neural circuits is that neurons establish synaptic
connections with their appropriate partners. In many systems, this involves extension into a
particular synaptic layer and selection of the appropriate partner among all the cells in the layer.
Virtually nothing is known about the mechanisms governing the establishment of specific
connections in any system. Our hypothesis is that the molecular differences that exist between
neuronal subtypes, with similar developmental origin and function, contributes to their distinct
connectivity.

To address our hypothesis, we study the differential layer selection of the closely related
Drosophila R7 and R8 photoreceptors. Each eye contains 750 R7 and 750 R8 cells, and the entire
population of each subtype proceeds synchronously to their respective final synaptic layer
during pupal development. Taking advantage of such precise coordination, previous studies of
RNA-seq profiled the R7 and R8 transcriptomes during the process of final extension. Our
bioinformatics analysis identified differentially expressed genes between the R7 and the R8. In
order to gain insight into a role of these genes in R8 layer selection, we focused on 229 R8
enriched genes and performed an RNAi screen.

Following this approach, we have identified 43 candidate genes showing layer selection defects,
out of 175 genes analyzed. To verify the observed RNAi phenotype, we validated them by
mutant lines or insertions and found that in 5 out of 16 viable genes tested, the phenotype in
R8 was successfully confirmed. Among the 5 validated genes, we focused on GstE11 and esn.
We found that GstE11 might have a specific role in layer selection independently of its protective
role from oxidative stress. This hypothesis could be supported by the fact that another member
of the same family of GSTs also showed targeting defects in the RNAi screen. Besides, we
demonstrated that Esn has a function in R8 layer selection, which may be mediated through its
interaction with Fmi, which is already described to function in R8 axon guidance. Since Fmi and
Gogo work together in R8 targeting, we suggest that Esn could be collaborating with them in the
R8 axon growth cone.
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- DRA: Dorsal Rim Area

- dsRNA: double strand DNA (DNA de cadena doble)
- EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

- Esn: espinas

- ey: eyeless

- FLP: Flipasa

- Fmi: Flamingo

- Fc: Fold change

- Fra: Frazzled

- FRT: Flipase recombination target

- FT: Factor de transcripcion

- Gal4: Galactose-induced gene 4

- GFP: Green fluorescence protein

- GMR: Glass multimer reporter

- Gogo: Goldel Goal

- GST: Glutation S-transferasa

- h: horas

- HCI: Cloruro de hidrégeno

- Ig: Inmunoglobulina

- InR: Insulin receptor

- JAK/STAT: Janus kinase/signal transducer and activator of transcription
- JM: Yuxtamembrana

- Kb: Kilobase

- Ken: Ken and Barbie



- LC: Neuronas columnares

- LT: Neuronas tree-like

- L: Lamina

- L1,L2 y L3: primera, segunda y tercera etapa larvaria
- LexO: LexA operator

- MAPK: Mitogen-activated protein kinase

- MARCM: Mosaic analysis with a repressible cell marker
- MB: Mushroom bodies

- MgCI2: Cloruro de magnesio

- min.: minutos

- MSC: Molécula de superficie celular

- Myr-tdTom: myristoylated tandem tomato
- NaCl: Cloruro de sodio
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- Net: Netrin

- NF-YC: Nuclear Factor YC

- NGL: Nucleo lateral geniculado

- NL: Neuronas de la lamina

- Otd: Orthodenticle

- Pb: pares de bases

- PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction)
- PET: Prickle-Espinas-Testis

- PM3: Post M3

- PM6: Post M6

- Pros: Prospero

- REDOX: Oxidacion-Reduccion

- RFP: Red fluorescence protein

- Rh: Rodopsina, Rhodopsin

- RNAi: RNA de interferencia

- RNAm: RNA mesajero

- RNA-seq: RNA sequencing

- Ro: Rough

- Rpkm: Read per kilobase of a specific mRNA per million reads
- RT-PCR: Real-time PCR

- S6K: Kinasa S6K

- SB: Squishing buffer

- SB: Solucién de bloqueo

- Seq: Sequoia

- Sens: Senseless

- siRNA: small interference RNA (RNA de interferencia pequefio)
- SM: Surco morfogenético

- SN: Sistema nervioso

- SNC: Sistema nervioso central

- SNP: Sistema nervioso periférico

- SSEM: Serial Section Electron Microscopy

- STaR: Synaptic Tagging with Recombination
- SU: Sitios de union

- T/C: Coliculo superior o tectum

- TGF-B: Transforming growth factor beta

- Tm: Transmedular

- TRiP: Transgenic RNAi Project

- UAS: Upstream activation sequences



- UTR: Untranslated region

- VALIUM: Vermilion-AttB-Loxp-Intron-UAS-MCS
- VDRC: Vienna Drosophila Resource Center

- VPN: Neurona ventral periférica

- WT: Wild type

- YFP: Yellow fluorescence protein
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El cerebro es el 6rgano mas complejo del cuerpo, encargado de controlar todas las actividades
vitales, siendo capaz de interpretar la informacién proveniente del mundo que nos rodea a
través de los sentidos. La evolucidn del cerebro ha permitido que el ser humano tenga mayores
capacidades cognitivas, linglisticas y sociales marcando asi la diferencia con el resto del reino
animal, incluso con nuestros ancestros mas cercanos, los grandes simios.

La pregunta que ha sido objeto de estudio durante décadas, es conocer cdmo las neuronas se
conectan entre si en el cerebro. La formacion de los circuitos neuronales tiene lugar durante el
desarrollo embrionario y postnatal a través de mecanismos moleculares muy precisos. En estas
etapas del desarrollo, los axones forman sinapsis especificas para asi generar una red neuronal
precisa, estereotipada y funcional que permita procesar la informacidn del medio exterior.

Fallos generados en el establecimiento del circuito neuronal durante el desarrollo, producen
graves enfermedades neuroldgicas con dramdticas consecuencias cognitivas, conductuales,
motoras, sensoriales y malformativas. En el caso del autismo o de la esquizofrenia se han
conseguido grandes avances a través de experimentos con neuronas derivadas de células madre
realizados en animales modelo. Sin embargo, a pesar de conseguir una mejora de la
sintomatologia de los pacientes mediante esta terapia y otras, no existe una cura capaz de
erradicarlas. Por ello, es de gran relevancia conocer los mecanismos implicados en la formacion
de conexiones neuronales funcionales, con el objetivo de reemplazar la pérdida o defectos en
estas.

1. Estructura y formacion del entramado
neuronal

El patrén de organizacion mas comun observado en vertebrados e invertebrados es la
estructuracion en capas cerebrales. Cada capa es un compartimento a lo largo del eje horizontal
del cerebro, que contiene una funcién particular neural y diferente conectividad, facilitando asi
las relaciones de entrada y salida de informacidn entre capas. Ademas de las capas, las neuronas
también se organizan formando columnas perpendiculares a dichas capas. Las columnas son
unidades funcionales para el procesamiento de sefales en la ruta neural. Por lo tanto, las
neuronas llevan a cabo conexiones verticales y horizontales de forma precisa y rigurosa,
facilitando el procesamiento y la propagacién de los impulsos nerviosos (Huberman, Clandinin
and Baier, 2010).

Las conexiones especificas neuronales se producen gracias a una estructura situada en el
extremo de la neurita, llamada cono de crecimiento, el cual tiene que dirigirse hacia su diana
especifica mediante un comportamiento estereotipado. Este movimiento estd guiado por
sefiales extrinsecas que tienen la capacidad de dirigir la extension de los procesos neuronales,
pudiendo ser quimio-atractivas o quimio-repulsivas (O’Donnell, Chance and Bashaw, 2009;
Chédotal and Richards, 2010; Kolodkin and Tessier-Lavigne, 2011). Otras sefiales de guia axonal
se producen mediante receptores de superficie celular del cono de crecimiento para dirigirlo a
su diana apropiada. Ademas, la region diana en la cual el axdn presinaptico conectara con el
postsindptico, proporciona sefiales para especificar dichas conexiones (Sanes and Yamagata,
2009; Williams, de Wit and Ghosh, 2010).

La formacion de las redes neuronales complejas se produce en diferentes pasos: 1) busqueda
de la trayectoria hacia la region diana, 2) llegada a un drea en concreto de la regién diana, 3)
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4) formacién de la sinapsis (sinaptogénesis). Los mecanismos que regulan la seleccién de las
neuronas especificas por parte del cono de crecimiento para formar conexionas sindpticas son
poco conocidos. Sin embargo, se conoce que inicialmente se forma un patrén de conectividad
preciso y especifico gracias a una regulacion genética (Omar Trujillo-Cendz, 1966; Braitenberg,
1967; Lin et al., 2000). Probablemente, en la mayoria de los sistemas, las interacciones entre
moléculas de superficie que median dichas conexiones estan determinadas a través de
programas genéticos (Clandinin and Zipursky, 2002). Ademas, se postula que, el entramado
neuronal se refina posteriormente mediante actividad neural (Katz and Shatz, 1996).

El sistema visual de Drosophila ha contribuido a la identificacion de mecanismos moleculares
que regulan el cableado especifico neuronal (Sanes and Zipursky, 2010). Fue el cientifico Ramdn
y Cajal el que inicialmente identificd las similitudes entre las retinas de vertebrados (Cajal, 1893)
y posteriormente, descubrid dichas semejanzas en la organizacion y morfologia entre el sistema
visual de los insectos y la retina de vertebrados (Cajal and Sanchez, 1915) (Figura 1). Ademas,
posteriormente se demostrd que el sistema visual de Drosophila tenia el mismo nivel de
complejidad que los dipteros superiores (Fischbach and Dittrich, 1989).

B Flertebrate C  Vertebrado

5 b/
/4- s a el A
P
411/"2) 5
6
7
3
9
g ‘/ »2‘
Figura 1. Similitudes entre el sistema visual de moscas y vertebrados observadas por Cajal. A)
Partes del sistema visual de moscas: Retina (I-Ill), lamina (IV y VIIl) y lobula (L). Los somas se

localizan en su posicidn original. a y b, fotorreceptores; ¢, neurona monopolar de la lamina; h,
neurona transmedular. B) En este esquema del sistema visual de insecto, Cajal colocd los
nucleos celulares en las correspondientes posiciones de vertebrados, llamando a esta
organizacion: Flertebrate. c, las neuronas monopolares de la lamina que son similares a las
neuronas bipolares (c, en la imagen derecha); d, las células amacrinas son similares a las células
horizontales (d en la imagen derecha); h, las células transmedulares que son similares a las
células retinales ganglionares (b en la imagen derecha). C) Dibujo que representa los principales
tipos celulares de la retina de vertebrados y sus conexiones. Cajal observé que los nimeros
ardbicos se corresponden a los nimeros romanos de A). De Cajal y Sdnchez, 1915; adaptado
por Meinertzhagen, 1993.

Los estudios funcionales y estructurales durante el desarrollo de Drosophila en las ultimas
décadas, han apoyado el punto de vista de Cajal (Sanes and Zipursky, 2010; Kolodkin and
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Hiesinger, 2017). Por lo que las caracteristicas conservadas entre especies diferentes son,
probablemente, fundamentales para asi aumentar el conocimiento de un organismo a través de
otros.
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2. Drosophila melanogaster como animal
modelo para el estudio de la conectividad
especifica neuronal

Drosophila, un organismo mds simple que vertebrados, presenta una baja redundancia genética
al disponer un nimero mas reducido de genes pardlogos comparado con vertebrados. Esto ha
permitido a los cientificos identificar facilmente los genes principales de diferentes rutas de
sefializacién y sus funciones. Debido a la secuenciacién completa del genoma de Drosophila en
el afio 2000 (Adams et al., 2000), se pudo demostrar que, sobre el 75% de genes implicados en
enfermedades humanas poseian ortdlogos en este organismo (Reiter et al., 2001). Por lo que,
Drosophila constituye un modelo animal altamente valioso en el campo de la investigacion
biomédica para el estudio de un amplio rango de procesos biolégicos incluyendo la herencia
genética, el desarrollo embrionario, el aprendizaje, el comportamiento y el envejecimiento
(Jennings, 2011).

El sistema nervioso (SN) de Drosophila, en particular el sistema visual, se basa en patrones de
conexiones complejas y considerablemente precisas, las cuales han sido descritas a nivel de
neuronas individuales. Gracias a la elevada disponibilidad de herramientas genéticas para este
organismo, se ha conseguido aumentar el conocimiento sobre cémo se lleva a cabo dicha
conectividad neural especifica en el sistema visual (Hadjieconomou, Timofeev and Salecker,
2011). Ademds, debido a la rapidez de su ciclo vital (Figura 2), al bajo coste econédmico y a su
facil manipulacidn, Drosophila representa un modelo clave que permite contestar preguntas
como: ¢Cémo son capaces las neuronas de reconocer a su neurona compaiera especifica entre
cientos de ellas? ¢Qué mecanismos moleculares son necesarios para dirigir a los axones
neuronales hacia una region especifica en el cerebro?

Figura 2. El ciclo de vida de Drosophila
| melanogaster. Durante las primeras
' 24h comienza la embriogénesis, donde
la polaridad del embrién se determina.
A continuacion, durante cuatro dias se

| desarrollo de la larva (L1, L2
Pupa e / produce e ,
P / 6I Adultos ? \ Ny y L3), siendo en esta etapa donde el
120h Embrion

animal crece mas. Después, se da la
0-24h etapa de pupa, que dura cinco dias. En

T l este estadio ocurre la metamorfosis,
donde los tejidos imaginales larvarios

se diferencian dando lugar a las

~
Primer estructuras adultas. Al final de la etapa
Tercer ¥ estadio larval de pupa, los adultos emergen
. completandose asi el ciclo,
estadio larval / 24-48h comprendiendo unos diez dias a 25°C.
72-120h O .
Segundo
estadio larval
48-72h
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2.1 El sistema nervioso de Drosophila

El sistema nervioso de Drosophila estd compuesto por el sistema nervioso central (SNC): cerebro
y el corddn nervioso ventral, encargados de procesar la informacion del exterior y controlar el
movimiento de las alas, patas y abdomen. Por otra parte, el sistema nervioso periférico (SNP) lo
forman neuronas sensoriales, cuya funcion es conectar el SNC con los diferentes drganos del
animal (Figura 3).

Lobulo Cerebro  Lobulo Figura 3. El SNC de Drosophila melanogaster. El
éptico central éptico cerebro esta formado por dos Idbulos 6pticos y el
cerebro central. Las regiones corticales (gris claro) estan

Medulla . formadas por los nucleos de las neuronas y de las

Lamina células gliales. Los axones se localizan en los neuropilos
(gris oscuro): lamina, medulla y lobula complex. Los
mushroom bodies (MB) se encuentran en el cerebro
central. Del cerebro y del cordén nervioso ventral se
proyectan nervios periféricos sensoriales para conectar
Lobula con los érganos del animal. (Adaptada de Kremer et al.,

Q complex 2017)

> Nervios
periféricos

Cerebro

/

\

ventral

Corddn nervioso

/\ Regién cortical
B Neuropilos

El SNC se desarrolla a partir del neuroectodermo bilateral, que se encuentra a ambos lados de
una franja estrecha de células de la linea media ventral. Las células del neuroectodermo
comienzan a delaminarse de la superficie del epitelio siguiendo un patrén fijo y se moveran hacia
el interior del embridn para formar células precursoras neuronales llamadas neuroblastos. Cada
neuroblasto expresara una combinacion de genes que dara lugar a las familias de neuronas y
células gliales.

En el SNC, los nucleos de las neuronas se localizan en regiones corticales, mientras que las
conexiones sinapticas se producen en los neuropilos, estructuras que contienen un conjunto de
terminales axdnicos, dendritas y células gliales. Dichos neuropilos estdan conectados mediante
extensiones axonales (Strausfeld, 1976; Meinertzhagen and Hansen, 1993) (Figura 3).

El neuropilo encargado del aprendizaje y la memoria se denomia mushroom bodies, situado en
el cerebro central y compuesto por diferentes tipos de neuronas, principalmente encargadas del
aprendizaje olfativo (Figura 3) (Gregg Roman et al., 2001; Waddell and Quinn, 2001). Los nervios
periféricos conectan los drganos sensoriales y la musculatura con el SNC.
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2.2 El sistema visual de Drosophila

El sistema visual estd formado alrededor de 150.000 neuronas y células gliales (Chiang et al.,
2011), encargadas de que la informacidn visual detectada por la retina se procese en los I6bulos
Opticos del cerebro (Figura 2). Los Iébulos épticos son los principales centros de procesamiento
y se encargan de extraer importantes caracteristicas del mundo visual como la forma, el color,
el movimiento y la luz polarizada. Esta informacidn se transmite al cerebro central.

2.2.1 El ojo compuesto

El ojo compuesto de Drosophila esta formado por, aproximadamente, 750 unidades llamadas
omatidios formando un perfecto entramado (Figura 4).

Figura 4. El ojo compuesto de
Drosophila  melanogaster. En la
imagen izquierda se observa el ojo
adulto de Drosophila, formado por 750
unidades llamadas omatidios
(amarillo). La imagen derecha ilustra la
estructura apico-basal de un omatidio.
Este estd formado por una lente en la
parte mas apical y por un conjunto de
células, entre ellas los fotorreceptores
(células R): R1-R8. R1-R6, azul; R7,
verde y R8, rojo.

Cada omatidio esta compuesto por 8 fotorreceptores o células R (R1-R8), los cuales se dividen
en tres tipos: R1-R6, expresan la rodopsina Rh1 y estan implicados en detectar el movimiento;
R7 expresa las rodopsinas sensibles a la luz ultravioleta, Rh3 y Rh4; y R8 que expresa las
rodopsinas sensibles a la luz azul, Rh5, y luz verde, Rh6 (Morante, Desplan and Celik, 2007).

Las células R presentan sus somas en la retina, mientras que los axones se proyectan hacia

diferentes neuropilos del I6bulo dptico. Los neuropilos en los que se divide el cerebro son:
lamina, medulla, lobula y lobula plate (Figura 5).
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[~ Figura 5. Organizacion sinaptica del sistema visual adulto. La

H’RHW L7 imagen ilustra los circuitos neuronales necesarios para la

Retina transmision de la informacion desde la retina hasta el cerebro. El

15 sistema visual esta formado por la retina (ojo compuesto) y tres

6 3 neuropilos: lamina, medulla y lobula complex (lobula y lobula

. & plate). Las células R externas R1-R6 proyectan sus axones desde la
Lamina § : ) .

retina hasta la lamina, donde conectan con neuronas de la lamina

et > en los cartridges. Las células R internas R7 y R8 se proyectan hacia

fﬂ i la lamina para alcanzar las capas M6 y M3 de la medulla,

Medulla == mr\&z respectivamente. Ambas células conectan con R1-R6 y neuronas de

o v 3 §§ la lamina L3-L5 en las columnas de la medulla. Las neuronas de la

M0 lamina L1-L5 forman arborizaciones en M1-M5. La medulla es

Distal \ L4 L/ enervada por las neuronas transmedulares (Tm) que conectan la

I: wels Tols 2& M/g " medulla y la lobula, y por neuronas TmY, que conectan la medulla
Proximal Lobul .,L Bt con las capas Lo1-6 en la lobula y con Lop1-4 en la lobula plate. Las
gk ;‘a;’ea neuronas intrinsecas de la medulla (Mi) conectan la medulla distal

y proximal. (Adaptada de Hadjieconomou, Timofeev and Salecker,
Lobula complex 2011).

La lobula 'y la lobula plate forman el lobula complex, donde la informacidn visual ya procesada,
se transmitira a los centros superiores cerebrales a través de diferentes rutas (Mu, Ito, Bacon, &
Strausfeld, 2012; Otsuna & Kei, 2006; Otsuna, Shinomiya, & Ito, 2014; Panser et al., 2016; Wu et
al., 2016).

2.2.2 Lamina

Los fotorreceptores R1-R6 detectan el movimiento e inicialmente se proyectan hacia la lamina
donde enervan diferentes columnas llamadas cartridges de forma precisa, junto con neuronas
de la lamina monopolares L1-L5 e interneuronas (Meinertzhagen and Sorra, 2001). Las neuronas
monopolares L1-L5, ademas de contactar en los cartridges, se proyectan hacia la medulla para
mantener el mapa retinotdpico. Otro tipo de neuronas de la lamina son las células amacrinas,
encargadas de conectar varios cartridges entre si (Fischbach and Dittrich, 1989; Hofbauer and
Campos-Ortega, 1990; Tuthill et al., 2013). Cada cartridge recoge la informacion visual de un
punto en el espacio, por lo que el conjunto de estos estan organizados para recrear la
representacion topografica del espacio visual (Braitenberg, 1967; Kirschfeld, 1967).

2.2.3 Medulla

A continuacién de la lamina se encuentra la medulla, |la cual estd dividida en 10 capas paralelas,
qgue son M1-M10, y en columnas perpendiculares a las capas (Fischbach and Dittrich, 1989). La
medulla es el componente principal del I6bulo dptico, en el cual se procesan diferentes tipos de
informacidn visual, como el movimiento, la formay el color.

La medulla distal se extiende de la capa M1 a la M6 y recibe la informacién de R7 (M6) y R8 (M3)
(Fischbach and Dittrich, 1989; Morante and Desplan, 2008), mientras que la medulla proximal,
comprendiendo desde la M7 a la capa M10, recibe informaciéon de la medulla distal y ademas
computa informacidn visual adicional.

R8 y R7, encargados de detectar el color, proyectan sus axones a las capas M3 y M6,
respectivamente. Cada columna es enervada por las neuronas de la lamina L1-L5, 35 neuronas
de la medulla y numerosas neuronas superiores ascendentes, formando ramificaciones en cada
capa o en varias de ellas, siguiendo un patron determinado (Fischbach and Dittrich, 1989;
Morante and Desplan, 2008). Este neuropilo también alberga neuronas interneuronas vy
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tangenciales. Las conexiones entre interneuronas se limitan en la medulla, siendo necesarias
para el procesamiento de la informacién en cada capa y entre ellas. Por otra parte, las dos clases
de neuronas tangenciales proyectan sus axones al lobula complex: Tm hacia la lobula y TmY hacia
la lobula y lobula plate. La tincién de Golgi reveld la existencia de 12, 26 y 13 tipos diferentes de
neuronas intrinsecas de la medulla, neuronas Tm y TmY, respectivamente (Fischbach and
Dittrich, 1989). Sin embargo, posteriormente se logrd identificar un mayor nimero de tipos de
celulares (Morante and Desplan, 2008).

Las columnas de la medulla estan asociadas a los cartridges de la lamina, transmitiéndose asi la
informacidon proveniente de cada punto en el espacio, cubriendo todo el campo visual debido a
su organizacion repetitiva de los 750 cartridges (lamina) y columnas (medulla).

2.2.4 Lobula complex: Lobula plate y lobula

La lobula estd dividida en 6 capas perpendiculares a las columnas resultantes de la informacién
proveniente de la medulla (Fischbach and Dittrich, 1989). Las neuronas que forman este
neuropilo tienen sus somas entre el cerebro central y la lobula, mientras que sus proyecciones
convergen en el cuello de la lobula formando una unica fibra que conecta el cerebro central con
la lobula ((Otsuna and Kei, 2006). Las neuronas de la lobula pueden ser de dos tipos: neuronas
columnares (LC), que reciben la informacién visual de 8 a 9 omatidios (Douglass and Strausfeld,
2003; Otsuna and Kei, 2006; Mu et al., 2012), y neuronas tangenciales y tree-like (LT), que
reciben la informacidon de campos visuales amplios, similares a las neuronas tangenciales de la
medulla (Otsuna and Kei, 2006).

La lobula plate se encarga de procesar el movimiento y estd formado por 4 capas que contienen
dendritas extremadamente sensibles al movimiento a lo largo de una de las direcciones
cardinales (Fischbach and Dittrich, 1989; Maisak et al., 2013). Los dos tipos de interneuronas de
la lobula plate, T4 y T5, se subdividen en 4 clases formando dendritas en una de las 4 capas.

Las neuronas tangenciales de este neuropilo reciben la informacién de las neuronas T4y T5, y
transmiten la informacion visual de cada direcciéon al cerebro central (Borst and Haag, 2002;
Silies et al., 2013; Behnia and Desplan, 2015).

2.3 Similitudes entre el sistema visual de Drosophila y de vertebrados

La organizacion en capas del sistema visual de Drosophila estd presente en la corteza cerebral
de vertebrados. Este hecho hace posible que haya una gran cantidad de neuronas distribuidas a
lo largo de varias capas replegadas sobre si mismas, lo que aporta grandes ventajas para el
rendimiento mental. Por lo que la conservacion estructural desde organismos simples a
superiores presenta un gran sentido evolutivo.

En cuanto a la organizacion precisa y estereotipada necesaria para la formacién del mapa
retinotdpico, también se encuentra conservada en la retina de vertebrados. En ambos
organismos, las primeras capas del sistema visual son compactas y fisicamente accesibles,
haciendo posible la identificacién de los distintos tipos celulares seguin su posicién (Figura 6).
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Figura 6. Estructura del sistema visual de
vertebrados y Drosophila. A) El sistema visual de
mamiferos estd compuesto por la retina, cuyas
R8 capas son: capa externa nuclear (CEN), capa externa
plexiforme (CEP), capa interna nuclear (CIN), capa
interna plexiforme (CIP) y capa celular ganglionar
(CCG). Ademas, también lo componen el nucleo
Lamina 1ateral geniculado (NGL), el coliculo superior o
tectum (T/C) y el cortex visual primario. Células:
cono, bastén, célula horizontal (CH), célula bipolar
(CB), célula amacrina (CA) y célula retinal ganglionar
(CRG). B) El sistema visual de Drosophila esta

SN ~ | formado por la retina, lamina, medulla, lobula
Y
cp tﬁ!/ L‘} ‘N i complex (lobula y lobula plate) y el protocerebro.

A Vertebrado

Cono

3L

CEP
Dm

CIN

Células: R1-R6, R7, R8, neurona de la lamina (L),

CRG
REa ¢ neuronas trans-medulares (TmY y Tm), neurona
/ o intrinseca de la medulla (Dm) y neurona ventral
e - e B i ‘l P periférica (VPN). (Adaptada de Sanes and Zipursky,
— ( ) f X Lobula  2010).
plate

T/C

Cortex visual

Protocerebro

Tanto en vertebrados como en Drosophila, las neuronas se ordenan y se conectan en capas
paralelas, presentando un espaciado regular dentro de cada capa. Ademads, en la retina de
vertebrados se establecen conexiones radiales perpendiculares a las capas. La transmisién de la
informacidn visual en etapas tempranas, se produce de forma similar en los dos sistemas (Figura
7).

A Vertebrado B Mosca Figura 7. Transmisiéon similar de !a informacion vislual en
vertebrados y moscas durante las primeras etapas. A) Células y
partes implicadas en la transmisién de la informacién visual en
vertebrados: fotorreceptor, célula horizontal (CH), célula bipolar
(CB), célula amacrina (CA), célula retinal ganglionar (CRG), nuicleo

L lateral geniculado (NGL), el coliculo superior o tectum (T/C) y el

Fotoreceptor Fotoreceptor

®>—0 <9 ®)—o—

CH CA cortex visual primario. A) En Drosophila la informacion visual se
transmite a través de: fotorreceptores, neuronas de la lamina (L),
9 )—0—<9cre @ )>—@—<@ ™ élulasamacrinas (CA), neuronas trans-medulares (Tm), neurona
A I intrinseca de la medulla (NIM), lobula complexy el protocerebro.
A ° (Adaptada de Sanes and Zipursky, 2010).
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En ambos organismos cada parte del mundo visual se procesa de multiples maneras, recopilando
asi la informacion del color, forma y movimiento de los objetos observados a través de la vision.
Este procesamiento se repite para cada porcion del campo visual. La interpretacién global del
campo visual se logra gracias a la organizacién neuronal en capas y a las conexiones radiales. Es
por esta razén, por la que este tipo de estructura se ha conservado durante millones de afos.

Debido a la similitud estructural y funcional observada entre la retina de vertebrados y el sistema
visual de Drosophila, se podria especular que, del mismo modo, compartirian las estrategias
necesarias para el ensamblaje de este circuito neuronal. De hecho, estudios recientes han
demostrado que no solo comparten estrategias, sino que también presentan moléculas
similares implicadas en el desarrollo del sistema visual (Pichaud and Desplan, 2002; Harada, T;
Harada, Parada, 2007; Ohsawa and Kageyama, 2008).

Las similitudes observadas entre el sistema visual de vertebrados y de Drosophila se resumen
en (Sanes and Zipursky, 2010):

- Numero pequeiio de tipos neurales: 5 en la retina de vertebrados y 6 en la retina, lamina
y medulla de Drosophila. Estas células se dividen en numerosos subtipos de neuronas.

- Un dnico terminal sindptico conecta con mutiples neuronas postsinapticas.

- Organizacién en capas celulares con una distribucion regular de neuronas en cada capa.

- Organizacién de neuronas de forma ordenada en cada nivel con las del siguiente nivel.

- La formacion de sinapsis se produce en capas exclusivamente ocupadas por los axones
presinapticos y postsinapticos (capas plexiformes interna y externa, y medulla).

Gracias a las caracteristicas estructurales y funcionales compartidas, y a la gran disponibilidad
de herramientas genéticas y gendmicas que presenta Drosophila, es posible aumentar el
conocimiento de un sistema a través de otro.

2.4 Grandes avances en la conectividad de los circuitos neuronales gracias
a Drosophila

Drosophila cuenta con una gran cantidad de recursos genéticos que proporcionan un mayor
entendimiento de los circuitos neuronales. El conectoma de Drosophila se define como todas
las conexiones existentes entre los diferentes tipos celulares del SNC. A baja resolucién, se
refiere a la conexidn entre los diferentes neuropilos definida por rutas neuronales especificas,
mientras que a alta resolucién se entiende como conectoma, a todas las conexiones sinapticas
existentes a nivel de cada neurona.

A partir del 2013 se describid el conectoma en el cerebro de Drosophila a nivel de las conexiones
entre los diferentes neuropilos (Shih and Chiang, 2011). Sin embargo, a nivel del conectoma
celular se logré construir, de forma parcial, en los cartridges de la lamina (Meinertzhagen and
O’Neil, 1991; Rivera-Alba et al., 2011) y en las columnas de la medulla (Takemura et al., 2013).
Aunque el conectoma celular se ha construido parcialmente, Drosophila constituye un modelo
clave gracias al cual se han conseguido grandes avances en la computacién de las funciones
neuronales, desvelando asi, el entramado neuronal del cerebro.

Janelia Research Campus ha contribuido a grandes avances en el campo de la neurobiologia al
proporcionar colecciones de drivers de Gal4 especificos de diferentes tipos celulares, haciendo
posible la caracterizacion de la morfologia neuronal mediante estudios de marcaje estocasticos
(Pfeiffer et al., 2008; Jenett et al., 2012). Esta técnica ha ayudado a desvelar nuevas conexiones
neuronales contribuyendo a la construccion final del conectoma celular.
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(Pfeiffer et al., 2008; Jenett et al., 2012). Esta técnica ha ayudado a desvelar nuevas conexiones
neuronales contribuyendo a la construccion final del conectoma celular.

Por todo ello, Drosophila es un buen modelo animal para desvelar los mecanismos mediante los
cuales se establecen las conexiones neuronales especificas, necesarias para el ensamblaje de las
redes neuronales en el cerebro de vertebrados.
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3. Desarrollo del sistema visual de Drosophila

3.1 Diferenciacion de los fotorreceptores. Formacion del mapa
retinotdpico

El establecimiento del mapa retinotdpico del sistema visual ocurre en la etapa larvaria durante
el desarrollo del disco imaginal de ojo, estructura que dara lugar al ojo adulto. Los
fotorreceptores se diferencian en esta estructura larvaria y enervaran el lI6bulo 6ptico del
cerebro larvario siguiendo un patrén definido temporal y espacial (Petrovic and Hummel, 2008;
Roignant and Treisman, 2009; Kulkarni et al., 2016). Esto se consigue gracias al reclutamiento
secuencial de las filas individuales de omatidios mediante una honda de diferenciacidn,
producida por la formacidn del surco morfogenético (SM), cuyo comienzo es la parte posterior
del disco imaginal de ojo. Como consecuencia, los fotorreceptores del mismo omatidio
extienden sus axones en fasciculos individuales de forma secuencial segin el orden de
diferenciacion (Figura 8).

Figura 8. Desarrollo del sistema visual en la etapa larvaria L3.
Los fotorreceptores comienzan a diferenciarse de forma
secuencial con el paso del SM en el disco imaginal de ojo,
deplazdndose de posterior a anterior. EIl SM produce la
diferenciacion de la primera fila de fotorreceptores, donde el
R8 es el primero en hacerlo. A continuacion, este recluta al
resto de fotorreceptores secuencialmente. Primeramente
recluta al par R2/R5, después al par R3/R5, al R1/R6 y por
ultimo al R7. Conforme las células R se van diferenciando,
proyectan sus axones hacia el cerebro larvario a través del
optic stalk.

Anterior Posterior
Jéven Viejo

La formacion del SM esta dirigida por la actividad de Decapentaplegic y Hedgehog, mientras que
la progresion depende de Hedgehog (Pignoni and Zipursky, 1997; Curtiss and Mlodzik, 2000).
Hedgehog, ademas, activa la expresion del gen proneural atonal (ato) en todas las células por
donde pasa el SM (Dominguez and Hafen, 1997). A continuacién, la interaccion Delta-Notch
regula un proceso de inhibicion lateral limitando la expresién de Atonal (Ato) a un grupo de tres
células (grupo de equivalencia) (Figura 9) (Baker, Yu and Han, 1996). En este conjunto de células
Ato induce la expresion de Senseless (Sens), el cual es un factor de transcripcién (FT) implicado
en la diferenciacion del R8 (Xie et al., 2007). Sin embargo, solo una de las tres células del grupo
de equivalencia sera un R8, lo que se consigue gracias a la expresién en las otras dos células de
Rough (Ro), que inhibe a Sens impidiendo la determinacién a R8 (Pepple et al., 2008). La célula
restante si expresara Sens, por lo tanto, quedara determinada como precursor de RS, el primer
fotorreceptor en diferenciarse (Jarman et al., 1994, 1995; Hsiung and Moses, 2002).
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Grupo de equivalencia

Inhibicion lateral mediada por Notch

Figura 9. Grupo de equivalencia R8. Los elementos clave en la eleccidon de la
diferenciacién hacia R2 o R5, o hacia R8 dependen de una retroalimentacién
positiva de: una activacion mutua de Sens y Ato, y un antagonismo mutuo
entre Sens y Ro. La expresidn de Ato se refina a una Unica célula del grupo de
equivalencia a través de la inhibicion lateral por Notch.

R8 actua como célula fundadora marcando el inicio de la diferenciacion del resto de
fotorreceptores, a través de la activacion reiterada de la via Ras/MAPK (Freeman, 1996, 1997;
Kumar et al., 1998). El R8 induce la activacion de la via Ras1 en el par de células indeterminadas
de su grupo de equivalencia, especificando asi, los fotorreceptores R2/R5. Después, se
especifican el par R3/R4 y, tras una nueva entrada en mitosis de células indeterminadas, el par
R1/R6. Finalmente, se especifica el R7, las células cono y las células pigmentarias. Por lo tanto,
el R8 tiene un papel muy importante en la retinotopia, ya que es el primer fotorreceptor en
enervar el [6bulo éptico y actia como guia para el resto de fotoreceptores en el omatidio.

Conforme el proceso de diferenciaciéon avanza, los axones de cada omatidio se proyectan hacia
el Iébulo dptico del cerebro larvario a través del optic stalk. A medida que los axones llegan al
|6bulo 6ptico deben preservar su informacién posicional original para distribuirse de forma
uniforme y reconocer a sus dianas a lo largo de los ejes antero-posterior y dorso-ventral.
Importantes estudios genéticos, han hecho posible la identificacion de moléculas necesarias
para el crecimiento del cono axonal, la busqueda de dianas especificas y para el posicionamiento
topografico de los fotorreceptores en la lamina y la medulla (Mast et al., 2006; Berger et al.,
2008). Un ejemplo son la cadherina no clasica Flamingo (Fmi) (K. Senti et al., 2003; Lee et al.,
2003) y la proteina transmembrana Golden Goal (Gogo) (Tomasi et al., 2008), que se encargan
de mediar interacciones entre los axones de R8 conforme abandonan el optic stalk. En este
proceso, los R8s se van separando para dirigirse hacia la lamina y posteriormente hacia la
medulla manteniendo la organizacion.

La enervacién de R1-R6 en la lamina ocurre gracias a interacciones con células de la glia. Esto
indica que dichas células juegan un papel crucial en regular la trayectoria de R1-R6 actuando
como dianas intermedias y proporcionando sefiales de parada aun desconocidas (Poeck et al.,
2001; Suh et al., 2002; Chotard, Leung and Salecker, 2005), esenciales para la formacién de los
cartridges en la lamina. Ademas, la glia establece la formacién de fronteras entre los ganglios
precursores y esta implicada en la guia axonal de los fotorreceptores y de otras neuronas en la
medulla (Tayler, 2004; Fan et al., 2005; Pappu et al., 2011).

Aunque estudios recientes han desvelado cdmo ocurre la neurogénesis y la diferenciacion neural
en el I6bulo dptico (Suzuki and Sato, 2014; Neriec and Desplan, 2016), poco se conoce sobre los
mecanismos necesarios para el ensamblaje de las columnas de la medulla con R7 y R8, y la
extensién axonal de las neuronas de la lamina hacia la medulla. La organizacidon
extremadamente determinada y ordenada de los fotorreceptores, cartridges y columnas, hace
gue la representacién topografica de la informacidn exterior se mantenga en el I6bulo éptico.
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3.2 Desarrollo de la lamina: Superposicion neural

A medida que los fotorreceptores llegan al 16bulo dptico se produce la diferenciacién de las
neuronas de la lamina, contribuyendo a la formacidn de este neuropilo. Este proceso ocurre a
través de la secrecidn, por parte de los fotorreceptores, de Hedgehog y Spitz (Huang and Kunes,
1996; Huang et al., 1998; Chotard, Leung and Salecker, 2005; Umetsu, 2006) junto con una ruta
transcripcional especifica (Pineiro, Lopes and Casares, 2014). Las neuronas de la lamina, ya
diferenciadas, se asociaran con R1-R6 para formar asi, los cartridges por medio de receptores
de adhesién celular (Umetsu, 2006; Sugie et al., 2010).

Debido a la curvatura del ojo de Drosophila, los fotorreceptores tienen diferentes ejes épticos
gue crean un patrén de conectividad complejo en el interior de la lamina. Como consecuencia,
seis omatidios colindantes contendrdn un tipo de fotorreceptor que compartird la misma
orientacién “viendo” el mismo punto en el espacio (Kirschfeld, 1967; Clandinin and Zipursky,
2000) (Figura 10A). R7 y R8 comparten el mismo eje, ya que se encuentran posicionados uno
encima del otro en el omatidio transmitiendo la informacién visual del mismo punto en el
espacio. Sin embargo, en el caso de R1-R6, sus ejes dpticos difieren, no “viendo’” el mismo punto
en el espacio.

8/
Cartridge

Figura 10. Superposicion neural en la lamina. A) Seis fotorreceptores distintos de
diferentes omatidios ‘ven’ el mismo punto en el espacio. Esta imagen representa un
esquema de una seccién tangencial de la superficie de la retina adulta. Cada
pentdgono indica un omatidio, donde, por ejemplo, los tipos de fotorreceptores
naranja y morado de cada omatidio ‘ven’ el mismo punto en el espacio. Los
fotorreceptores R1-R7 estan representados en cada omatidio, R8 se localiza justo
debajo de R7. R1-R6 y R7-R8 del mismo omatidio detectan diferentes puntos en el
espacio y conectan con diferentes dianas en el cerebro. Las células R que ‘ven’ el
mismo punto en el espacio se distribuyen en la retina y convergen en dianas comunes.
(Adaptada de Clandinin and Zipursky, 2002). B) Superposicion neural de R1-R6. Los
fotorreceptores externos R1-R6 provenientes de diferentes omatidios recogen la
informacidn visual del mismo punto en el espacio y proyectan sus axones en el mismo
cartridge en la lamina. (Adaptada de Wernet and Desplan, 2015).

Durante el comienzo del desarrollo de la pupa, R1-R6 de diferentes omatidios se concentran en
el mismo cartridge al proyectarse lateralmente desde su posiciéon original (Figura 10B),
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conectando con neuronas de la lamina. Este proceso se conoce como superposicion neural, el
cual asegura la transmisidn de la misma informacién visual a las mismas neuronas diana en cada
cartridge en la fase adulta.

Estudios previos han deducido que, posiblemente, son mecanismos simples durante el
desarrollo los que controlan la organizacién de los axones en la superposicién neural
(Meinertzhagen, 1972; Meinertzhagen and Hansen, 1993; Clandinin and Zipursky, 2000). Sin
embargo, recientemente, un estudio basado en la observacién mediante time-lapse a alta
resolucion de R1-R6 ha mostrado la existencia de una serie de normas que especifican la
selecciéon de sus neuronas diana (Langen et al., 2015). De esta manera, estas normas ayudan al
establecimiento de los mecanismos moleculares previamente descritos, por ejemplo
instruyendo la extensién de R1-R6 en la lamina a través de interacciones mediadas por
cadherinas (Chen and Clandinin, 2008; Schwabe, Neuert and Clandinin, 2013; Schwabe et al.,
2014).

La conectividad entre los cartridges es esencial para la transmision de la informacion de todo el
campo visual. Son las neuronas de la lamina L4 las que regulan dicha conexion cubriendo toda
la retina, siendo Unicas entre el resto de neuronas de la lamina L1-L5. En el caso de L1-L3,
conectan directamente con R1-R6, y en concreto L2 establece contactos sindpticos con L4,
conectando asi indirectamente con R1-R6.

3.3 Desarrollo de la medulla

En la medulla larvaria (primordio de la medulla) los neuroblastos situados en la superficie cortical
son la fuente principal de las neuronas que la forman. Un Unico neuroblasto dard lugar a un gran
numero de neuronas de la medulla, que migraran radial y linealmente hacia el centro de este
neuropilo en formacion gracias a la expresion de FTs conservados (Suzuki and Sato, 2014). Estos
FT determinan las zonas concéntricas de la medulla durante la etapa larvaria, produciendo una
estructura organizada. Sin embargo, durante la etapa pupal, esta organizacion se perdera
debido a la migracion radial de los somas de las neuronas de la medulla, donde cada una de ellas
tiene un patrdén estereotipado migratorio (Suzuki and Sato, 2014).

El estudio de R7, R8 y neuronas de |la lamina ha proporcionado un mayor conocimiento sobre la
formacion de las columnas y capas de la medulla, ocurriendo en paralelo a los cartridges de la
lamina. La restriccién de los procesos neuronales a una Unica columna constituye un aspecto
esencial en la formacion de las columnas. Actualmente, los mecanismos que regulan la
restriccion columnar se basan en la sefalizaciéon autocrina intrinseca, en la sefalizacion
anterdgrada, en las interacciones homotipicas entre neuronas del mismo tipo de columnas
colindantes, y heterotipicas entre neuronas diferentes de la misma columna. Los axones de R7,
a través de la ruta TGF-B, evitan invadir las columnas colindantes, probablemente, mediante el
bloqueo de la motilidad de los conos de crecimiento (Ting et al., 2007). Ademas, la existencia de
interacciones repulsivas entre R7s vecinos provoca que los R7s permanezcan en su columna
(Ferguson et al., 2009). Igualmente, las interacciones de adhesidn juegan un papel importante
en la restriccion de las columnas (Nern, Zhu and Zipursky, 2008).

La sefializacién anterdgrada en las neuronas aferentes también tiene una funcién importante en
la formacidn de la regién diana en la medulla (Ting et al., 2014). Ademas del papel autocrino de
la ruta TGF-B/Activin en R7s para la restriccion en las columnas, también posee una funciéon en
R8s. Activin es secretada por R8s para regular las dendritas de sus neuronas postsindpticas Tm20
limitdndolas a una Unica columna. En R7s esta ruta también moldea las dendritas de las
neuronas amacrinas Tm8, las cuales reciben informacion de algunos R7s.



Introduccién

La formacion de las capas ocurre de forma secuencial a medida que los axones enervan la
medulla, siendo un reflejo del desarrollo del disco imaginal de ojo y de la lamina. Durante el 17%
de la formacidn de la pupa hay un gradiente de conos de crecimiento de R7, R8 y L1-L5 a lo largo
del eje antero-posterior de la medulla, donde los mas jovenes se proyectaran en la region
anterior y los mas antiguos se habrdn extendido totalmente en la regién posterior (Figura 11)
(C.Y.Ting et al., 2005).

Figura 11. R7, R8 y las neuronas de la

lamina proyectan de forma secuencial

en la medulla durante la primera etapa

de la seleccion de capa. Esquema en el

Gapa que se representa como los axones R7,

temporalRg R8 Yy las neuronas de la lamina (NL)

Capa enervan diferentes capas de la medulla

temporal NL  Segun su orden de diferenciacion para

Capa alcanzar sus capas temporales.
temporal R7 (Adaptada de C.Y. Ting et al., 2005).
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Conforme avanza el desarrollo de la pupa, R7 y R8 seleccionan sus capas finales donde
conectaran con sus dianas especificas. Este proceso de seleccidon de capa se produce en dos
etapas (C. Y. Ting et al., 2005). El control transcripcional juega un papel esencial tanto en la
primera etapa de la seleccion de capa, como en la segunda, controlando la expresion de
moléculas de superficie implicadas en el proceso (Morey et al., 2008; Petrovic and Hummel,
2008; Mencarelli and Pichaud, 2015). Actualmente se desconoce cdmo los programas
transcripcionales producen la regulacion de dichas moléculas. Esta parte serd explicada en
detalle posteriormente.

El desarrollo asincrono de la medulla indica que las interacciones entre neuronas que se
producen de forma temprana, se establecen en un entorno mas simple que el sugerido en la
etapa adulta. Asimismo, la formacidn secuencial de este neuropilo facilita la formaciéon de Ila
sinapsis entre las neuronas aferentes y sus dianas especificas, al disponer de un nimero menor
de neuronas candidatas con las que establecer dichas conexiones.

3.4 Sinapsis

3.4.1 Técnicas para visualizar sinapsis

Gracias a estudios mediante Serial Section Electron Microscopy (SSEM) se ha conseguido
determinar los mapas de conectividad sinaptica en el sistema visual adulto (Meinertzhagen and
O’Neil, 1991; Takemura, Lu and Meinertzhagen, 2008; Rivera-Alba et al., 2011; Takemura et al.,
2013, 2015). De esta manera, se han aumentado los conocimientos de las dianas sinapticas para
cada neurona, el niumero de sinapsis en cada capa, sus posiciones y su direccionalidad. Sin
embargo, las limitaciones técnicas que presentaba la SSEM incitd el desarrollo de otras técnicas
gue permitieran la deteccién de defectos en las conexiones sinapticas.

Debido al elevado numero de tipos celulares y a la gran densidad de procesos neuronales en los
neuropilos, algunas de las técnicas nuevas se basaron en poder visualizar las sinapsis en grupos
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de neuronas. Uno de los métodos empleados consiste en visualizar estructuras pre y
postsindpticas gracias al marcaje de proteinas sindpticas. La proteina sindptica Bruchpilot (BRP)
(Kittel et al., 2006; Wagh et al., 2006; Fouquet et al.,, 2009) estd presente en las zonas
presindpticas mds activas en el sistema visual de Drosophila y en el cerebro central (Yasuyama,
Meinertzhagen and Schirmann, 2003; Prokop and Meinertzhagen, 2006; Butcher et al., 2012).
Por lo tanto, mediante microscopia confocal, con esta proteina se detecta, a través de un
anticuerpo anti-BRP, cada zona activa presinaptica (Fouquet et al., 2009; Hamanaka and
Meinertzhagen, 2010). Ademas, su expresion endégena a través de Synaptic Tagging with
Recombination (STaR)(Chen et al., 2014), también ha hecho posible identificar el mismo nimero
de sinapsis que el observado mediante microscopia electrdnica, asi como la distribucion espacial
de los sitios presindpticos, proporcionando un perfil sindptico (Chen et al., 2014; Sugie et al.,
2015). Consecuentemente, esta técnica ha permitido aumentar los conocimientos sobre la
formacion de la sinapsis y los mecanismos moleculares que regulan el ensamblaje y/o la
estabilidad de las sinapsis en el sistema visual (Chen et al., 2014; Sugie et al., 2015).

3.4.2 Transformacidén del cono de crecimiento a terminal sindptico

Para que tenga lugar la formacién de conexiones sindpticas es necesaria la transformacién de
los conos de crecimiento en terminales sindpticos. Este proceso conlleva cambios morfoldgicos
mediados por variaciones dinamicas en la expresiéon de moléculas de superficie celular (MSC) y
de genes que codifican para proteinas presindpticas (Zhang et al., 2016). Ademas, se han
identificado proteinas de unidn al RNA conocidas por regular la localizacién y traduccién del RNA
mensajero (RNAm) en el extremo 3’UTR. Por lo que los mecanismos posttraduccionales podrian
jugar un papel crucial en la diferenciacion presinaptica. Estudios en R7 han desvelado que las
MSC tienen un papel clave en determinar los sitios sindpticos de una forma auténoma parcial
(Berger-Miiller et al., 2013). Este tipo de moléculas eran capaces de instruir programas
sindpticos especificos, modificando la identidad del terminal del axdén. Por lo que la
sinaptogénesis también requiere de la interaccidn entre los elementos pre y postsinapticos.
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4.R7 y RS

R7 y R8 son los fotorreceptores internos ya que proyectan sus axones en la medulla, a diferencia
de los externos, R1-R6, que terminan en la lamina. Aunque R7 y R8 comparten origen durante
el desarrollo y tienen una funcién similar, presentan diferente conectividad sindptica al acabar
en diferentes capas de la medulla, R8 en M3y R7 en M6.

4.1 Similitudes

R7 y R8 tienen rabdémeros pequefios con posicion central (el de R7 se encuentra situado por
encima del de R8) y presentan patrones complejos de expresidn de opsinas. En la mayoria de los
omatidios R7 expresa Rh3 o Rh4, pero no ambos, y de igual manera, R8 expresa Rh5 o Rh6 (Chou
et al., 1999; Morante, Desplan and Celik, 2007).

La expresién estocdstica del FT Spinless en R7 controla la eleccidn de la expresividad de las
opsinas en R7 y R8 (Wernet et al., 2006), creando tres tipos de omatidios: por una parte, el 30%
expresa Rh3 (sensible a la luz ultravioleta) en R7s y Rh5 (sensible a la luz azul) en R8s,
especializados en la deteccidén de longitudes de onda cortas. Estos omatidios se denominan
omatidios pale. Por otra parte, el 70% restante expresa Rh4 (sensible a la luz ultravioleta) en R7s
y Rh6 (sensible a la luz verde) en R8s, estando involucrados en detectar longitudes de onda mas
largas. A este tipo de omatidios se les denomina yellow. Por Ultimo, un tercer tipo de omatidios
esta presente en el borde dorsal del ojo (dorsal rim area, DRA), donde tanto R7s como R8s
expresan la opsina Rh3 (Figura 12). Estos omatidios descifran la luz polarizada en los procesos
de orientacion espacial, aunque la gran mayoria de fotorreceptores internos estén
especializados en la visidn del color (Wernet et al., 2003, 2012).

Pale Yellow DRA Figura 12. Tipos de omatidios seglin la expresion de
opsinas. Seccion sagital de los tres tipos de omatidios. Los
omatidios pale estan formados por R1-R6, que expresan
la opsina Rh1; R7, que expresa Rh3 y R8, que expresa Rh5.
Este tipo de omatidios constituye un 30%. Los omatidos
yellow se diferencian de los omatidios pale por su
expresion de Rh4 y Rh6 en R7 y R8, respectivamente. El
70% de omatidios son yellow. En los omatidios que
forman el DRA, tanto R7 como R8 expresan Rh3.

Se ha demostrado una estrecha relacidn entre los programas transcripcionales que regulan la
distinta expresion de opsinas en R7 y R8, asi como también su diferente especificidad sinaptica.
En R8, Sens y Orthodenticle (Otd) son FTs que activan la expresidon de las opsinas. Ademas, Sens
se encarga de reprimir la expresion de las opsinas de R7 y controla la expresién de MSC que
regulan la seleccion de capa de R8 (Xie et al., 2007; Morey et al., 2008). En el caso de R7, los FTs
NF-YC vy Prospero (Pros) actuan de forma paralela, reprimiendo la expresion de opsinas de R8 y
evitando que los R7s seleccionen como su capa, la de los R8s (Kauffmann et al., 1999; Xie et al.,
2007; Miller et al., 2008; Morey et al., 2008). Por lo que, los mismos FTs determinan la expresion
de receptores sensoriales especificos y la diferente seleccidon de capa, proporcionando asi un
mecanismo simple que asegura la transmisién y procesamiento de la informacidn visual.
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4.2 Diferente seleccion de capa en la medulla y diferentes dianas
postsinapticas

La seleccién de capa de R7 y R8 se produce en dos etapas debido a la diferenciacién secuencial
de los fotorreceptores (C. Y. Ting et al., 2005). En la primera etapa, a 17h después de que la
formacidn de la pupa (DFP), los axones de R8s diferenciados alcanzan su capa temporal MO en
el cerebro (zona superficial de la medulla), mientras que los axones de R7s se extienden mas
profundamente en este neuropilo a medida que van proyectando en el cerebro, seglin su orden
de nacimiento. Durante la metamorfosis, en la etapa media de pupa (45h DFP), comienza la
segunda etapa de la seleccidn de capa, en la que los R8sy R7s comienzan a desplazarse de forma
sincrona desde su capa temporal hacia su capa final M3 y M6, respectivamente (Figura 13).

40h DFP  50h DFP  60h DFP  70h DFP Adulto
re "’ re " rs R’ R7 RS R7 Reting
112131415 Lamina
Capa __ "
temporal R8 2
Capa __ V3
temporal R7 a Medulla
M5
M6
12 Etapa 22 Etapa

Figura 13. Seleccion de capa de R7 y R8. La primera etapa de la seleccién de capa de R7 y R8 se produce con la
llegada de forma gradual de los conos de crecimiento de ambos fotorreceptores a sus capas temporales en la
medulla. Es en la segunda etapa, aproximadamente a 45h DFP, cuando los axones de R7 y R8 comienzan su
extension para alcanzar sus capas finales M6 y M3, respectivamente. La extension finaliza aproximadamente a
las 70h DFP. Las neuronas L1-L5 se han omitido de las etapas de pupa en esta representacién, con el objetivo
de una mayor comprension de la seleccién de capa. (Adaptada de C. Y. Ting et al., 2005).

El movimiento de R8 estd mediado por la interaccidn del receptor Frazzled (Fra) y su ligando
Netrin (Net) (C. Y. Ting et al., 2005; Timofeev et al., 2012). Estudios de live imaging durante este
proceso han proporcionado nuevos conocimientos acerca de las modificaciones morfoldgicas
de los conos de crecimiento. Estas modificaciones incluyen una fase de extensién, seguido de la
estabilizacion hacia sus dianas y una fase de elongacién donde los R8s aumentan su longitud, al
mismo tiempo que el neuropilo se desarrolla. Al final del proceso de estabilizacién, solapando
con la fase de elongacién, el cono de crecimiento se transforma en terminal sinaptico (Akin and
Lawrence Zipursky, 2016).

Los conos de crecimiento de R7s también conectan con sus dianas postsindpticas de forma
temprana, cuando aun estan en su capa temporal (Ting et al., 2014). Ademas, gracias a procesos
neuronales de las neuronas de la lamina mantienen su posicién inicial mas interior en la medulla
durante la fase de elongacién (Ozel et al., 2015). El distanciamiento pasivo con respeto a R8 se
logra mediante patrones dinamicos de filopodios del cono de crecimiento gracias a Ncad,
durante la restriccién de las columnas, la formacidn de las capas y la sinaptogénesis (Ozel et al.,
2015), y por la propia regulacién del crecimiento axonal del R7 (Kniss, Holbrook and Herman,
2013; Feoktistovand Herman, 2016). El proceso de seleccién de capa finaliza aproximadamente,
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a 70h DFP, donde R7 y R8 alcanzan su capa final en la medulla y asumen las configuraciones de
la etapa adulta (C. Y. Ting et al., 2005).

El FT Sequoia (Seq), mediante diferentes niveles de expresion en R7 y R8, regula la segregacién
de ambos fotorreceptores durante la fase inicial de la seleccidn de capa (Petrovic and Hummel,
2008). Debido a que R7 y R8 difieren en su seleccion de capa en la medulla, también presentan
diferentes dianas postsinapticas. La proteina Activin juega un papel clave, ya que actia como
guia al ser secretada por R7 y R8 para orientandoles hacia sus respectivas neuronas
postsindpticas, Tm20 y Dm8 (Ting et al., 2014).

Como se ha mencionado previamente, R7 y R8 presentan diferentes programas genéticos que
determinan la diferente seleccién de capa en la medulla. Sens y Otd controlan la seleccion de
capa de RS, regulando la expresiéon de MSC (Morey et al., 2008; Mencarelli and Pichaud, 2015)
que se comentardn a continuacién. Cabe resaltar que Otd podria estar inhibiendo parte del
programa de R7 en R8 independientemente de su funcidon en la regulacién de la expresion de
MSC implicadas en la seleccidon de capa de R8 (Mencarelli and Pichaud, 2015) (Figura 14). En
mutantes R8 de sens u otd se observan diferentes fenotipos consistiendo en R8s detenidos de
forma errénea en la capa M1, sobrepasando la capa M3 o dirigiéndose hacia fotorreceptores
colindantes en la medulla (Morey et al., 2008; Mencarelli and Pichaud, 2015).

R8
Sens Otd —SCR7 Seq NF-YC Pros Seq ¢? ¢é7?
é?  Caps Fmi Gogo Ncad Sens ¢? Ncad LAR InR
(SCR8)
Seleccion de capa de R8 Seleccion de capa de R7

Figura 14. Programas transcripcionales necesarios para la seleccion de capa de R8 y R7. En RS, Sens y
Otd son los FTs que actuan de forma independiente en la regulacion MSC (Caps, Fmiy Gogo) implicadas
en la seleccion de capa (SC). Sens regularia a otras moléculas aun desconocidas implicadas en la
seleccién de capa. Ademas, Otd podria inhibir parte del programa necesario para seleccién de capa de
R7. Seq es un FT implicado en las etapas iniciales de la seleccidn de capa, regulando la expresion de
Ncad, cuyo mecanismo es compartido con R7. En R7, NF-YC inhibe a Sens, reprimiendo asi el programa
de seleccidn de capa de R8. Pros actuaria de forma paralela a NF-Y, probablemente colaborando en
dicha represion. Ademas, Pros regularia la expresion de otras moléculas desconocidas implicadas en la
seleccion de capa de R7. LAR e InR (Insulin receptor) son MSC implicadas en la seleccidn de capa de R7,
cuya regulacién transcripcional es desconocida.

En el caso de R7, el factor mas importante es NF-YC, ya que inhibe a Sens en R7, evitando asi la
seleccion de capa en M3, lo que seria similar a la represion mediada, en parte, por Otd en R8.
En paralelo, Pros controla su seleccién de capa, probablemente al inhibir el programa de R8
(Morey et al., 2008).

El hecho de que R7 y R8 difieran en el mecanismo genético que controla su especificidad
sindptica, pone de manifiesto que deben de existir diferencias transcripcionales entre estos dos
tipos celulares. Actualmente no hay evidencias que expliquen coémo los diferentes programas
genéticos establecen los mecanismos moleculares implicados en la especificidad sinaptica. No
obstante, se han identificado MSC especificas de tipos celulares similares pero con diferente
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conectividad, permitiendo asi una mayor comprension de la especificidad sindptica (Tan et al.,
2015). La implicacién de dichas MSC podria suponer un posible mecanismo general légico para
lograr dicha especificidad, ya que también han mostrado ser importantes en el sistema olfatorio
de Drosophila (Hong, Mosca and Luo, 2012; Ward et al., 2015), en la retina de ratdn
(Krishnaswamy et al., 2015) y en el gusano (Shen and Bargmann, 2003; Shen, Fetter and
Bargmann, 2004). Ademas, se postula que proteinas de superfamilias de Ig (inmunoglobulina)
relacionadas podrian controlar las conexiones sindpticas en diferentes capas en neuronas
diferentes de la retina de vertebrados (Yamagata and Sanes, 2008, 2012).
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5. Las moléculas de superficie celular y el
ensamblaje de redes neurales

A lo largo de los afios se han identificado proteinas de superficie de reconocimiento celular
implicadas en la organizacién de los axones y dendritas, observandose tres estrategias generales
moleculares implicadas en la formacién de las redes neuronales. Primeramente, se ha
demostrado que la guia axonal en diferentes regiones del SN en formacidn de vertebrados e
invertebrados requiere de una cantidad limitada de MSC y moléculas secretadas que estén
conservadas (O’Donnell, Chance and Bashaw, 2009). Esto se ha observado en el caso de netrinas,
slits, semaforinas, cadherinas y proteinas de la superfamilia de Ig. Por otra parte, los gradientes
de proteinas de superficie, como Ephs, Efrinas y Wnts tienen un papel crucial en la formacién de
los mapas topograficos (Schmitt et al., 2006; Triplett and Feldheim, 2012; Cang and Feldheim,
2013), constituyendo un principio esencial en el cerebro de vertebrados (Cang and Feldheim,
2013). Igualmente, la gran diversidad de las MSC ha hecho que cada neurona tenga una
identidad Unica y medien procesos de repulsidn entre neuritas de la misma célula (Lefebvre et
al., 2012; Lawrence Zipursky and Grueber, 2013).

Los estudios de comportamiento realizados en Drosophila han permitido la identificacion de
MSC importantes en la conectividad de los fotorreceptores. Tal es el caso de Ncad y de LAR,
siendo esenciales para el establecimiento de conexiones en R1-R6 y en R7 (Clandinin et al., 2001;
Lee et al., 2001; Nern et al., 2005). En el caso de R8 también se han identificado MSC necesarias
para la seleccidn de capa de R8: Caps (Shinza-Kameda et al., 2006), Fmi y Gogo (Hakeda-Suzuki
et al., 2011). Sin embargo, la ausencia de un test de comportamiento necesario para el estudio
de R8 ha dificultado la identificacién de MSC adicionales.

Gracias a la técnica RNA-seq se obtuvo el transcriptoma de varios tipos celulares similares (R7,
R8 y cinco neuronas de la lamina, L1-L5) pero con distinta especificidad sindptica en diferentes
etapas de la seleccidn final de capa: 40h DFP (antes), 50h DFP (durante) y 60h DFP (al finalizar)
(Tan et al., 2015; Morey et al., no publicado). Esto permitié descifrar un lenguaje entre MSC
especifico del tipo neuronal en la etapa previa al comienzo de la seleccidn final de capa (40h
DFP), el cual seria necesario para establecer conexiones especificas. Las neuronas L1-L5
expresaban combinaciones especificas de proteinas Dpr de la familia Ig que reconocian sus
receptores DIP en las neuronas postsinapticas. Del mismo modo, se identificaron dichas
proteinas en R7, las cuales interaccionaban con proteinas DIP expresadas en su neurona
postsindptica Dm8 (Carrillo et al., 2015; Tan et al., 2015). Esto corrobora que las MSC juegan un
papel importante en la especificidad sindptica.

Gracias a los estudios previos realizados se ha podido confirmar la gran importancia de MSC en
la formacion de los circuitos neuronales en el sistema visual. No obstante, estos estudios
también han demostrado que dichas moléculas no serian las Unicas en participar en dicho
proceso. Por lo que otras moléculas aun desconocidas que modulasen la actividad de MSC,
serian necesarias para la formacién de la especificidad sinaptica, como por ejemplo en la
seleccion de capa de R7 y R8 durante el desarrollo.

Como se ha comentado anteriormente, R7 y R8 tienen programas transcripcionales diferentes
que controlan su distinta conectividad en la medulla. Por lo que sus diferencias transcripcionales
explicarian su diferente y especifica selecciéon de capa. Asi, gracias al RNA-seq previamente
mencionado (Tan et al., 2015; Morey et al., no publicado) se podrian elucidar los mecanismos
moleculares que regulasen a las MSC, como también, la identificacidn de otras moléculas con
funciones importantes en la selecciéon de capa de R7 y R8.
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Durante el proceso de la seleccién de capa, el R8 se moviliza de forma activa con respecto a R7,
sugiriendo que esta neurona requiere la expresiéon de genes especificos que permitan este
movimiento y su diferente conectividad. La realizacion de un screen genético con el objetivo de
determinar genes enriquecidos en R8 comparado con R7 durante la seleccién de capa, permitiria
completar las rutas génicas que regulasen dicho proceso y una mayor comprension de su
diferente conectividad. Por ello, en esta tesis se han empleado los datos obtenidos del
anteriormente explicado RNA-seq (Tan et al., 2015; Morey et al., no publicado) para revelar las
diferencias transcripcionales entre R7 y R8, y estudiar qué genes estarian colaborando en la guia
axonal del R8.
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6. Moléculas de superficie celular implicadas en
la seleccidon de capa en R8 y R7

6.1 Seleccion de capa de R8
6.1.1 Fmiy Gogo

Sens y Otd regulan la expresion de MSC implicadas en la guia axonal de R8 (Morey et al., 2008;
Mencarelli and Pichaud, 2015). Concretamente, Otd regula la expresién de Gogo y Fmi
(Mencarelli and Pichaud, 2015), cuya interaccién es esencial para que los R8s se dirijan
correctamente a su capa final en la medulla (Hakeda-Suzuki et al., 2011). La interaccion entre
Fmiy Gogo ocurre de forma independiente a sus funciones tempranas en la interaccion entre
neuronas aferentes durante la formacion del mapa retinotépico.

Gracias a un screen genético realizado para la identificacion de mutaciones que provocaran
defectos en la conectividad de los fotorreceptores, se identificé la molécula Fmi (K.-A. Senti et
al., 2003). Fmi es un tipo de cadherina con 7 pasos-transmembrana, la cual juega un papel
importante en la guia axonal de los fotorreceptores y en la seleccién de capa (K. Senti et al.,
2003; Lee et al., 2003; Berger et al., 2008). Ademas, estd implicada en la polaridad celular plana
y en la formacién de las dendritas (Usui et al., 1999; Gao et al., 2000). Gogo es un receptor
putativo que fue identificado mediante un screen genético con el objetivo de identificar
mutaciones que afectaran a los circuitos neuronales del sistema visual (Berger et al., 2008). Este
receptor regula la formacion de las dendritas y la guia axonal de los fotorreceptores (Berger et
al., 2008; Tomasi et al., 2008; Hakeda-Suzuki et al., 2011; Ohler, Hakeda-Suzuki and Suzuki, 2011;
Mann et al., 2012; Hakeda and Suzuki, 2013; Hein, Suzuki and Grunwald Kadow, 2013).

Fmi se expresa de forma intensa en la region diana del 16bulo dptico, mientras que Gogo
Unicamente se detecta en los axones de los fotorreceptores. La similitud de los fenotipos
generados por mutantes de gogo y mutantes de fmi ponia en evidencia que ambas moléculas
podrian estar interaccionando en R8 (K. Senti et al., 2003; Lee et al., 2003; Tomasi et al., 2008;
Hakeda-Suzuki et al., 2011). En este escenario la mayoria de los R8 mutantes son incapaces de
extender sus filopodios hacia la capa M3 a 50h DFP, momento en el que comienzan su
movimiento sincrono para alcanzar su capa final receptora. Por lo que los R8s se quedan
estancados en su capa temporal, siendo incapaces de enervar la medulla. Sin embargo, a pesar
de dichas similitudes, Fmi y Gogo también tienen funciones independientes de la seleccion de
capa de R8.

Gogo esta implicado en la adhesion de los R8s a su capa temporal y Fmi actia de forma
antagonistica inhibiendo la interaccidn de Gogo con la capa temporal. A continuacién, estas dos
moléculas cooperan para que los R8s avancen hacia su capa final M3 durante la metamorfosis.
La expresién de Fmi en la region diana de la medulla es esencial, mientras que su dominio
citoplasmatico es dispensable para dicho proceso. Por lo que Fmi lograria que los R8s
promuevan su extension hacia M3 a través de sus propiedades de adhesidn, mediante su
dominio extracelular y por la interaccién homofilica de Fmi en los fotorreceptores con Fmi en
las neuronas diana. Por otra parte, el dominio citoplasmdatico de Gogo si es necesario, sugiriendo
que se encargaria de la transduccién de la sefial hacia el cono de crecimiento de R8 (Hakeda-
Suzuki et al., 2011).
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6.1.2 Capricius (Caps)

Sens y Otd controlan la expresion de la MSC rica en repeticiones de leucinas Caps (Morey et al.,
2008; Mencarelli and Pichaud, 2015). Esta molécula fue originalmente identificada por estar
implicada en la formacién de la sinapsis en la unidon neuromuscular (Shishido, Takeichi and Nose,
1998; Taniguchi et al., 2000; Abrell and Jackle, 2001). Un reciente estudio ha mostrado que la
adhesién de los conos de crecimiento de R8 en su capa temporal producida por Caps junto con
la segregacion de los conos de crecimiento producida por Seq, crean un equilibrio necesario para
el posicionamiento de los axones de los fotorreceptores a medida que se desarrolla la medulla
(Kulkarni et al., 2016).

Caps, ademas de expresarse en R8, también estd presente en varias capas de la medulla, entre
ellas la receptora de R8, en concordancia a su funcidn en la seleccion de capa especifica de R8
(Shinza-Kameda et al., 2006). Estudios previos habian sugerido que Caps mediaba interacciones
adhesivas homofilicas entre R8s y sus neuronas postsindpticas del mismo modo que en la unidn
neuromuscular (Shinza-Kameda et al., 2006). Sin embargo, actualmente se postula que esta
molécula interacciona de forma heterofilica con un ligando aun no identificado en M3, no siendo
necesaria su expresion en la capa receptora de R8 (Berger-Muller et al., 2013). El fenotipo
observado en mutantes de caps mostré una penetrancia menor que el publicado previamente,
sugiriendo la participacion de otras proteinas de forma redundante en la seleccién de capa de
R8.

6.1.3 Frazzled (Fra) y Netrin (Net)

El receptor Fra se expresa en R8 y es requerido de forma autdonoma para guiar a sus axones hacia
su destino final, la capa M3 (Timofeev et al., 2012). La molécula secretada por la capa receptora
de R8, Net (Timofeev et al., 2012; Pecot et al., 2014; Akin and Lawrence Zipursky, 2016), es
reconocida por su receptor Fra, actuando como sefial instructiva por quimioatraccion, ya que su
expresion ectdpica en otras capas es capaz de redirigir erroneamente a los axones de R8
(Timofeev et al.,, 2012). Contrastando con esta idea, un estudio reciente basado en la
observacién de la respuesta a Net de los conos de crecimiento de R8 en animales vivos intactos,
ha reconsiderado el mecanismo de accidn de Net y su receptor. Los conos de crecimiento de R8
mutantes de Net o fra, eran capaces de dirigirse a su capa receptora sin embargo, fallaban en
conectar con sus dianas postsindpticas. Por lo que, Fra y Net se requieren para la conexidn entre
los procesos neuronales del cono de crecimiento de R8 y su capa final M3, apoyando la hipétesis
de que Fra produce la adhesidn de los procesos neuronales o de la matriz extracelular en la capa
M3 de la medulla (Kulkarni et al., 2016).

6.2 Seleccion de capa de R7
6.2.1 N Cadherin (Ncad)

Gracias a un screen de comportamiento visual en el que se estudid la afectacion de la respuesta
de R1-R6 y de R7 se identificé a la cadherina Ncad (Lee et al., 2001). La seleccién de capa de R7
es regulada Ncad, la cual es necesaria tanto en los axones de R7 como en las neuronas diana en
la capa M6 durante las etapas iniciales de la seleccidn de capa. De la misma manera, también es
requerida en una etapa mas tardia para la elongacidon del cono de crecimiento hacia su destino
final (C. Y. Ting et al., 2005; Nern et al., 2005). Ncad establece una interaccién permisiva entre
neuronas aferentes y sus dianas, necesaria para la seleccion especifica de capa de R7. Dicha
interaccion tiende a ser Unicamente adhesiva en la naturaleza, siendo la regidn citoplasmatica
de Ncad, y por lo tanto la transduccién de la sefial, no necesaria en R7s (Yonekura et al., 2006).
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La expresion de Ncad se produce en un gran niumero de neuronas de la medulla, por lo que
descifrar cémo logra mediar la seleccidon de capa en R7 ha sido objeto relevante de estudio.
Mediante la observacién in vivo de la dindmica de filopodios en animales mutantes de Ncad, se
ha mostrado que esta molécula no actuaria como una sefial en R7 para llegar a su capa final, ya
que estos R7s mutantes no mostraron defectos en este proceso. No obstante, se identificd una
disminucién de la dindmica de los filopodios (Ozel et al., 2015). Este hecho haria referencia a
una pérdida de la adhesidn, probablemente produciendo la desestabilizacion de los contactos
con sus dianas postsindpticas, incluso después de que la seleccion de capa ocurriese
correctamente. De esta manera aumentarian los defectos en este proceso a lo largo del tiempo
en mutantes de Ncad.

6.2.2 Receptores tirosina fosfatasa: LAR y PTP69D

La seleccion especifica de capa de R7 también depende de los receptores tirosina fosfatasa
PTP69 (Newsome, Asling and Dickson, 2000) y LAR (Clandinin et al., 2001; Maurel-Zaffran et al.,
2001; C.-Y. Ting et al., 2005). La identificacién del receptor PTP69 se consiguid gracias un screen
genético en la busqueda de mutaciones que afectaran a la conectividad de los fotorreceptores
(Newsome, Asling and Dickson, 2000), mientras que LAR se descubrid por medio de estudios de
comportamiento que afectaran a la respuesta de R1-R6 y R7 (Clandinin et al., 2001). A pesar de
gue en mutantes de ambos genes los R7s seleccionaban de forma defectuosa la capa receptora
de R8 como su capa final, se desconoce el mecanismo molecular por el cual realizan su funcién.

LAR parece ser necesario exclusivamente en el cono de crecimiento de R7 en la segunda etapa
de la seleccion de capa (Clandinin et al., 2001; Maurel-Zaffran et al., 2001; C.-Y. Ting et al., 2005).
Gracias a estudios genéticos y bioquimicos se ha postulado que LAR, junto con la proteina a-
liprin, se encargarian de modificar la actina del citoesqueleto en R7, siendo su actividad fosfatasa
dispensable (Hofmeyer et al., 2006; Hofmeyer and Treisman, 2009). Recientemente se han
identificado dos tipos de liprinas con funciones diferentes en la seleccidn de capa de R7. 8-liprin
actuaria en paralelo a a-liprin evitando que los R7s sobrepasen su capa M6, mientras que y-liprin
compite con a-liprin para unirse a LAR, posiblemente para regular negativamente su actividad
(Astigarraga et al., 2010).
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La teoria de la quimioafinidad de Sperry (Sperry, 1963) propuso que las neuronas siguen unas
sefiales especificas que indican con qué otras neuronas deben conectarse. Primeramente se
penso que eran gradientes de moléculas de adhesion en las neuronas los encargados en instruir
el axdn hacia su diana postsinapica. Sin embargo, la guia axonal ocurre mediante la combinacidn
de sefiales de corto o largo alcance, pudiendo ser atractivas o repulsivas. Por lo que la teoria de
Sperry mas tarde, se inclind hacia la vertiente de que es la combinacion de una gran variedad de
moléculas las que instruyen la extensién de los axones hacia sus dianas especificas.

La manera mas evidente de pensar es que los genes que controlan la conexién especifica entre
neuronas se expresan de forma especifica creando una identidad Unica. Sin embargo, la gran
mayoria de las moléculas implicadas en la seleccidon de capa de R7 y R8 no estdn expresadas
especialmente en dichas células, sino que presentan un amplio rango de expresién actuando de
forma combinada. Las distintas interacciones celulares que se producen durante el desarrollo
de la medulla junto con la expresion dindmica de estas moléculas, controlada por programas
transcripcionales intrinsecos, harian posible la formacion de conexiones neuronales especificas
durante el desarrollo. A pesar de producirse grandes avances en la identificacién de moléculas
qgue regulan la especificidad sindptica en R7 y R8 gracias a estudios genéticos, los mecanismos
que dirigen el comportamiento de los conos de crecimiento durante el desarrollo in vivo
contintan siendo una incognita.
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El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido:

e |dentificar moléculas adicionales que proporcionen una mayor comprensién de la
conectividad del fotorreceptor R8 en Drosophila melanogaster.

Los objetivos especificos planteados durante este trabajo han consistido en:

e Realizar un screen genético mediante el empleo de RNA de interferencia (RNAI) de los
genes enriquecidos en R8 durante todo el proceso de la seleccidn final de capa (40h,
50h y 60h después de la formacion de la pupa, DFP) y justo antes de que el proceso
comience (40h DFP).

e Validar los fenotipos procedentes del screen mediante RNAi a través de lineas mutantes
o inserciones.

e Estudiar detalladamente dos de los genes candidatos resultantes del screen por RNA::
GstE11 y espinas (esn).
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1. Cepas de Drosophila

Materiales y métodos

Las moscas utilizadas en este trabajo se han cultivado en medio estandar de Drosophila
suplementado con levadura, en cdmaras aclimatadas a diferentes temperaturas: 17°C, 25°C y
29°C. En la tabla 1 se indican las diferentes lineas utilizadas y su procedencia.

Linea Procedencia

sensFLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-
tdtom/CyO; GMR-Gal4,UAS-Dcr2/TM6B

Chenetal., 2014

20C11FLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-
myr-tdtom/CyO; GMR-Gal4, UAS-Dcr2/TM6B

Chenetal., 2014

w; Bl/CyO;GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-
lacz/TM6B

Laboratorio Dr.Zipursky

ey3.5flp(g5d); FRT-42B,Act5C-
Gal80/Cy0;sens-Gal4, UAS-utr-GFP/TM2

Laboratorio Dr.Zipursky

w;FRT-G13 ken'%*>/SM6b

Lukacsovich et al., 1999

w;FRT-G13 ken®*”°/SM6b

Lukacsovich et al., 1999

w;FRT-G13 ken'/SM6b

Lukacsovich et al., 1999

w;P(FRT(W"S))G13

Bloomington Stock Center

w;If/CyO,;P(mw+)UAS-Ken/TM3,Ser

Laboratorio Dr.Knoblich

y[1] w[*]; Df(2R)Chi[g230], P{w[+mF]
ry[+t7.2]=wF}4-1/CyO-Df(2R)B80, y[+]

Bloomington Stock Center

w; Sco/Cy0O;sensE1/TM?2

Nolo, Abbott and Bellen, 2001

w; esn*°¢/CyOdfYFP

D. Matsubara et al., 2011

w; esn’®%7/Cy0

Bloomington Stock Center

w;Sp/CyO,YFP; UAS-GFP:esn™/TM6B,YFP

D. Matsubara et al., 2011

w[1118]; Df(2R)BSC262/CyO

Bloomington Stock Center

y! w’; Thor?

Tain et al., 2009

w1118; Df(2L)BSC292/CyO

Bloomington Stock Center

w8 pBac{WH}Cyp301a1/0?3°*

Bloomington Stock Center

w1118; Df(2R)BSC880/SM6a

Bloomington Stock Center

yt w’; Mi{MIC}CG14397M04470

Bloomington Stock Center

w([1118]; Df(2L)Exel7080/CyO

Bloomington Stock Center

y! w'; Mi{MIC}CG45263M100162

Bloomington Stock Center

vyt w'; Mi{MIC}Tpr2™"'11295

Bloomington Stock Center

w18 Df(21 )Exel7066/CyO

Bloomington Stock Center

y* ¥, P{SUPor-P}CG8306 %%

Bloomington Stock Center

w1118; Df(2R)Exel7144/CyO

Bloomington Stock Center

W1118,' Mi{ETl}PpnMBO7666

Bloomington Stock Center

w1118; Df(3R)BSC322/TM6C, Sb1 cul

Bloomington Stock Center

w’; 5-HT1B*"Y

Gasque et al., 2013

w1118; Df(2R)Exel6068, P{XP-
U}Exel6068/CyO

Bloomington Stock Center

yL ry°% P{SUPor-P}CG6218K609249

Bloomington Stock Center

w1118; Df(3R)Exel6174, P{XP-
UJExel6174/TM6B, Th1

Bloomington Stock Center

y! w’; Mi{MIC}CG2016M%49%°

Bloomington Stock Center
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w([1118]; Df(3R)Exel6143, P{w[+mC]=XP-
U}Exel6143/TM6B, Th[1]

Bloomington Stock Center

w*; Npc2b19

Huang et al., 2007

w[1118]; Df(3R)BSC616/TM6C, cu[1] Sb[1]

Bloomington Stock Center

y1 w*; Mi{MIC}tgaPS5M01533

Bloomington Stock Center

w1118; Df(2R)BSC785/SM6a

Bloomington Stock Center

y1 w*; Mi{MIC}CG32052M102380

Bloomington Stock Center

w1118; Df(3L)BSC673,
P+PBac{XP3.WH3}BSC673/TM6C, Sh1 cul

Bloomington Stock Center

y1 w*; P{Mae-UAS.6.11}CG11686%%01%

Bloomington Stock Center

w1118; Df(3R)Exel8158/TM6B, Th1

Bloomington Stock Center

y1 w*: Mi{MIC}Fkbp14M°43°/S\M6a

Bloomington Stock Center

w[*]; Df(2R)48, P{w[+mC]=Ubi-Sara.J}2/Cy0O,
P{w[+mC]=ActGFP}JMR1

Bloomington Stock Center

Y2 wilis pley-
FLP.N}1; P{neoFRT}82B P{lacW}CG11836°°%¢01
3/TM3, P{Car20y}AS1, Ser

Bloomington Stock Center

w([1118]; Df(3R)BSC494/TM6C, Sb[1] cu[1]

Bloomington Stock Center

y! w’; MifMIC}CG84202232/T\13, Sb! Ser

Bloomington Stock Center

w1118; Df(3R)BSC666/TM6C, Sb1 cul

Bloomington Stock Center

vyt w’; Mi{MIC}laccase2M°7%° /SM6a

Bloomington Stock Center

Df(2R)M41A8/SM 1 Bloomington Stock Center
y! w” Mi{MIC}CG32521M111815 Bloomington Stock Center
w" P{EP}CG33178610% Bloomington Stock Center

y' w’;+,CG6026M1%%

Bloomington Stock Center

w[1118]; Df(3R)Exel6183, repo[*]
P{w[+mC]=XP-U}Exel6183/TM6B, Th[1]

Bloomington Stock Center

y% w8 pleyFLP.N}1; P{neoFRT}82B P{lacW}
CG11836°0%013/T\M3, P{Car20y}AS1, Ser!

Bloomington Stock Center

w;Rh6GFP/(Cy0O);+ Japan

w;+;Rh6GFP/TM3,Ser Japan
hsFLPwy;Rh6lacz/CyO;TM2/TM6B Bloomington Stock Center
w;Bl/CyO;Rh6lacz/TM2 Bloomington Stock Center

yw; ey3.5gald;+

Bloomington Stock Center

w*: P{neoFRT}42D stanE59/CyO

Usui et al., 1999

W.;+,fmi RNAi/TM6B

Labratorio Tom Clandinin

w; P{XP}GstE119966%°

Harvard

w8 Df(2R)BSC399/CyO

Bloomington Stock Center

wl8: Df(2R)ED3683,
P{3'.RS5+3.3'}ED3683/SM6a

Bloomington Stock Center

w;+; 10xUAS-mCD8GFP

Bloomington Stock Center

wy;wgsp/CyO; LongGMRGal4/TM2

Bloomington Stock Center

w; apGald, UAS-GFP/CyO; tubGal80/TM6B

Laboratorio Dr.Serras

Tabla 1. Lineas de Drosophila utilizadas. Se indica el genotipo y su procedencia.

Las lineas de RNA de interferencia (RNAi) proceden de colecciones disponibles de Vienna
Drosophila Resource Center (VDRC) y de Transgenic RNAi Project (TRiP). Esta informacion esta
indicada en las tablas 11, 12, 13 y 14 (Anexo 1).
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2. Oligonucledtidos

Los oligonucleétidos fueron sintetizados por Sigma, tabla 2:

Nombre Secuencia Experimento ‘
GStEY%*%_FWD 5" CACTGTCTGGCTGAAGGTGA 3’ PCR
GStE*%*%_REV 5" CCAGTCCCACCAACATATCC 3 PCR

GstE11l_FWD 5 TTTGGAGTTGGACTTGCGACT 3’ RT-PCR
GstE11l_REV 5" GTGCTGCGCATTCAACTTGA 3’ RT-PCR
Rp49_FWD 5" ATGCTAAGCTGTCCACAAATG 3’ RT-PCR
Rp49_REV 5" CAGATACTGTCCCTTGAAGC 3’ RT-PCR
DIA_FWD 5" CAAGTGGACGTGCTGGGC 3’ RT-PCR

DIA_REV 5" AAAGTCTTGATGTCCGCAAAG 3’ RT-PCR

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados. Se indica la secuencia y el experimento en el que se han empleado.

3. Anticuerpos

Los anticuerpos empleados en esta tesis estan representados en la tabla 3.

Anticuerpos primarios

Antigeno Huésped Concentracion
GFP Conejo 1:800 Abcam
RFP Conejo 1:200 Clonetech
B-Gal Conejo 1:1000 Cappl
Chaoptin Ratén 1:10 DSHB
Esn Cobaya 1:1000 D. Matsubara et al., 2011
Sens Cobaya 1:1000 Dr. H. Bellen
Anticuerpos secundarios
Antigeno Huésped Concentracion
Raton- ' Life Technologies
AlexaFluor568 Cabra 1:500
Ratn- o 500 Life Technologies
AlexaFluor488 '
Ratn- o 500 Life Technologies
AlexaFluor647 '
Conejo- o <00 Life Technologies
AlexaFluor568 ’
Life Technologi
Conejo- o 500 ife Technologies
AlexaFluo488 '
Cobaya- ) )
AlexaFluor568 Cabra 1:200 Invitrogen

Tabla 3. Anticuerpos utilizados. Se indica el huésped, la concentracion empleada y la procedencia de los

anticuerpos.
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4. Mosaic analysis with a repressible cell
marker (MARCM)

Esta técnica permite generar células mutantes las cuales son las Unicas células marcadas (Lee
and Luo, 1999). La ventaja de esta técnica comparada con el sistema FRT/FLP (Golic and
Lindquist, 1989; Xu and Rubin, 1993), es que se visualiza la morfologia mutante de neuronas
mediante un marcador de la membrana plasmatica, concentrandose en los procesos
neuronales. Ademas, las células podian ser mutantes homocigotas para un gen en particular, en
un fondo salvaje, permitiendo asi el estudio de mutaciones letales.

La técnica MARCM se basa en expresar un marcador bajo el control de un promotor represor y
en introducir un transgen que permita la expresién ubicua del represor. Dicho represor estd
limitado por dos secuencias FRT en los extremos, y situado en trans-heterocigosis al brazo del
cromosoma donde se encuentra la mutacién del gen a estudiar. En células heterocigotas, el
marcador no se expresa debido a la presencia del represor expresado de forma ubicua. Si a causa
de la recombinacidn mitdtica, se producen células hijas homocigotas para la mutacién en
cuestion, se expresara el marcador ya que dichas células no tendran el transgen con el represor
(Figura 15).

Célula mutante
homocigota marcada

Proteina
represora

o>

ia;
/\I

FRTtﬁ—) Mutacién e
O
O e |
Centrémero Represor @
PSS .
Célula heterocigota parental Célula heterocigota con
recombinacion mitotica Célula WT

homocigota no marcada

Figura 15. Técnica MARCM. Un transgen que codifica para una proteina represora del marcador se localiza
en posicion distal de la secuencia FRT en el cromosoma homalogo del que porta una mutacién. Las Unicas
células marcadas seran las células hijas homocigotas para la mutacion debido a la ausencia de la proteina
represora.

Para mediar la represion del marcador, se utilizd el sistema original de levadura Gal4/UAS (Brand
and Perrimon, 1993) junto con el represor Gal80, el cual bloquea la actividad del FT Gal4
(Salmeron, Leuther and Johnston, 1990). Como marcador se utilizdé la proteina fluorescente
verde (GFP), que se inhibird en las células mutantes heterocigotas y se expresara en las células
mutantes homocigotas para el gen de interés. Con el objetivo de limitar la recombinacion
mitética en los fotorreceptores se utilizé una flipasa (FLP) que actuard exclusivamente en los
fotorreceptores: ey3.5 (g5d)FLP.
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5. Diseno del screen de los genes enriquecidos
en R8 mediante RNA de interferencia (RNAi)

Para estudiar la funcién de los genes enriquecidos en R8 en la seleccidn de capa, se llevé a cabo
un amplio cribaje (screen) genético mediante el uso de dos lineas independientes de RNAi por
gen. Sin embargo, para alguno de los genes Unicamente hubo disponible una linea. Dichas lineas
se obtuvieron de las colecciones disponibles en Vienna Drosophila Resource Center (VDRC) y en
Transgenic RNAi Project (TRiP).

VDRC tiene disponible linas UAS-RNAJ en horquillas largas (librerias GD y KK) y librerias de
microRNAs, sin embargo para esta tesis se emplearon lineas GD y KK. La principal diferencia
entre ambas librerias, es que las GD son inserciones de transgenes basados en elementos-P en
sitios aleatorios en el genoma, mientras que las KK contienen transgenes phiC31 insertados en
sitios definidos del genoma.

Las colecciones TRiP estdn formadas por unos vectores llamados VALIUM (Vermilion-AttB-Loxp-
Intron-UAS-MCS), los cuales contienen el RNAi (Ni et al., 2009, 2011, no date). Al igual que en
las librerias KK, la insercion de dichos vectores es dirigida en sitios especificos del genoma.

En este screen F1 se realizd un cruce para obtener las moscas transgénicas que expresaran el
RNAi en los fotorreceptores mediante el sistema Gal4/UAS (Brand and Perrimon, 1993). En este
sistema procedente de levadura, el activador transcripcional Gal4 activara a su secuencia diana
UAS, produciendo la expresion del RNAi (UAS-RNAIJ). Para ello, se utilizd el reportero Glass
Multimer Reporter (GMR), expresado detras del SM en el disco imaginal de ojo (Hay, Maile and
Rubin, 1997), el cual dirigia la expresidon de Gal4. No se empled un promotor especifico de RS,
ya que no se produciria la suficiente expresion de RNAi como para producir un fenotipo en R8.
Contrastando con esto, GMR-Gal4 produce una potente expresién del RNAI, asegurandonos asi
el posible silenciamiento del gen de interés. Ademas, se empled la enzima Dicer2 (UAS-Dcr2)
para incrementar la eficacia del RNAI.

Una vez se seleccionaron las moscas fenotipicamente, se diseccionaron tres cerebros por linea
de RNAI. A continuacidn, mediante inmunofluorescencia se procedié a la deteccién de fenotipos
en R8s en el microscopio confocal SP2. Para llevar a cabo la cuantificacidn fenotipica se utilizaron
los controles correspondientes dependiendo de la linea RNAi empleada.

6. Estrategias para el screen de los genes
enriquecidos en R8

6.1 Sistema STaR (Synaptic tagging with recombination) GMR-Gal4

El sistema STaR es un método que permite marcar proteinas enddgenas presindpticas y
postsindpticas, segun el tipo celular (Chen et al., 2014). Bruchpilot (BRP) (Kittel et al., 2006; Wagh
et al., 2006; Fouquet et al., 2009) es una proteina presente en las zonas presindpticas mas activas
en el sistema visual de Drosophila y en el cerebro central (Yasuyama, Meinertzhagen and
Schirmann, 2003; Prokop and Meinertzhagen, 2006; Butcher et al., 2012). A través de STaR se
consigue marcar la proteina BRP con el tag V5 (BRP-V5) Unicamente en procesos de células
especificas, por la escisiéon de un casete de STOP, localizado entre secuencias FRT reconocidas
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por una flipasa neural especifica (sens-FLP (g5d) para R8s; 20C11-FLP (g5d) para R7s). Dicha
escision también provocara que un casete 2A-LexA active la expresién de myristoylated-tandem-
Tomato (myr-tdTom) (Ryan and Drew, 1994; Lai and Lee, 2006), dependiendo de la flipasa
empleada (Figura 16). De esta manera, se visualiza la morfologia de dichas neuronas.

Neurona A Figura 16. Marcaje celular especifico mediante
STaR. Esquema del funcionamiento del sistema
STaR. En la neurona B, la proteina BRP con el tag
FRT-STOP-FRT 2A-LexA V5 (BRP-V5) se expresara gracias a la excision del
- Mw-mIu-\nlnnnjﬂ@t‘mmmr casete FRT-STOP-FRT, por medio de una flipasa
(FLP) especifica de la neurona B. Ademas, el
[ LexAoP Jum| myr-taTomato | sistema LexA-lexAop permitird la expresidon de
myr-tdTomato, marcando la membrana de la

neurona de color rojo.

FXpP

Neurona B

FLP especifica neurona B
7oL

FRT 2A-LexA

M rp TR XAV AR R it
e b VA Ll V0 TR AT ity

e

V5
uy myr-tdTomato

BRP-V5

En esta tesis el sistema STaR se combind con el sistema Gal4/UAS (Brand and Perrimon, 1993)
para utilizar el sistema denominado: STaR GMR-Gal4, en el screen de una parte de los genes
enriquecidos en R8. En este sistema, el driver empleado, encargado de dirigir la expresién del
RNAI, fue GMR-Gal4. De esta manera, el RNAi se expresaba en los fotorreceptores de forma
potente, como se ha explicado previamente. Ademas, este sistema permitia la expresion de la
enzima Dcr2 para lograr una mayor eficiencia del RNAI.

En esta tesis la deteccion de la proteina BRP no se llevd a cabo ya que nos enfocamos en
identificar defectos en la seleccién de capa en R8.

6.2 Sistema Rh6 GMR-Gal4

Este sistema se basd en expresar el RNAI bajo el control del driver GMR-Gal4, pero en este caso
el marcaje de los R8s se realizd de forma diferente. Rhodopsin 6 (Rh6) es una opsina que se
expresa en el 70% de los R8s (Huber et al., 1997). En este sistema se utilizé un transgen que
llevaba una porcién del promotor de Rh6 (Rh6-lacZ), para conducir la expresion de B-
galactosidasa (B-Gal) y asi visualizar los R8s por la deteccién de la sefial de LacZ. La ventaja de
este sistema es que la cuantificacién fenotipica se calculd por la media del porcentaje de R8s
gue no hacian correctamente la seleccién final de capa.
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7. Estrategia para la validacion de los fenotipos
mediante mutaciones génicas

La validacion de los fenotipos obtenidos a partir del screen mediante RNAI, fue necesaria para
confirmar la funcidon de los genes candidatos en la seleccién de capa del R8. Para ello,
inicialmente se realizd la busqueda en la literatura de lineas mutantes e inserciones de los genes
candidatos. En esta busqueda se tuvo en cuenta que las inserciones afectaran a la regién 5’UTR
o a la regién codificante, lo que generaria la pérdida de funcion del gen en cuestidn.
Posteriormente, se realizaron los cruces pertinentes para obtener moscas transgénicas que
portasen la mutacion en cuestién, en trans-heterocigosis a una deficiencia cromosdmica que
cubriese el gen de interés, y ademas el transgen Rh6-GFP o Rh6-lacZ, permitiendo asi la
visualizacion de los R8s. El empleo de la deficiencia evitaba la aparicion de fenotipos producidos
por otras mutaciones presentes en el cromosoma ya mutado en el gen de interés (Figura 17).

Mutacién en el Gen X

TN Promotor u(@mw

NVVIAVRA AAROAR

Pérdida de funcion

- Fenotipo en R8
del Gen X > P

Deficiencia

Figura 17. Estrategia para la validacion del fenotipo RNAi mediante lineas mutantes e
inserciones. El esquema indica que las moscas mutantes portaron en un cromosoma, la mutacion
en el gen de interés (Gen X), y en el cromosoma homologo existia una deficiencia que delecionaba
el Gen X. Este escenario genético produciria la pérdida de funcion del gen, pudiendo reproducir el
fenotipo causado por el RNAI.

Las deficiencias son aberraciones genéticas en las que una parte del cromosoma se pierde
durante la replicacidn. En Drosophila, existen proyectos como Bloomington Deletion Project,
DrosDel Project y Exelixis donde se generan deleciones en regiones cromosémicas definidas. La
mayoria de los puntos de rotura ya estdn mapeados a una alta resolucién, mientras que otros
se han caracterizado mediante test de complementacidon con mutaciones mapeadas (Cook et
al., 2012; Roote and Russell, 2012).

8. Técnicas de anadlisis de DNA

8.1 Extraccion de DNA gendémico

Se colocaron dos moscas en un eppendorf de 1,5 ml libre de RNAsa y DNAsa procedente de
Kontes (Fisher Scientific) a -20°C durante 2 min. A continuacion, se afiadieron 50 pl de Squishing
Buffer (SB: 10mM Tris-HCI Ph8, 1mM EDTA, 25mM NaCl), que habia sido preparado previamente
mediante la adicidn de Proteinasa K (20 pul de Proteinasa K 10 mg/ml a 1 ml de SB). Después se
empled la herramienta Disposable Kontes Pellet Pestle para proceder a la homogeneizacién de
las moscas durante 10 segundos. Seguidamente, se incubaron a 37°C durante 30 min. Después
se procedid a la inactivacion de la Proteinasa Kincubandose a 95°C, 3 min. Finalmente, se realizé
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un spin para recolectar el sobrenadante en un eppendorf nuevo. Se usé 1 ul del DNA obtenido
para reacciones de PCR.

8.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) permite amplificar regiones de DNA a partir de
muestras de DNA de origen diverso (gendmico, plasmidico, cDNA). Consiste en un proceso ciclico
de desnaturalizacién, union de oligonucledtidos (dligos) y amplificacion, que genera una
amplificacidn exponencial del nimero de cadenas de DNA.

Para que la reaccidn tenga lugar hace falta suplementar la muestra de DNA con: polimerasa de
DNA (enzima termoestable que realiza la sintesis de DNA), cofactor de la polimerasa (MgCl2,
MgSO4. El uso de uno u otro dependera del tipo de polimerasa que se esté utilizando),
nucledtidos (dNTPs, las unidades que se iran incorporando en la cadena de DNA), éligos
(secuencias de cortas de DNA complementarias a los extremos de la region que se quiere
amplificar), tampdn de la reaccion (solucidn con la concentracion dptima de sales para que el
rendimiento de la polimerasa sea el maximo; depende de que polimerasa se esté utilizando).
Las concentraciones de los reactivos y la temperatura de amplificacién depende de la polimerasa
y estan indicadas por el fabricante, mientras que la temperatura de union de los éligos, y de
desnaturalizacién depende de las caracteristicas de los dligos y de la muestra, respectivamente.
En la tabla 4 se detallan los reactivos y los ciclos de una reaccién de PCR estandar.

Reactivos Ciclos

2 ng DNA 2 min. 95°C

Tampodn de la reaccion (1X) 30x:

MgClI2 2,5 mM 1 min. 95°C (desnaturalizacion),
dNTPs 0,4 mM 1 min. 55°C (unién de los 6ligos),

1 min. 72°C (amplificacion)

primers 0,5 pmol/ul
DNA polimerasa 0,05 U/pl

Tabla 4. Reactivos y ciclos de una PCR estandar.

10 min. 72°C

9. Técnicas de analisis de RNA

9.1 Extraccion de RNA en discos imaginales de ala

Las extracciones de RNA de discos imaginales de ala se realizaron mediante el kit de extraccién
Mini RNA Isolation Kit (ZYMO-RESEARCH), segun las indicaciones del fabricante.

9.2 RT-PCR (Real-time PCR)

Para realizar la retrotranscripcién se incubd 1 pug de RNA con 0,5ug de oligodt y 1 ul dNTPs
10mM, en un volumen final de 12 pl durante 5 min. a 65°C. Seguidamente se realizd una segunda
incubacién de 2 minutos a 37°C afiadiendo 4 pul de 5x first strand buffer, 2 ul de DTT 100 mM vy 1
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ul de agua; y una tercera incubacién de 50 minutos a 37 °C, afiadiendo 1 pl de M-MLV 200 U/l
(la transcriptasa reversa de Promega). Finalmente, toda la muestra se incubd 15 min. a 70°C.

Para llevar a cabo la RT-PCR, se usaron 0,5 ul de cDNA (DNA complementario). Se realizaron tres
réplicas para analizar los resultados, aplicando el método de normalizacién AACt, de un total de
tres réplicas independientes.

10. Cuantificacion del fenotipo

Con el objetivo de identificar un fenotipo en R8s en la seleccion final de capa, se realizd la
cuantificacion de los R8s con defectos en la seleccién de su capa final M3 en la medulla en el
confocal SP2. Para ello se cuantificd el numero de R8s con fenotipo en una cantidad de tejido
entre 60 y 80 um de cada Iébulo éptico del cerebro. Por lo que en cada cerebro se analizaron
entre 160 y 180 um de tejido (Figura 18).

Cerebro
120-180 um/cerebro
. o .
tl)ot;lilg 160-80 um I N2 R8s con fenotipo/cerebro
P Promedio de fenotipo de N cerebros

Figura 18. Cuantificacion de R8s con fenotipo en la seleccion de capa. En cada Iébulo 6ptico
del cerebro se analizé una cantidad de tejido comprendida entre 60-80 um. De este analisis se
obtuvo un nimero promedio de R8s con fenotipo de cada cerebro, observado en un total de
120-180 pm de tejido.

Una vez realizada la cuantificacion, se obtuvo un valor promedio con respecto al nimero de R8s
defectuosos. En el screen de los genes enriquecidos en R8 a 40h, 50h y 60h, y solo a 40h DFP, el
promedio se calculd de una N=3, siendo el nimero de cerebros analizados por cada linea de
RNAI. Para la seleccidn de los genes candidatos se tuvo en cuenta un fold change (fc) que se
calculé con respecto a los controles (fondo fenotipico observado en moscas que no expresaban
el RNAI). El valor numérico del fc elegido para la seleccidn de los genes candidatos dependié de
los resultados obtenidos en cada grupo de genes, para asi priorizar el estudio de los mas
prometedores.

Por otra parte, en los restantes experimentos llevados a cabo en esta tesis debido a que se

empled una N>3 cerebros, se utilizd un test estadistico para determinar si las diferencias fueron
significativas con respecto a los controles correspondientes.
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11. Inmunofluorescencia en cerebro de adulto
Y pupa

Los cerebros se deshidrataron en etanol al 70% durante 2 min. , y se lavaron en PBS 1X, tres
veces. A continuacion, la diseccidn de los mismos se llevd a cabo en PBS 1X y posteriormente se
fijaron en paraformaldehido al 4% (PFA) a temperatura ambiente, durante 25 min. Después, se
procedio al lavado, tres veces seguidas y tres veces cada 10 minutos.

Seguidamente, los cerebros se incubaron con solucién de bloqueo (SB), durante 1 hy 30 min. a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo
primario diluido en SB, toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron los cerebros en PBT, tres
veces seguidas y tres veces cada 10 minutos. A continuacion, las muestras se incubaron con el
anticuerpo secundario toda la noche a 4°C, en la oscuridad.

Por ultimo, el dia siguiente se lavaron se lavaron los cerebros en PBT, tres veces seguidas y tres
veces cada 10 minutos. Todas las soluciones utilizadas estdn resumidas en la tabla 5.

PFA 4% Paraformaldehido al 4% diluido en PBS 1X
125mM NaCl, 16mM Na;HPO, y 8.4mM NaH,PO,, pH 7.3 diluido en
PBS 1X -
agua miliQ
PBT Tritén X-100 al 0.3% diluido en PBS 1X
Solucién de bloqueo Suero bovino de albimina al 2% y 0.05% NaNj3 diluido en PBT

Tabla 5. Soluciones para inmunofluorescencia. Se indica el nombre de las soluciones y su composicion.

Para el montaje de los cerebros se empled Vectashield Antifade Mounting Medium (Vector
laboratories). Los cerebros se colocaron en el portaobjetos en posicidn vertical sobre una gota
del medio de montaje, permaneciendo en la orientacién apropiada al utilizar plastilina en cada
esquina del cubre. Dicha orientacién fue esencial para la correcta visualizacién de los
fotorreceptores bajo el microscopio confocal.

12. Imaging

Las imagenes de esta tesis se obtuvieron a partir de los microscopios confocales Leica SP2 y SPE.
Todas las imagenes se han procesado mediante Fiji y Adobe® Illustrator software.
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1. Contexto del proyecto y trabajo previo
1.1 Descripcion del transcriptoma de R7 y R8

En estudios anteriores se obtuvo el transcriptoma de R7, R8 y tres tipos de neuronas que forman
parte del neuropilo de la lamina (L3, L4 y L5) en diferentes estadios durante el desarrollo: 40h
DFP, 50h DFP y 60h DFP (Tan et al., 2015; Morey et al., no publicado). Dichos estadios
corresponden con el transcurso del proceso de la seleccién final de capa de R7 y R8:

- Antes de que R7 y R8 comiencen a extender sus axones: 40h DFP.
- Durante la extensién de los axones de R7 y R8: 50h DFP.
- Después de que R7 y R8 alcancen su destino final en la médula: 60h DFP.

La obtencidon del transcriptoma de R7 y R8 mediante RNA-seq durante el proceso final de la
seleccidon de capa tuvo como objetivo identificar genes diferencialmente expresados entre R7 y
R8 en cada etapa analizada. Mediante el empleo de herramientas bioinformaticas se
consiguieron identificar genes que estaban enriquecidos en R7 comparados con su expresion en
R8 y genes enriquecidos en R8 comparados con su expresiéon en R7 en cada tiempo analizado
(Figura 19).
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Figura 19. Genes enriquecidos en R7 y R8 en cada tiempo analizado (40h, 50h y 60h DFP).
Las barras rojas representan el nimero de genes mds expresados en R8, mientras que en
verde se observan los genes enriquecidos en R7. La expresion de los genes enriquecidos
en R7 y R8 fue al menos de 5 rpkm, mostrando al menos un 5 de fold change (fc).

Para seleccionar estos genes enriquecidos se establecieron dos criterios: tener una expresion de
5 rpkm (reads per kilobase of a specific mMRNA per million reads) y un fc de 5. De esta manera,
los genes diferencialmente expresados mostraron una expresion considerable como para poder
realizar su funcién, al estar cinco veces mas expresados comparados con su expresiéon en R7 o
en R8. Otro motivo fue que Sens, que es el FT que controla la seleccién de capa de R8 (Morey et
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al. 2008) tenia una expresion alrededor de 5 rpkm, lo que sugiere que otros genes candidatos
podrian tener un nivel de expresién similar para tener una funcién en el mismo proceso.

Ademas, se observé que, sobre todo a 40h DFP, el numero de genes enriquecidos en R8 era
significativamente mayor que el observado en R7, lo cual concordaba con el hecho de que los
axones de los R8s se mueven activamente, mientras que los de R7s se mueven pasivamente
(Ozel et al., 2015; Kniss, Holbrook and Herman, 2013; Feoktistov and Herman, 2016).

1.2 Andlisis de sitios de unidn para Sens y Pros

Segun los datos obtenidos procedentes del RNA-seq, Sens y Pros son los Unicos FTs expresados
durante todo el proceso final de seleccién de capa en R8 y R7, respectivamente (fc>5 a 40h, 50h
y 60h DFP). Debido a que ambos FTs podrian estar regulando la expresién de otros genes
enriquecidos en R8 y/o R7, se procedid a la identificacidn de sitios de unidn putativos para Sens
y/o Pros en las regiones reguladoras de los genes diferencialmente expresados.

A través de modelos conocidos predictivos para Sens y Pros, teniendo en cuenta los sitios de
unién para ambos FTs, se caracterizaron los promotores (1 kb antes del sitio de iniciacién de
transcripcion) e intrones de todos los genes (umbral de similitud del 85%). Gracias a las matrices
obtenidas en diferentes bases de datos (JASPAR, Fly factor survey) tanto para Sens como para
Pros, se han obtenido predicciones de las secuencias diana de unién de ambos TFs, permitiendo
asi conocer qué genes procedentes del analisis del RNA-seq contenian dichas secuencias. De
este analisis se concluyd que una parte de los genes presentaban sitios de unidn putativos para
Sens y/o Pros. Este hecho sugeria que los genes enriquecidos en R8, ademas de tener sitios de
unién a Sens, también lo podian tener para Pros, por lo que podrian ser activados en R8 por Sens
y reprimidos en R7 mediante Pros y al revés, si esto ocurriese en los genes enriquecidos en R7.
Por otra parte, se obtuvieron genes que no presentaban dichos sitios de unidn. Estos genes
estarian regulados a través de otros FTs con sitios de unién a Sens y/o Pros (Figura 20).
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Figura 20. Sitios putativos de unién para Sens y/o Pros. A) Nimero de genes con sitios putativos de unién para
Sens y/o Pros. Una parte de los genes enriquecidos en R8 a 40h DFP presentaron sitios putativos de unién en sus
regiones reguladoras para Sens y/o Pros, mientras que otros no los presentaron. B) Regulacién de la expresion de
genes sin sitios de union. Los genes sin sitios de unién para Sens y/o Pros serian regulados por FTs regulados por
Sens y/o Pros.
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En paralelo se empled otro método para predecir sitios de unién en los genes diferencialmente
expresados: i-cis Target. Este método permitié la identificacién de sitios de unién putativos en
los genes enriquecidos en R8 para Otd que es un FT implicado en la seleccidon de capa de R8
(Mencarelli and Pichaud 2015), y para Ken and barbie (Ken), que es uno de los FTs enriquecidos
en R8 a 40h DFP, obtenidos mediante el RNA-seq.

1.3 Clasificacion de los genes enriquecidos en R8 a 40h DFP

Esta tesis se centrd en el estudio de los genes enriquecidos en R8 a 40h DFP. Debido al elevado
numero de genes obtenidos, se realizaron dos enfoques que permitirian priorizar su estudio:

- Sesgado: basado en la seleccidn de categorias bioldgicas relacionadas con la extensién
axonal. De esta manera, se obtuvieron categorias como las MSC, que son importantes
debido por actuar como los efectores finales del contacto célula-célula, estando
implicados en la regulacion de la guia axonal en diferentes regiones del sistema nervioso
en vertebrados e invertebrados durante el desarrollo (O’Donnell, Chance, and Bashaw
2009). Los FTs fueron otra de las categorias bioldgicas obtenidas. En este caso, son
importantes ya que pueden tener sitios de uniodn en sus regiones reguladoras para Sens
y/o Pros, lo que podria sugerir su funcionamiento en R8 y/o en R7 ya que tanto Sens
como Pros son capaces de activar y reprimir la expresion génica. Otra categoria fue la de
proteasas e inhibidores de las proteasas, que juegan un papel importante en la rotura de
la matriz extracelular permitiendo asi la extensidn celular (Figura 21).

Figura 21. Clasificacion de los genes

Enfoque sesgado 3 . >
enriquecidos en R8 a 40h DFP segun la

EFT categoria bioldgica (enfoque sesgado).
Teniendo en cuenta las categorias bioldgicas
B MSC se obtuvieron genes que eran FT, MSC,

proteasas e inhibidores de proteasas; todas
ellas relacionadas con el proceso de la guia
Otros axonal.

B Proteasas/Inhibidores

En esta tesis se ha estudiado el FT mas interesante, Ken, ya que algunos de los genes
enriquecidos en R8 presentaban sitios de unidn para este FT segun i-cis Target. El estudio de la
funcién de Ken en la guia axonal de R8 serd explicado en detalle en el siguiente capitulo.

- No sesgado: este enfoque se centré en obtener diferentes grupos de genes con
comportamiento similar seglin su patrén de expresion. Los sitios putativos de unién de
Sens y/o Pros se encontraron distribuidos de forma indiferente entre los genes
pertenecientes a los siguientes grupos:

a) Genes enriquecidos en R8 frente a R7 a 40h, 50h y 60h DFP. Estos genes podrian
tener una funcién durante todo el proceso final de seleccidon de capa en R8 (18
genes).

b) Gracias al andlisis de la correlacion entre redes génicas del transcriptoma de R7, R8

y de tres neuronas de la lamina (NLs L3-L5) a 40h DFP, se obtuvieron diferentes
grupos de genes con un patrén de expresion similar (Figura 22):
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Enfoque no sesgado Figura 22. Clasificacion de los genes

enriquecidos en R8 a 40h DFP segtn el

B Grupo de R8 patron de expresion (enfoque no

sesgado). Al comparar el transcriptoma

B Grupo especifico de R8 de R7, R8 y las NLs L3-L5 mediante el

analisis de la correlacién entre redes

Grupo de R7 génicas, se obtuvieron diferentes grupos
de genes segln su patron de expresion.

B Genes no agrupados

1) Genes completamente ausentes en R7, pero con expresion moderada en R8 y
muy baja expresion en las NLs. Este grupo estaba formado por 32 genes y se le
denomind: Grupo especifico de R8.

2) Genes con expresién muy elevada en R8 y con muy baja expresion en R7 y las
NLs. Este grupo contuvo 41 genes y fue nombrado: Grupo de R8.

3) Genes no agrupados, ya que no hubo el nimero suficiente de genes con el
mismo comportamiento en la expresidn génica. Este grupo estaba formado por
103 genes y fue nombrado: Genes no agrupados.

4) Genes altamente expresados en R7 y levemente expresados en R8 y las NLs.
Dicho grupo formado por 46 genes fue nombrado: Grupo de R7.

Es importante mencionar que existid un solapamiento de genes entre el grupo de genes
enriquecidos en todos los tiempos y los grupos R8 y especifico de R8 enriquecidos a 40h DFP.
Este hecho fue debido a que los genes enriquecidos en todos los tiempos analizados, podian
tener un patrén de expresidén que se ajustase al grupo R8 o al grupo especifico de R8. Por
consiguiente, una parte de los genes que pertenecian al grupo de genes enriquecidos en todos
los tiempos podian ser miembros de los otros dos grupos de genes enriquecidos a 40h DFP.

En esta tesis se han estudiado mediante pérdida de funcién con RNAi todos los grupos del
enfoque no sesgado, excepto los genes pertenecientes al grupo de R7.
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2. Estudio del factor de transcripcion Ken and
Barbie (Ken) en la seleccion de capa de R8

Como se menciond anteriormente, Ken es uno de los FTs enriquecido en R8 a 40h DFP, es decir,
antes del comienzo de la extensidén axonal de R7 y R8 hacia su capa final en la medulla. Ken fue
elegido para su estudio en detalle debido a que cumplia una serie de requisitos establecidos:

1) Tener un rpkm>5 a 40h, 50h o 60h DFP (Figura 23).

2) Tener un fc> 5 a 40h, 50h o 60h DFP, es decir su expresion fue cinco veces mayor en R8
gue en R7 a 40h DFP (Figura 23).

3) Sitios putativos de union a Sens y/o Pros: Sens y Pros.

4) Poseer ortélogo humano: proteina BCL6.

7 Figura 23. Patron de expresion de ken durante
6t R7 el proceso final de seleccién de capa (40h, 50h y
5| - 60h DFP).
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Sin embargo, la causa mds importante que determind el estudio de Ken fue debido a que i-cis
Target revelé que una parte de los genes enriquecidos en R8 presentaban sitios putativos de
unién para Ken, como ya se ha mencionado previamente. Dicha informacion apoyaba la
hipdtesis de que los genes sin sitios de unidn para Sens y/o Pros podrian estar regulados a través
de FTs regulados por Sens y/o Pros. Por lo que Sens estaria regulando a Ken y este regularia a
otros genes necesarios para la conexion sinaptica especifica en R8.

ken es un gen formado por tres exones que codifican una proteina de 601 aminoacidos
(KGhnlein, Chen, and Schuh 1998; Tamas Lukacsovich et al. 2003; T Lukacsovich et al. 1999).
Dicha proteina, contiene un dominio N-terminal, llamado BTB/POZ y un dominio C-terminal
formado por motivos de dedos de zinc. Las proteinas formadas por estos tipos de dominios han
sido relacionadas para funcionar como represores transcripcionales (Dhordain et al. 1998;
Huynh and Bardwell 1998).

Ken es un FT implicado en el desarrollo de los genitales externos y en la pigmentacidn de las
aristas (Castrillon et al. 1993; Tamas Lukacsovich et al. 2003). Ademas, Ken actta en el desarrollo
o mantenimiento del circuito neural en las fibras gigantes de Drosophila (Allen et al. 2007),
apoyando la hipdtesis de tener un papel en la formacién del sistema visual.
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2.1 Pérdida de funcion de ken en R8

Para analizar la funcidon de Ken en R8 se utilizaron animales que portaban la mutacién ken0%,

siendo el alelo hipomorfo mas fuerte. Para corroborar que dicha mutacidn afectaba a ken se
realizaron experimentos de complementacidn cromosdmica. Dichos experimentos consistieron
en la obtencidn de moscas mutantes para ken''%* en trans-heterocigosis a otras mutaciones
hipomorfas de ken: ken® o ken®°’°. Ambas combinaciones mostraron un fenotipo basado en una
pérdida de coloracién de las aristas, el cual era uno de los fenotipos previamente descritos
generado por la pérdida de ken (Castrillon et al. 1993). Por lo tanto, la mutacion ken?%% afectaba
al locus de ken.

A continuacion, se realizd el experimento de pérdida de funcién de ken en animales mutantes
ken19%>, Para descartar la aparicion de un fenotipo causado por una mutacion secundaria en el
cromosoma portador de la mutacién ken'?%®, el animal mutante tuvo en un cromosoma la
mutacion de ken y en trans-heterocigosis, una deficiencia cromosdmica cubriendo el gen en
cuestion. Es importante mencionar que con el objetivo de visualizar los R8s se usé el constructo
sens-Gal4, UAS-utrGFP.

El resultado de este experimento fue que no se observé un fenotipo de seleccién de capa en los
R8s ya que la gran mayoria eran capaces de llegar a su capa correcta M3 en la medulla. Sin
embargo, en los animales mutantes se observé un nimero menor de R8s marcados con GFP
comparado con los animales control (Figura 24A).

11035 11035 Figura 24. Animales con pérdida de
k 2 Df k g
A en ._ ken / f n funcion de ken. A) Pérdida de funcién de

PIo . Sk ken. En animales controles (imagen
et RN M ; ‘ b izquierda) los R8s se paran en la capa final
g ‘;"_u_“;_u..._l.-. . L+ 9 M3, al igual que se 9bservo’ en animales
A [ mutantes para ken (imagen derecha). Se
observé una disminucion de R8s marcados
con GFP en los animales mutantes. B)
Pérdida de funcién de ken en un fondo
heterocigoto mutante de sens. En un
fondo heterocigoto mutante de sens, los
R8s de animales mutantes llegaban
correctamente a su capa M3 (imagen
derecha) comparado con animales
controles (imagen izquierda). Se observd
una reduccién de R8s marcados y los
marcados, presentaban menor marcaje.
Cerebros analizados, n= 7. Barra de
escala: 10 um.
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Debido a que no se detectd ningun fenotipo en la seleccion de capa de R8 en mutantes de ken
decidimos poner el sistema al limite mediante un fondo heterocigoto mutante de sens. De esta
manera seria mas probable la obtencién de un fenotipo ya que los genes regulados por Sens
funcionarian en menor nivel. El resultado obtenido mostré que en los animales mutantes de ken
en el fondo mutante establecido, los R8s realizaron correctamente la seleccién especifica

de capa. Sin embargo, volvimos a observar la aparicién de huecos de R8s sin marcar con GFP y
los que estaban marcados presentaban menor marcaje de GFP (Figura 24B).
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2.2.2 Clones R8 mutantes homocigotos para ken

Con el propésito de restringir la mutacién de ken exclusivamente al R8 y poder observar si la
bajada de la tincion de los R8s era auténoma, se utilizé la técnica genética MARCM (ver
Materiales y métodos) para generar clones de R8s marcados con GFP mutantes homocigotos
para ken, en un fondo salvaje no marcado con GFP.

En este caso, el resultado mostrd que los R8s mutantes homocigotos para la mutacion ken?19%,

eran capaces de llegar a su capa correcta en el neuropilo de la medulla (Figura 25A).

Figura 25. Clones mutantes ken!'%*> en R8. A)
R8s mutantes homocigotos para ken. Los clones
mutantes de R8 identificaron correctamente su
capa (imagen derecha, cerebros analizados, n=
13) al igual que los clones WT (wild type, salvajes)
(imagen izquierda, n=10). B) R8s mutantes
11035 F1 homocigotos de ken en un fondo heterocigoto
R8 ken Sens mutante de sens. En un fondo heterocigoto
mutante para sens no se observaron defectos en
la seleccidn de capa en clones de R8 mutantes
(imagen derecha, n=13) comparado con clones
WT (imagen iziquierda, n=9). C) Representacion
grafica del nimero de clones mutantes R8 de
E1 ken. La diferencia entre el nUmero de clones WT
MARCM sens™/+ y mutantes no fue significativa (gréfica
60 80 izquierda). En un fondo mutante heterocigoto de
sens el nimero de clones WT y de clones
40 mutantes de ken fue similar (grafica derecha).
Test estadistico: Kruskal-Wallis, p-valor= 0,05.
i Numero de clones: promedio de R8s marcados

0 con GFP. Barra de escala: 10 pm.
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Este resultado volvia a sugerir que Ken no estaba implicado en la seleccidn final de capa del R8.
El nimero de clones R8 mutantes marcados con GFP fue similar al nimero de clones R8 salvajes
marcados con GFP (Figura 25C). Sin embargo, para confirmar que realmente Ken no estaba
implicado en este proceso se realizé el mismo experimento que el previamente explicado, pero
en este caso, las moscas portaron un fondo mutante heterocigoto para sens, lo cual podria forzar
el sistema provocando asi un fenotipo en R8. El resultado desvelé que los R8s mutantes
homocigotos faltandoles una copia de sens fueron capaces de detectar correctamente su capa
final (Figura 25B) y nuevamente el nimero de clones de R8 mutantes y salvajes fue similar
(Figura 25C). Por lo que se podria concluir que Ken no estaria implicado en la seleccidn final de
capa de R8.

2.2 Ganancia de funcion de ken en R7

Los datos obtenidos del RNA-seq mostraron que ken esta claramente enriquecido en R8 y muy
débilmente expresado en R7 a 40h DFP. Este hecho sugeria que Ken podria estar reprimido en
R7 a través de Pros ya que mostraba sitios putativos de unidon para este. Entonces, nos
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preguntamos si un incremento en la expresion de ken en R7 provocaria un cambio en la seleccién
de capa, pudiéndose comportar como un R8. Para llevar a cabo dicho experimento se
sobreexpresd ken (UAS-ken) de forma ectdpica en los fotorreceptores mediante el sistema STaR
GMR-Gal4. Los R7s se visualizaron a través de una flipasa especifica hasta 88h DFP, por lo que
para observar el resultado se diseccionaron cerebros en la etapa de pupa a 88h DFP, etapa en la
que R7 y R8 ya se encuentran en su capa final.

El resultado mostré que los R7s llegaban a su destino final de forma correcta (Figura 26). Por
otra parte, se observaron algunos fenotipos inespecificos, consistiendo en desplazamientos de
R7s o R8s hacia columnas colindantes causando la desorganizacion de los fotorreceptores en la
medulla. Dichos fenotipos no ocurrian de forma frecuente, sugiriendo que la expresién ectdpica
de ken en los fotorreceptores podria alterar diferentes rutas génicas provocando dichos
fenotipos.

A B Figura 26. Sobreexpresion de ken en
W1 GMR>ken fotorreceptores a 88h DFP. A) Animales
salvajes (WT, wild type). En moscas WT
los R7s alcanzaban su capa final M6
(cerebros analizados, n=4). B) Animales
con sobreexpresion de ken en los
fotorerceptores. Al expresar de forma
ectdpica ken en los fotorreceptores los
R7s llegaban correctamente a su capa
M6, pero se observaron fenotipos
inespecificos en la organizacién de los
mismos (triangulos blancos, n=6). Barra
de escala: 10 pm.
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3. Estudio de los genes enriquecidos en RS
durante todo el proceso final de seleccion de
capa (40h, 50h y 60h DFP) y antes de su inicio
(40h DFP) mediante RNAI

3.1 Puesta a punto del screen mediante RNAi: control positivo y
comprobacion del driver GMR-Gal4

Previamente al inicio del estudio de una parte de los genes enriquecidos en R8 se comprobd que
las técnicas utilizadas para la expresiéon del RNAi funcionaran correctamente. Para ello, se
comprobd la eficacia del driver GMR-Gal4, el cual permitia la expresion del RNAi en los
fotorreceptores. Mediante su combinacién con el transgen UAS-mCD8GFP se observd que la
expresion de GFP en discos imaginales de ojo se producia justo detras del SM en los
fotorreceptores. Esto significaba que el driver GMR-Gal4 del sistema STaR y del sistema Rh6
GMR-Gal4 (compartian el mismo driver) se expresaba justo al diferenciarse los fotorreceptores
(este tipo de driver se llama short GMR) a diferencia de otros tipos de drivers GMR-Gal4 que se
expresaban mas tarde en el desarrollo (expresion mas alejada del SM, long GMR) (Figura 27).

A C

Posterior — Anterior

Posterior —» Anterior

Long GMR

Figura 27. Comprobacion de la expresion del driver GMR-Gal4. A) Representacion
esquematica de un disco imaginal de ojo en el que el driver short GMR-Gal4
expresaba GFP en los fotorreceptores justo detras del SM. Los R8s se representan
en rojo. B) Disco imaginal de ojo con expresidén de GFP bajo el control de GMR-
Gal4 del sistema STaR (izquierda) y del sistema Rh6 GMR-Gal4. En ambos casos, la
expresion de GMR comienza justo detras del SM (indicado por el inicio de
expresion de Sens): Short GMR. C) Esquema de un disco de ojo en el que el driver
long GMR-Gal4 expresaba GFP en los fotorreceptores mas tarde que en el caso del
short GMR-Gal4. D) Disco imaginal de ojo con expresion de GFP bajo el control del
driver long GMR-Gal4. Barra de escala: 20 um.
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Para saber si ambos sistemas eran capaces de producir un fenotipo en R8 se combinaron con
con el RNAi de fra, que es un gen implicado en la guia axonal de R8 (Timofeev et al., 2012) (Figura

28A).
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Promedio R8s en M1
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GMR>RNAI fra

Dicer No Dicer

Figura 28. Establecimiento del control
negativo del screen mediante RNAi. A)
Expresion del RNAi de fra en los
fotorreceptores. La expresion del RNAi de fra
en los fotorreceptores mediante el driver del
sistema STaR GMR-Gal4 (imagen derecha) y
el sistema Rh6 GMR-Gal4 produjo que una
parte elevada de R8s se parasen de forma
erronea en la capa M1 (la imagen representa
el fenotipo con el primer sistema
mencionado ya que el resultado fue
idéntico). B) Efecto de la enzima Dicer2 en la
expresion del RNAI. La expresion de la enzima
Dicer2 junto con la expresion del RNAi de fra
produjo un fenotipo mayor en R8 (413 R8s
con fenotipo en M1) comparado con el
fenotipo producido sin la expresion de Dicer2
(257 R8s con fenotipo en M1). Cerebros
analizados, n=11. Test estadistico: T-Student,
p-valor=0,05. Barra de escala: 10 um.

El resultado mostré una cantidad elevada de R8s detenidos en la capa M1, debido a la expresion
del RNAI de fra en los fotorreceptores. También se confirmé que la enzima Dicer2 funcionaba
correctamente, al producir un nimero mayor de fenotipos en R8 con el RNAI de fra, comparado
con la expresion del RNAi de fra sin la enzima Dicer2 (Figura 28B).

3.2 Tipos de fenotipos observados en R8

En el transcurso del screen de los genes enriquecidos en R8 mediante 2 lineas de RNAI por cada
gen, se observaron diferentes tipos de fenotipos en la seleccion de capa del R8 (Figura 29):

Figura 29. Tipos de fenotipos observados en R8. A) Fenotipo R8 en M1. Los R8s se paran en la
capa M1 de la medulla, antes de llegar a su capa final M3 (En M1). B) Fenotipo R8 post M3. Los
R8s sobrepasan su capa final M3 (Post M3). C) Fenotipo R8 en M6. Los R8s sobrepasan su capa
final, deteniéndose en la capa M6 (En M6). Cada fenotipo estd indicado con un triangulo blanco.
Barra de escala: 10 pm.
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- En M1 (M1): los R8s se detenian antes de llegar a su destino final correcto en la capa de
la medulla M1 (Figura 29A). Este fenotipo era especial debido a que apenas estaba
presente en los controles empleados.

- Posterior a M3 (PM3 o post M3): los R8s se paraban una vez sobrepasaban su capa final
M3 de la medulla (Figura 29B)

- En M6 (M6): los R8s se detenian en la capa receptora de los R7s en la medulla, M6 (Figura
29C).

El estudio de los genes enriquecidos en R8 mediante RNAI se realizé mediante dos técnicas (ver
Materiales y métodos) que diferian en la forma visualizar los R8s.

3.3 Comparacion de las técnicas empleadas: STaR GMR-Gal4 y Rh6 GMR-
Gal4

En esta tesis se utilizaron dos métodos para el estudio de los genes enriquecidos en R8
procedentes del enfoque no sesgado. Inicialmente se uso el sistema STaR GMR-Gal4d y a
continuacién, se empled el sistema Rh6 GMR-Gal4 (ver Materiales y métodos). Con ambos
métodos el RNAI se expresé mediante el driver GMR-Gal4, potenciando su eficiencia mediante
la enzima Dicer2. Sin embargo, los dos sistemas eran diferentes en la forma en la que se
visualizaban los R8s.

En el sistema STaR GMR-Gal4 los R8s se marcaban gracias a una flipasa especifica de R8 que
permitia la escisién de un casete de STOP produciendo la expresiéon de myr-tdTom en el R8. No
obstante, durante el screen nos percatamos de algunas limitaciones de este sistema. Una parte
de R7s aparecian marcados debido a la actividad de la flipasa en R7 con baja frecuencia. Ademas,
se detectaron fenotipos con baja frecuencia en la seleccién de capa del R8 en animales
controles, que no estaban expresando el RNAI, debido al aumento de temperatura de 25°C a
29°C (temperatura establecida para la expresidn de los RNAI) y a la carga transgénica (Figura 30).
Este experimento se realizd con los controles de las lineas de RNAi procedentes de VDRC
(librerias KK y GD).

A Figura 30. Control de temperatura del
Control GD Control KK sistema  STaR  GMR-Gald.  A)
15, Representaciéon grafica del fondo

~ *
fenotipico en controles GD y KK segun
la temperatura. Los animales controles
10k 10t GD y KK mostraron en menor
T

frecuencia fenotipos en R8 a 25°C
* * comparado con 29°C. B) Valor
5t T numérico del fondo fenotipico en
controles GD y KK. La diferencia entre
0 0 los fenotipos R8 a 25°C y 29°C fue
estadisticamente significativa tanto en
R8 Post M3 R8 en M6 R8 Past M3 R8enM6 . .. GD, como KK. Ne R:
250(: .290(: promedio del fenotipo. Cerebros
analizados, n control GD= 9 (29°C), 7
(25°C), n control KK= 10 (29°C), 7
(25°C). Test estadistico: Kruskal-Wallis,
p-valor=0,05.

-

R8 Post M3 12,3+4,3
R8 en M6 0 3,3+3,5
R8 Post M3 | 3,8+2,3 9,4+ 6,1
R8 en M6 0,3+0,4 4,1+2,3

CONTROLGD

CONTROL KK
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El hecho de que un pequefo porcentaje de R7s estuvieran marcados indicaba que era factible
confundirlos con R8s que se parasen de forma errénea en la capa de R7, interpretandolos como
falsos positivos.

El gen rhodopsin 6 (Rh6) es una opsina que se expresa en el 70% de los R8s. Por lo que para
visualizar los R8s se utilizaron animales que portaban un transgen formado por una parte del
promotor de Rh6 el cual dirigia la expresidon de lacZ, actuando asi como gen reportero,
permitiendo la visualizacién de los R8s. De esta manera los R7s no se marcaban y ademas, la
cuantificacion fenotipica fue mas precisa ya que se calculé6 como el porcentaje de R8s
defectuosos (ver Materiales y métodos).

La comparacion entre los controles del sistema STaR GMR-Gal4 y del sistema Rh6 GMR-Gal4
mostrd que la aparicidn de fenotipos de R8 post M3 o en M6 disminuyd a 29°C con el sistema
Rh6 GMR-Gal4, concluyendo que con este, la deteccion de fenotipos en R8 era mas acertada
pudiendo evitar resultados falsos positivos (Figura 31). Para realizar la comparacién de los dos
sistemas la cuantificacidon de fenotipos en R8 con el sistema Rh6 GMR-Gal4 no se representd
como un porcentaje, si no como el promedio de R8s con fenotipo.

A
Control GD Control KK

15, =X 15

10

5

0

R8 Post M3 R8 en M6 R8 Post M3 R8 en M6
M STaR M Rh6

STaR GMR-Gal4 Rh6 GMR-Gal4

12,3+4
CONTROLGD Ml 3243
En M6 33535 2617
4+ 6,1 +3,2
| Postm3 9,416, 6,33,
En M6 4,1+ 2,3 2,7+1,8

Figura 31. Comparacion entre el sistema STaR GMR-Gal4 y el sistema Rh6 GMR-Gal4.
A) Representacion grafica del fondo fenotipico en controles GD y KK segun el sistema
empleado. En los controles GD y KK, utilizando el sistema Rh6 GMR-Gal4, los fenotipos
post M3y en M6 de R8 fueron menores que al utilizar el sistema STaR GMR-Gal4. Dicha
diferencia fue estadisticamente significativa en los controles GD. B) Valor numérico del
fondo fenotipico segun el sistema empleado. N2 R8: promedio del fenotipo. Cerebros
analizados, n control GD: STaR GMR-Gal4= 9, Rh6 GMR-Gal4= 13; n control KK: STaR
GMR-Gal4= 10, Rh6 GMR-Gal4= 13. Test estadistico: Kruskal-Wallis, p-valor=0,05.

Estos resultados provocaron el cambio de la metodologia empleada en el screen, para asi
mejorar el ruido fenotipico producido por el fondo genético y la aparicién de falsos positivos.
Alterar este tipo de parametros fue fundamental para garantizar la obtencién de unos
resultados adecuados en el screen mediante RNA.I.
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3.4 Screen de los genes enriquecidos en R8 procedentes del enfoque no
sesgado mediante RNAI

3.4.1 Genes enriquecidos durante todo el proceso final de seleccidn de capa (40h, 50h y 60h
DFP)

La comparacién del transcriptoma de R7 y R8 a cada tiempo analizado resulté en la obtencién
de este grupo de genes que estaban mds expresados en R8 durante todo el proceso final de
seleccion de capa (40h, 50h y 60h DFP). Para proceder a su estudio se llevd a cabo el screen
genético de estos genes mediante el sistema STaR GMR-Gal4.

Este grupo estaba formado por 18 genes y se testaron un total de 32 lineas de RNAI. Los
resultados de este andlisis estan representados en la Tabla 11 (Anexo 1). Tal y como se observa
en la Tabla 11, 10 de 18 genes fueron candidatos por presentar un fenotipo en R8 al ser
silenciados con una linea de RNAi o con dos. Con respecto al fenotipo observado, 3 genes
mostraron el fenotipo en M1, el cual no estaba presente en los controles, 1 gen mostré el
fenotipo post M3, 3 genes mostraron el fenotipo en M6 y 3 genes mostraron el fenotipo en M1
y en M6 con la misma linea de RNA..

El criterio para seleccionar estos genes candidatos se basd en establecer un fc con respecto a
sus controles apropiados mayor oiguala 1,6 y que al menos una linea de RNAi mostrara fenotipo
en los tres cerebros analizados. En el caso de los genes que mostraron el fenotipo en M1 se
eligieron si mostraban fenotipos en al menos una linea de RNAi en los tres cerebros sin tener en
cuenta el fc, ya que dicho fenotipo apenas estaba presente en los controles. Para confirmar una
funcion de estos genes candidatos en la guia axonal del R8 se realizaron mds experimentos que
serdn mencionados posteriormente.

3.4.2 Genes enriquecidos en R8 antes del inicio del proceso final de seleccion de capa (40h
DFP): Genes del grupo de R8 y del grupo especifico de R8

Ambos grupos proceden del andlisis de la correlacion de redes génicas al comparar el
transcriptoma de R7, R8 y tres NLs. El estudio de estos genes se realizé con el sistema STaR GMR-
Gal4. El criterio establecido para elegir los genes candidatos fue que el fc fuese mayor a 1,8 para
el grupo de R8 y mayor que 2,4 en el caso del grupo especifico de R8. En ambos casos los genes
seleccionados mostraron fenotipo en los tres cerebros analizados en al menos una linea de RNAI.
Los genes que mostraron el fenotipo en M1 se eligieron siguiendo el mismo criterio que en el
anterior grupo explicado.

Respecto al grupo de R8 estudiamos 41 genes, testando 75 lineas de RNAi (Tabla 12, Anexo 1).
En este caso, 34 genes mostraron un fenotipo en R8: 4 genes con fenotipo en M1, 27 genes con
fenotipo en M6, 1 gen con fenotipo post M3 y en M6 con la misma linea de RNAi y 2 genes con
fenotipo en M1y en M6 con la misma linea o con lineas diferentes de RNA..

El grupo especifico de R8 lo formaron 32 genes, siendo testadas un total de 57 lineas de RNAi
(Tabla 13, Anexo 1). Tras su analisis, 9 genes mostraron fenotipos en R8: 6 genes con fenotipo
en M1, 1 gen con fenotipo en M1 y post M3 con diferentes lineas de RNAI, 1 gen con fenotipo
en M1y en M6 con diferentes lineas de RNAi y 1 gen con fenotipo post M3 y en M6.
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Re-screen mediante el sistema Rh6 GMR-Gal4

Como se ha explicado anteriormente, en un momento determinado del screen nos percatamos
de que el sistema STaR GMR-Gal4 producia falsos positivos debido al marcaje de algunos R7s,
pudiendo ser confundidos con R8s defectuosos en la capa M6. Por esta razén, decidimos realizar
un re-screen mediante el sistema Rh6 GMR-Gal4 de una parte de los genes candidatos que
habian sido seleccionados hasta el momento y asi confirmar el fenotipo previamente obtenido.

Se seleccionaron un conjunto de genes que en su mayoria mostraron el fenotipo de R8 en M6,
con el objetivo de comprobar su autenticidad. También, se seleccionaron genes que mostraron
el fenotipo post M3 para confirmarlos con el sistema Rh6 GMR-Gal4. Ademas, se incluyeron
algunos de los genes que mostraron el fenotipo en M1, siendo este un fenotipo interesante ya
gue no estaba presente en los controles empleados. Asi, se eligieron un total de 19 genes para
el re-screen, de un total de 48 genes candidatos hasta el momento (para el calculo de los 48
genes candidatos se tuvo en cuenta el solapamiento de genes entre los grupos).

En la tabla 6 se indica la seleccidén de los genes elegidos para el re-screen y el fenotipo obtenido
mediante el sistema STaR GMR-Gal4. Ademas, también se representa la presencia del fenotipo
en las lineas de RNAI analizadas. Asi, se observd que el fenotipo podia producirse con las dos
lineas utilizadas por cada gen en los tres cerebros observados, con las dos lineas de RNAi pero
solo una con fenotipo en los tres cerebros, con una linea de RNAi en todos los cerebros o con
las dos lineas pero el fenotipo no se producia en los tres cerebros.

Tabla 6. Genes candidatos para

Genes Fenotipo R8 ‘ Lineas RNAi con fenotipo . . 8
repetir su estudio con el sistema
Ssl2 PM3/M6 2 en todos los cerebros Rh6 GMR-Gald. Se eligieron 19
Coop M6/M1 2, solo 1 en todos los cerebros genes para validar el fenotipo
CG6421 M6/M1 2, solo 1 en todos los cerebros obtenido con el sistema 57aR
GMR-Gal4. Dependiendo del
Mtn A M6 2, solo 1 en todos los cerebros | e jos fenotipos se observaron
CG14132 M6 2, solo 1 en todos los cerebros con una linea de RNAI o en las
CG13062 M6 2, solo 1 en todos los cerebros dos. El fenotipo se daba en todos
los cerebros testados o no en
CG43462 M1 2,solo 1 en todos los cerebros todos.
CG12880 M6 1 en todos los cerebros
CG7330 M6 1 en todos los cerebros
CG31808 M6 1 en todos los cerebros
GstE11 PM3/M6 1 en todos los cerebros
CG13532 | M1/PM3/M6 1 en todos los cerebros
CG17265 PM3 1 en todos los cerebros
CG9782 M1 1 en todos los cerebros
Tsf1 M1 1 en todos los cerebros
Ppn M1 1 en todos los cerebros
CG13033 M1 2, ninguna en todos los cerebros
AlphaPS5 M1 2, ninguna en todos los cerebros
5-HT1B M1 2, ninguna en todos los cerebros

Por una parte, una vez que estos genes candidatos se volvieron a testar con el sistema Rh6 GMR-
Gal4, observamos que de los 10 genes con fenotipo R8 en M6, solo 2 genes seguian mostrando
dicho fenotipo: GstE11l y CG6421 (Tabla 15, Anexo 1) lo que confirmaba la presencia de falsos
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positivos al utilizar el sistema STaR GMR-Gal4 (Tabla 7). Con respecto al fenotipo post M3, se
observd que, de los 3 genes que lo mostraron con el sistema STaR GMR-Gal4, solo 1 lo mostré
en el re-screen (GstE11) (Tabla 7). Por otra parte, 6 de los 10 genes que mostraron el fenotipo
R8 en M1, aun lo mostraron con el sistema Rh6 GMR-Gal4 e incluso en 5 de ellos se detecto el
fenotipo R8 en M6 (Tabla 7).

Sistema STaR GMR-Gal4 Sistema Rh6 GMR-Gal4

Genes PM3 M6 M1 PM3 M6

38243 GD Si No Si Si

55936 V20 Si No No Si No No

100120 KK Si No No No No Si

6647 GD Si No No Si No Si

51842 V20 Si No No Si No No

33418 V20 Si No No No No Si

16523 GD Si No No Si No No

102322 KK Si No No Si No No

18706 GD Si No No Si No Si

14250 GD Si No No No No Si

15805 GD Si No Si Si No No

Ssl2 102870 KK No Si Si No No No
Coop 29350 V10 Si No Si No No No
Mtn A 105011 GD No No Si No No No
CG14132 | 106561 KK No No Si No No No
CG13062 | 101832 KK No No Si No No No
CG12880 1313 GD No No Si No No No
CG7330 | 35620V22 No No Si No No No
CG31808 | 101864 KK No No Si No No No
CG13532 | 105696 KK Si Si Si No No No
CG17265 | 101468 KK No Si No No No No
CG9782 | 102259 KK Si No No No No No

Tabla 7. Conservacion fenotipica en el re-screen mediante el sistema Rh6 GMR-Gal4. Se representa la
conservacién de cada fenotipo en R8 (en M1, post M3 y en M6) al utilizar el sistema STaR GMR-Gal4 y el sistema
Rh6 GMR-Gal4 en los 19 genes elegidos. Los genes remarcados en color verde mantuvieron el mismo fenotipo
con ambos sistemas (Si: rojo), lo mantuvieron y ademas se detecté un nuevo fenotipo (Si: verde) o no lo
mantuvieron pero se observoé un fenotipo diferente (Si: verde).

Estos resultados pusieron de manifiesto que el sistema STaR GMR-Gal4, ademas de producir
falsos positivos, podria enmascarar la deteccion del fenotipo R8 en M6. Esto ocurriria debido a
gue con dicho sistema los fenotipos en M6 no se detectarian, ya que los controles presentaban
un fondo fenotipico mayor que el sistema Rh6 GMR-Gal4 (Figura 31).

Tras la realizacion de este re-screen decidimos descartar el resto de genes que mostraron el

fenotipo en M6 con el sistema STaR GMR-Gal4, ya que lo mas probable es que se tratase, de
nuevo, de falsos positivos.
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De esta parte se concluye que de los grupos de genes: grupo de R8 y grupo especifico de RS, se
obtuvieron un total de 8 genes interesantes: GstE11, Tsfl, AlphaPS5, 5-HT1B, Ppn, CG43462,
CG6421y CG13033.

Re-screen mediante el sistema Rh6 GMR-Gal4 + eyeless-Gal4

Los fenotipos observados mediante los sistemas STaR GMR-Gal4 y Rh6 GMR-Gal4 no fueron
elevados. Una explicacion a este hecho podia ser que los genes testados se expresaran en una
etapa del desarrollo previa a la expresiéon de GMR, siendo capaces de realizar su funcién antes
de ser silenciados mediante el RNAI. Para comprobar esta hipdtesis se eligido una parte de los
genes mas interesantes con el objetivo de expresar el RNAi mediante el driver eyeless (ey3.5)-
Gal4 junto con GMR-Gal4. De esta manera, la expresiéon del RNAi ocurria antes en el desarrollo
ya que eyeless se expresa en un tiempo mas temprano que GMR. Otro motivo por el que se
realizé este re-screen fue para producir fenotipos que podrian ser indetectables mediante Ila
expresion del RNAI bajo el control del driver GMR-Gal4. Por todo ello, se eligieron genes que
presentaban fenotipos bajos con el sistema Rh6 GMR-Gal4 (GstE11l y CG6421) y genes en los
gue no se detectd un fenotipo con dicho sistema (CG17265, CG13062 y CG12880). Los resultados
obtenidos estan representados en la Tabla 16 (Anexo 1).

El andlisis de los resultados reveld que en los controles utilizados ya habia alrededor del 10% de
R8s que pasaban de su capa (PM3), mientras el 3% de R8s se paraban de forma errénea en M6.
Esto queria decir que estdbamos observando fenotipos moderados ya en los controles, por lo
gue este método no era el idéneo para producir un aumento de fenotipos previamente
observados o para producir fenotipos indetectables mediante el driver GMR-Gal4. Por
consiguiente, se puede concluir que los fenotipos bajos obtenidos se producian debido a otra
hipdtesis como por ejemplo, por un efecto redundante entre los diferentes genes.

Sin embargo, con este experimento demostramos que CG13062 y GstE11 eran genes requeridos
en una etapa temprana del desarrollo ya que los animales experimentales permanecian en el
interior de la pupa sin cabeza o con cabeza de tamafio reducido (Tabla 16, Anexo 1).

3.4.3 Genes no agrupados sin un patrén de expresion comun

De este grupo se analizaron 92 genes de los 103 que lo componian ya que algunos de los genes
no presentaron lineas de RNAI disponibles. En total se testaron 167 lineas de RNAi mediante el
sistema Rh6 GMR-Gal4. De este analisis seleccionamos 35 genes candidatos que mostraban
fenotipo en R8 con un fc de al menos 2, con respecto a sus controles correspondientes y que al
menos una linea de RNAi mostrara fenotipo en los tres cerebros analizados (Tabla 14, Anexo 1).
Se observé que 29 genes mostraron el fenotipo en M6, 3 genes con fenotipo en M1, 1 gen con
fenotipo post M3, 2 genes con fenotipo en M1y en M6 con lineas diferentes de RNA..

3.5 Listado final de genes candidatos

En la siguiente tabla estan representados los 43 genes candidatos obtenidos del screen con RNAI
de los genes enriquecidos en R8 del enfoque sesgado (Tabla 8). De la misma manera, la tabla 8
informa del fenotipo observado en cada caso, el grupo de procedencia de cada gen, los sitios
putativos de unién para Sens y Pros y la categoria funcional bioldgica a la que pertenecen.



Genes

Fenotipo R8

Grupo de
procedencia

SuU
Sens

Pros

Resultados

Categoria funcional

CG9444 M6 No agrupados X MSC
Npc2b M1/M6 No agrupados MSC
Clect27 M6 No agrupados X MSC
CG11069 Mé No agrupados MSC
Fkbp13 M6 No agrupados X X MSC
CG5883 M1 No agrupados MSC
Tsf1 M1 Especifico de R8 MSC
Ppn M1 R8 X X MSC
5-HT1B M1 tsg;isq;ictii‘:; sgs X X MSC
AlphaPSs5 | M1/ M6 tcfg;isq;‘zctii‘:: sgs MSC
co13033 | Ms | emnos X MsC
comer | | Wi
esn M6 No agrupados X X Citoesqueleto
CG32137 M6 No agrupados X X Citoesqueleto
CG40485 M6 No agrupados REDOX
laccase2 M6 No agrupados REDOX
CG33178 M6 No agrupados REDOX
GstE14 M6 No agrupados REDOX
GstE11 PM3/M6 Especifico de R8 REDOX
CG5653 M6 No agrupados REDOX
Cyp301a1 M6 No agrupados REDOX
CG8306 Mé No agrupados X REDOX
CG6218 M6 No agrupados Enzimas
CG11836 M6 No agrupados Enzimas
CG32052 M1 No agrupados X Enzimas
CG6421 M1/M6 R8 Enzimas
dve M1/PM3/M6 No agrupados X X FT
Thor M6 No agrupados X Otros
CG30154 M6 No agrupados X Otros
Cpr49Ae M6 No agrupados X X Otros
CG11686 M6 No agrupados Otros
Tpr2 M6 No agrupados X X Otros
CG10126 M6 No agrupados Otros
CG17777 M6 No agrupados Otros

87




88

Resultados

CG14567 M6 No agrupados Otros
CG8420 M6 No agrupados Otros
CG14397 M6 No agrupados X Otros
CG32521 M6 No agrupados X X Otros
CG13117 M6 No agrupados Otros
CG1722 Mé No agrupados Otros

Scp2 Mé No agrupados X X Otros
CG6026 M6 No agrupados X X Otros
CG2016 PM3 No agrupados Otros

Tabla 8. Genes candidatos procedentes del screen mediante RNAI. Se indica el nombre de cada gen, el tipo de
fenotipo RNAi en RS, el grupo de procedencia, la presencia de sitios putativos de unién para Sens y/o Pros y, por
ultimo, la categoria funcional a la que pertenecen.

Las categorias bioldgicas resultaron de la busqueda de informacidn sobre los dominios proteicos
de los genes candidatos. De esta manera, obtuvimos categorias biolégicas que resultaron ser
importantes por estar intimamente relacionadas con el proceso de la guia axonal: FTs, MSC y
moléculas modificadoras del citoesqueleto (citoesqueleto). Ademas, se obtuvieron otras
categorias como enzimas implicadas en procesos de oxidacion-reduccion (REDOX) y otra
categoria formada por genes relacionados con procesos metabdlicos (otros) (Figura 32). Dichas
categorias sugerian que el estado REDOX de las neuronas y su metabolismo celular podrian jugar
un papel importante en el proceso de la guia axonal.

Figura 32. Clasificacion funcional de los genes candidatos. Se obtuvieron
algunas categorias funcionales implicadas en la guia axonal: MSC,
modificadores del citoesqueleto y FTs.

m Moléculas de m Factor de
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4. Validacion de los fenotipos RNAI

4.1 Busqueda bibliografica de lineas mutantes e inserciones

Para continuar con el estudio de los genes enriquecidos en R8 a 40h DFP, procedimos a validar
los fenotipos obtenidos al silenciar los genes mediante RNAI. Para ello, se realizé una busqueda
bibliografica y en bases de datos de inserciones disponibles para cada gen candidato (Flybase,
Pubmed, Gene Disruption Proyect database). Un aspecto interesante que observamos fue que
algunos de los genes tenian ya una funcién en el SN o estaban relacionados con él:

esn: es un gen que codifica una proteina con un dominio llamado LIM implicado en
modificar el citoesqueleto. Animales mutantes para esn mostraban un fenotipo en la
repulsion de las dendritas de neuronas de la etapa larvaria de Drosophila (D. Matsubara
et al. 2011).

4E-BP (Thor): codifica para una proteina de unién al factor de iniciacidn de la traduccién
cuya funcidn estd regulada por Tor, contribuyendo asi a la regulacién de la traduccidn, la
respuesta al estrés ambiental y el crecimiento celular (Glatter et al., 2011; Hay and
Sonenberg, 2004; Tee and Blenis, 2005). Thor presentaba un papel protector frente a la
enfermedad de Parkinson (Tain et al. 2009). Ademas, mutantes de Thor han mostrado
fenotipos en la guia axonal de los fotorreceptores y de sinapsis (Dimitroff et al. 2012).

Cyp301al: es una enzima REDOX relacionada con demencia ya que se ha demostrado
gue interacciona genéticamente con una proteina asociada a los microtibulos llamada
Tau, la cual estd involucrada en algunos tipos de demencia (Butzlaff et al. 2015).

GstE11: codifica para una enzima REDOX indirectamente relacionada con el SN. Se ha
demostrado que otras familias de este tipo de enzimas tienen un papel protector en
situacién de estrés oxidativo en el SN (S. Y. Lee et al. 2015) y también, un papel en la
patogénesis del Parkinson (Kim and Yim 2013).

Npc2b: codifica para una MSC que estd directamente relacionada con el SN ya que
moscas mutantes para este gen muestran defectos en el transporte axonal en la unién
neuromuscular (X. Huang et al. 2007).

Tpr2: es un gen implicado en la interaccidon entre proteinas y en el ensamblaje de
complejos multiproteicos. Estudios previos demuestran que este gen podria tener un
efecto protector de los defectos téxicos producidos por la acumulacién de poliglutamina,
causada por la enfermedad de Huntington y otras enfermedades neurodegenerativas
(Kazemi-Esfarjani and Benzer 2000). Ademas, gracias a un sistema predictivo mediante
algoritmos se postula que Tpr2 tendria una probabilidad del 90% de estar implicado en
la formacion de la sinapsis (Pazos Obregon et al. 2015).

Al llevar a cabo la seleccién de las inserciones se tuvo en cuenta que estuvieran afectando la
region 5’ UTR o la region codificante del gen en cuestion, asegurando asi una pérdida de funcion.
El resultado de dicha busqueda puso de manifiesto que 25 genes tuvieron inserciones
disponibles para ser testadas de las cuales 19 eran viables y 6 eran letales (Figura 33).
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43 Genes candidatos

|

Validacidn fenotipica con mutaciones génicas

/

25 Genes con mutantes

£

19 Mutantes viables 6 Mutantes letales

P Y

3 Genes por testar 16 Genes testados Clones MARCM
lenMl/enM6 1enM1l 1lenMé6 2enM1 14 post M3 1 Gen clones no viables
¢ 3 Genes para hacer FRT

2 Genes preparados
5 Genes validados

(Post M3)

Figura 33. Validacién fenotipica de los genes candidatos mediante lineas mutantes e inserciones.

Entre estas inserciones algunas de ellas ya habian sido publicadas en estudios previos, mientras
gue otras eran desconocidas (Tabla 9). De los 43 genes candidatos, 18 no presentaron mutantes
y/o no habia informacidn sobre ellos. En concreto, esta tesis se ha centrado en la validacion de
las inserciones viables debido a que su confirmacion se podia realizar de forma inmediata. Con
respecto a las inserciones letales su validacion se realizaria mediante la técnica MARCM. Para
algunas de estas inserciones seria necesario generar moscas recombinantes de la insercidon y la
secuencia FRT necesaria para la obtencién de clones MARCM (Tabla 9). Por otra parte, los genes
sin inserciones disponibles y/o sin informacién sobre ellos serian candidatos para la obtencion
de mutantes nulos mediante la técnica CRISPR (Tabla 17, Anexo 2).

Genes con inserciones viables \

Funcién
Genes Mutante o Insercién Tipo relacionada con el
SN
En dendritas de
esn*%(Daisuke neuronas de la
esn Matsubara et al. Nulo larva (Daisuke
2011) Matsubara et al.
2011)
En la sinapsis y guia
Thor Th::d(TCecI;r:: ;,O(ci)gt)en, Nulo axonal (Dimitroff et
al. 2012)
Relacionado con
Cyp31a1/9%3%1(Sztal et . neurodegeneracion
Cyp3ial al. 2012) Hipomorfo (Butzlaff et al.
2015)
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Tpr2Mitiz55(Szta| et al.

Relacionado con
neurodegeneracion
y sinapsis (Kazemi-

Tpr2 Hipomorfo Esfarjani and
2012) Benzer, 2000;
Pazos Obregon et
al., 2015)
En el transporte
Npc2b¥(X. Huang et axonal de la unién
Npc2b al. 2007) Nulo neuromuscular (X.
Huang et al. 2007)
Otras gsts
relacionadas con
GstE11 gstE1714066%9 Desconocido neurodegeneracion
(Lee et al., 2015;
Kim and Yim, 2013)
5-HT1B*"(Gasque et
5-HT1B 0 2(013;‘ Nulo No
MI11815 0
€G32521 CG3€“ZIH . 200(5'\)/'””e Desconocido No
AlphaPS5 alphaPS5M01333 Desconocido No
CG14397 CG14397M04770 Desconocido No
CG6026 CG6026™M119% Desconocido No
CG33178 CG33178 1042 Desconocido No
Mae-
CG11686 f,f’;ﬁfiﬁm Desconocido No
CG2016 CG2016M104995 Desconocido No
CG6218 CG6218K609249 Desconocido No
CG32052 CG32052M102380 Desconocido No
Genes con inserciones letales
Recombinacion AL
Genes Mutante Tipo relacionada con el
con FRT
SN
Gstera | tE“Kz(giZ;’a etal. No Nulo No
Fkbp14°*%(van de Clones no
Fkbp14 Hoef, Bonner, and . Nulo No
Boulianne 2013) viables
laccase2 laccase2M07159 No Desconocido No
Represion de las
dve’ (Kélzer et al. ] . opsinas Rh3, RhSy
dve 2003) Si Hipomorfo Rh6 en R1-
R6 (Johnston et al.
2011)
CG11836 CG11836°006013 Si Desconocido No
Relacionado con
CG8420 CG8420M12232 Desconocido | neurodegeneracion
(Karres et al. 2007)

Tabla 9. Genes candidatos con lineas mutantes viables y letales. La tabla representa los genes con lineas mutantes
viables y letales. De ambos se indica el tipo de mutante (nulo, hipomorfo o desconocido), la referencia y el fenotipo

en el SN.
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4.2 Validacion del fenotipo RNAI

A continuacidn, se llevé a cabo la validacidon de los fenotipos obtenidos mediante RNAi segun la
estrategia establecida (ver Materiales y métodos). Testamos un total de 16 genes de los 19 que
tenian mutantes viables, consiguiendo validar el fenotipo en 5 de ellos: esn, Thor, Cyp31al,
CG14397 y GstE11 (en este caso la validacion se consiguid mediante otro modo que serd
explicado a continuacién) (Tabla 18, Anexo 3, figura 34).

>
*

=

o
1
*

% R8s post M3
o N i [e)] 0.0}

x

esn Cyp3lal Thor CG14397

Cyp3lal  Thor  CG14397

% R8 Post M3
0,21+0,2 | 0,21+0,2 | 0,21+0,2 | 0,21+0,2
0,68+0,3 | 1,18+0,7 | 1,03+0,7 | 0,57+0,6
3,43+1,3 | 0,73+0,65| 0,36:0,3 | 0,5+0,51
9+1 |552+3,01| 4,47+1,8 |3,14+1,27

Figura 34. Genes candidatos validados con lineas mutantes. A) Representacion
grafica de los fenotipos observados con lineas mutantes en 4 genes validados. Se
consiguieron validar los fenotipos de 4 genes: esn, Cyp31al, Thor y CG14397. En
todos los casos el fenotipo (R8 post M3) mostrado en moscas mutantes en trans-
heterocigosis a una deficiencia que cubria el gen fue estadisticamente significativo
comparado con dos tipos de controles: deficiencia en heterocigosis (Control Df) y
mutante en heterocigosis (Control mutante). B) Valores numéricos obtenidos en la
validacion del fenotipo con lineas mutantes. WT: wild type, salvaje. Cerebros
analizados, n= 6-8. Test estadistico: Kruskal-Wallis y T-Student, p-valor= 0,05.

Sorprendentemente, 4 de ellos eran algunos de los cuales habian mostrado fenotipos en el SN
en estudios previos o tenian alguna relacion con el SN: esn, Thor, Cyp31aly GstE11.

En la presente tesis se ha estudiado en detalle la funcidn de los genes: esn y GstE11. La razdn
por la que dichos genes fueron seleccionados se basa en que esn estaba relacionado
directamente con el SN y ademads interaccionaba con fmi, que es un gen implicado en la seleccién
de capa de R8 (Hakeda-Suzuki et al. 2011). Con respecto a GstE11, este gen fue interesante para
su estudio detallado debido a que mostré el fenotipo mas elevado de R8s al sobrepasar su capa
M3 en el screen con el sistema Rh6 GMR-Gal4 (14,4% R8s post M3y 10,2% de R8s en M6).
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4.3 Interaccion genética con Sens

Un aspecto importante para considerar es que los fenotipos observados en la validacién de los
fenotipos con lineas mutantes o inserciones no fueron muy elevados. Una posible explicacion
pudo ser que los mutantes empleados no fueron completamente nulos sin embargo, este sdlo
fue el caso para 3 de los 5 genes con fenotipos validados: Cyp31al, CG14397 y GstE11l. Con
respecto a Thor y esn, los mutantes testados fueron nulos y los fenotipos obtenidos no fueron
elevados (Thor: 4,5% de R8s post M3, esn: 13,28% de R8s post M3). Este hecho nos llevé a pensar
que los fenotipos en baja proporcidn eran el resultado de un proceso de redundancia ya que
eliminando completamente un gen, otros podrian suplir dicha pérdida haciendo que el sistema
funcionara mas o menos de forma adecuada.

Los genes redundantes podrian ser sens y los genes regulados por este. Sens es el FT que regula
el desarrollo de los R8s (Frankfort et al. 2001), controlando la expresion de proteinas de
superficie celular implicadas en la selecciéon de capa del R8, como Caps (Morey et al. 2008;
Shinza-Kameda et al. 2006). Ademas, se ha demostrado que deben haber otros genes
adicionales que sean regulados por Sens colaborando en la guia axonal del R8 (Morey et al.
2008). Esto sugeria que Sens podria regular la expresion de los genes validados y también la de
otros genes enriquecidos en R8.

El experimento genético tradicional para identificar una interaccidén entre genes se basaba en la
obtencidon de moscas mutantes para el gen de interés en un fondo mutante heterocigoto para
el otro gen en cuestidn. El objetivo era que en estos animales se produjera un fenotipo mas
fuerte comparado con animales mutantes para el gen en un fondo salvaje. Este aumento
fenotipico se generaria debido a que el fondo mutante heterocigoto forzaria el sistema al limite
al disminuir la expresién de otros genes (Figura 35). De esta manera, se confirmaria una
interaccion genética directa o indirecta entre dos genes.
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Fondo salvaje Fondo heterocigoto mutante de sens

Nucleo de RS

Fenotipo bajo en R8 Aumento en el fenotipo

|

sens y el Gen A interaccionan

v

Redundancia con genes downstream de sens

Figura 35. Interaccidn genética de los genes candidatos con Sens. A) Esquema del fenotipo bajo en la
validacion del fenotipo con lineas mutantes o inserciones. Animales mutantes homocigotos para el gen
candidato X (Gen A) producen un fenotipo bajo en la seleccién de capa de R8. B) Esquema de la interaccion
genética entre Sens y los genes candidatos. Animales mutantes para el gen A en un fondo heterocigoto
mutante de sens producirian un mayor fenotipo comparado con la condicion genética A). Por lo que Sens y
el gen de interés interaccionarian genéticamente, indicando un proceso de redundancia con genes regulados
por Sens.

Este experimento se realizd con el objetivo de identificar una interaccién genética entre los
genes candidatos y Sens, confirmandose asi un proceso de redundancia. Para ello, se obtuvieron
animales transgénicos mutantes para los genes validados: esn, Thor, Cyp3aly CG14397, en un
fondo heterocigoto mutante para sens, con el propdsito de generar un aumento del fenotipo.
Ademds, también se llevé a cabo en dos genes adicionales: AlphaPS5 y Tpr2, en los que la
validacion del fenotipo del RNAi no fue evidente ya que la comparacién de la condicién
experimental (mutacidén/deficiencia) y el control de la deficiencia en heterocigosis
(deficiencia/+) no fue estadisticamente significativa. Ademads, ambos genes presentaban
funciones que podrian ser importantes para extension axonal del R8. AlphaPS5 es una integrina
asociada al proceso de adhesién celular (Hynes and Zhao 2000), mientras que Tpr2 es una
chaperona probablemente implicada en el ensamblaje y funcion sinaptica (Pazos Obregdn et al.
2015).

Los resultados mostraron que el Unico gen que interaccionaba genéticamente con Sens fue
CG14397 (Figura 36, Tabla 19, Anexo 4) ya que se observé un aumento del fenotipo obtenido en
animales mutantes para este gen en trans-heterocigosis a la deficiencia y eliminando una copia
de Sens (5% de R8s post M3) comparado con animales mutantes del gen en un fondo salvaje
(3,2% de R8s post M3). Al no presentar sitios putativos de unidn para Sens, esta interaccién se
produciria de forma indirecta a través de otros genes regulados directamente por Sens.
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Figura 36. Interaccion genética entre
CG14397 y Sens. A) Representacion grafica
de los resultados obtenidos en Ia
interaccion genética de Sens y CG14397.
Animales mutantes para CG14397 en trans-
heterocigosis a una deficiencia, en un
fondo heterocigoto mutante de sens
(CG14397M04770/Df, senst! -/+; Cerebros
analizados, n= 7) muestran un fenotipo
mayor de R8s post M3 (45 de 916 R8s con
fenotipo) comparado con animales
mutantes de CG14397 (56 de 1725 R8s con
fenotipo, CG14397V10%4770/pf; n= 8). El
fenotipo también es estadisticamente
significativo con respecto a los controles
correspondientes (CG14397Mi04770/ 4
senst! -/+, n=6, 7 de 804 R8s con fenotipo;
Df/+, senst! -/+, n=6, 21 de 825 R8s con
fenotipo). B) Valores numéricos de la
interaccion genética de Sens y CG14397.
Test estadistico: T-Student, p-valor= 0,05).
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5. Estudio de la funcion de GstE1ll en la
seleccion de capa de R8

5.1 Origen de las GSTs y su relacion con el SN

GstE11 codifica para un miembro de la familia E de las glutation S-transferasas (GSTs) (Ranson
et al. 2001). Estas enzimas son una familia muy importante de enzimas detoxificadoras que son
activas durante el metabolismo de drogas (Mannervik and Danielson 1988; Hayes and Pulford
1995). En muchos organismos las GSTs pertenecen a la familia de isozimas citosélicas (State,
1986; Hayes and Pulford, 1995) o microsomales (Dejongs et al. 1988; Jakobsson et al. 1999). Su
funcién principal consiste en catalizar la conjugacién de la forma reducida del glutation a varios
substratos exdgenos y enddgenos electrofilicos (Armstrong 1997; Hayes and Pulford 1995).
Respecto a su especificidad de substrato, la mayoria de las GSTs son capaces de catalizar un
amplio rango, mientras que una pequefia parte (isozimas microsomales) presentan asociaciones
muy especificas (Dejongs et al. 1988; Jakobsson et al. 1999).

Entre todos los miembros del reino animal, son los insectos los que presentan una enorme
variedad de GSTs. Hace ya mds de medio siglo los insecticidas empezaron a introducirse en el
medio ambiente con el objetivo de fomentar el desarrollo de la agricultura. Sin embargo, los
insectos han sido capaces de desarrollar defensas contra estos de forma extremadamente
rapida. De hecho, esta rapidez evolutiva ha supuesto un gran problema para la industria
agroquimica (Tu and Akgul 2005). La aparicion de familias nuevas de GSTs ha sido, entre otras,
uno de los métodos que han favorecido el metabolismo de los insecticidas por parte de los
insectos (Clark 1990). Gracias a la secuenciacién completa del genoma de Drosophila y especies
de mosquitos (Enayati, Ranson, and Hemingway 2005) la gran diversidad de familias de GSTs se
ha convertido en objeto de estudio, especialmente, en el contexto de la resistencia a pesticidas.

En Drosophila, hay un Unico gen de GSTs que presenta un 45% de identidad en la secuencia de
aminodcidos respecto al gen de la gst microsomal en humanos (Dejongs et al. 1988). La
comparacién de secuencias entre GSTs conocidas resultd en una clasificacién de seis clases
diferentes de GSTs citosélicas: Delta (D), Epsilon (E) (Sawicki et al. 2003), Omega (O), Sigma (Beall
et al. 1992; Singh et al. 2001), Zeta y Theta (Tu and Akgil 2005). Las clases D y E son clases
especificas de Drosophila, mientras que las restantes se comparten con todos los eucariotas
(Saisawang, Wongsantichon, and Ketterman 2012; Tu and Akgil 2005). Ademas, ambas clases
son las mds estrechamente relacionadas como se demostré mediante alineamiento de
secuencia y analisis filogenético (Saisawang, Wongsantichon, and Ketterman 2012).

Respecto a la familia E, de sus 14 miembros, de la GstE1 a la GstE10 se encuentran formando un
cluster en el cromosoma 2R, mientras que el resto de los miembros estdn dispersos a lo largo
del cromosoma, encontrandose asi la GstE11 que posee la mayor eficiencia catalitica hacia su
substrato. Asimismo, tanto la familia E como la D estarian principalmente implicadas en la
detoxificacién ya que ambas son capaces de catalizar una gran diversidad de substratos
(Saisawang, Wongsantichon, and Ketterman 2012).

Es importante mencionar que estudios anteriores asociaron las GSTs con el SN. Concretamente,
la GstO1 presentd un papel protector durante estrés oxidativo en el SN en Drosophila (S. Y. Lee
etal. 2015). En el caso de la GstO2, también fue relacionada con el SN debido a un posible efecto
protector sobre algunos de los defectos producidos en Parkinson (Kim and Yim 2013; Kim et al.
2012).
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A pesar de que la famila GSTE no ha sido directamente relacionada con el SN, el screen de los
genes enriquecidos en R8 mediante RNAi ha mostrado que la pérdida de funcion de GstE11
producia un fenotipo en la seleccién final de capa del R8 (23% de R8s en M6). Por lo que este
gen podria estar implicado en la guia axonal del R8, lo que se intentd confirmar mediante la
validacién con una insercion. Ademads, otro gen miembro de la misma familia también mostré
un fenotipo en la seleccion de capa en el screen: GstE14. Esta parte se discutira en detalle en el
apartado de Discusion.

Con respecto a su patron de expresion, el RNA-seq mostrd que la GstE11 se encontraba sobre-
expresada en R8s frente R7s a 40h DFP, mientras que en R7s practicamente no se expresaba en
todo el proceso. Aunque su expresion era elevada en R8s a 40h DFP, después dicha expresién
decrecia bruscamente a 50h y a 60h DFP (Figura 37).

30 Figura 37. Patréon de expresion de GstE11
durante el proceso final de seleccién de
25| —~+=R7  capa (40h, 50h y 60h DFP).
—a—R8
g 20t
X~
SEY
10}
51
40 DFP 50 DFP 60 DFP

Estos datos sugerian que la funcidn de esta enzima se limitaria al inicio del proceso de selecciéon
de capa en el R8. Con respecto a la presencia de sitios putativos de union para Sens y/o Pros en
la region reguladora de GstE11, las predicciones bioinformaticas no detectaron ninguno de ellos.

5.2 Validacién del fenotipo RNAi mediante la insercién GstE11%066%

Para verificar el fenotipo obtenido con el RNAi de la GstE11 se eligioé una insercion (P(XP)GstE11
d06699) que interrumpia la regién codificante en el exdn 2, afectando a las dos isoformas
existentes de la GstE11. Ademas, dicha insercion no afectaria al dominio catalitico localizado en
el extremo N-terminal (Figura 38).

H P d06699
DNA Tﬂ'\ll‘mﬂw Flgura 38. Insercidon GstE11 . Se

representan las dos isoformas Ay B de GstE11
y la localizacién de la insercion GstE119066%9

RNA Isoforma B
interrumpiendo el exdn 2 de ambas isoformas.

C-Terminal ) L, X
La insercion afecta al extremo C-terminal,
Isoforma A mientras que el extremo N-terminal, donde se
N-Terminal C-Terminal encuentra el dominio catalitico, no se veria
d06699 afectado.
GstE11
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Inicialmente se procedié a demostrar que la insercién P(XP)GstE11 9%%%% interrumpia de forma
especifica GstE11l. Mediante PCR se confirmd que en animales mutantes homocigotos la
insercidn si interrumpia el gen (Figura 39).

GstE117%%% Figura 39. La insercién GstE11906699
v afecta a GstEll. Mediante PCR se
E comprobd que la insercidon GstE11906699
= interrumpia el locus de GstEll en
— animales mutantes homocigotos
iggg SE — — GstE1190966%9,
-———

Una vez confirmado que esta insercion interrumpia especificamente el locus del gen, se procedié
a analizar el fenotipo en R8s en animales mutantes GstE119%%% en trans-heterocigosis a dos
deficiencias que cubriesen el gen (Df a: Df(2R)BSC399 y Df b: Df(2R)ED3683) o con la insercion
en homocigosis ya que era viable. El resultado no mostrd fenotipos en R8 en ninguna de las
condiciones explicadas, impidiéndose asi la validacion del fenotipo producido por el RNAi (Figura
40).
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Figura 40. Validacion del fenotipo RNAi de GstE11.
A) Representacién grafica de los fenotipos
observados en R8 en la validacién del fenotipo
RNAi de GstE11l. Moscas mutantes homocigotas
GstE%%9 no mostraron un fenotipo en R8
(GstE900669  cerebros analizados, n= 7, 81 de 1215
R8s con fenotipo) comparado con el fenotipo RNAI
(14,4% R8s post M3 y 10,2% de R8s en M6). En el
caso de moscas mutantes GstE9%%%%° en trans-
heterocigosis a la deficiencia b, tampoco se
observé un fenotipo en R8 (GstE%6%/Df b, n= 4, 22
de 871 R8s con fenotipo). De la misma manera, en
las moscas mutantes GstE%%% en trans-
heterocigosis a la deficiencia a, no se detecté un
fenotipo en R8 (GstE¥%%%/Df a, n= 6, 21 de 737 R8s
con fenotipo). B) Valores numéricos del porcentaje
promedio de fenotipos obtenidos en la validacion
del fenotipo RNAi de GstE11l. Test estadistico: T-
Student y Kruskal-Wallis, p-valor= 0,05).

Una razdn que justificara este resultado podria ser que la insercidn GstE119%%%° no causara una
pérdida de funcién de GstE11, por ejemplo al no afectar el dominio catalitico de la enzima. Por
otra parte, podria ser que el fenotipo observado mediante RNAi fuese inespecifico debido a
efectos off-targets. Para desvelar esta incégnita realizamos un experimento genético que
demostrd la especificidad del RNAi de GstE11.

5.3 Validacion de la especificidad del RNAi contra GstE11

Identificamos un solapamiento entre la secuencia gendmica diana del RNAi de GstE11y el punto
de insercién del transgen que producia la mutacién GstE119°%% (Figura 41).

DNA ]M\W\M Figura 41. Solapamiento entre la secuencia diana del

RNA
d06699
RNA GstE1177°%
Solapamiento =
[TENTETTRET

RNAi GstE11

RNAi de GstE11 y la insercion GstE119965%9, E| RNAI
contra GstE11l es complementario a una parte de la
secuencia (exon 2) del RNA producida por la insercion
GstE17906699,
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Conocido esto, decidimos llevar a cabo un experimento genético para poder demostrar que el
RNAI estaba produciendo el silenciamiento de GstE11. En la condicidon experimental en la que
animales recombinantes que portasen la insercién de GstE11 y ademads, expresasen el RNAi en
los fotoreceptores en trans-heterocigosis a una deficiencia que cubria el gen, podrian darse las
siguientes opciones:

e El solapamiento seria suficiente para que el RNAi se pueda unir al transcrito producido
por la insercién GstE119°6%, degradando de esta manera, el RNA (Figura 42):

406699 Figura 42. El solapamiento entre la secuencia
RNA GstE11 diana del RNAi de GstE1ll y la insercion
Y ——» Degradacion del RNA GstE119965%9 seria suficiente para que el RNAI
7 [ degrade el RNA. El RNA producido por la
RWI insercién GstE1199669 permitiria que el RNAi de

GstE11 se uniese a su secuencia diana.

- Opciodn 1:se produciria un aumento del fenotipo comparado con el producido por el RNAI
de la GstE11. Conclusidn: la diana del RNAi es GstE11.

- Opcidn 2: se produciria el mismo fenotipo que el producido por el RNAi de GstE1l.
Conclusion: EI RNAI se une a otro gen cercano produciendo el fenotipo previamente
observado.

e El solapamiento no seria suficiente para la unidn del RNAI al gen GstE11: El transcrito
producido por la mutacion GstE1199°%% seria demasiado corto para permitir la unién del
RNAI, suprimiendo el fenotipo producido por la expresién del RNAI. Conclusién: la diana
del RNAi es GstE11 (Figura 43):

RNA Gste11" %
v No degradacion B '
— 1 —  del RNA — Supresion del fenotipo
A
X
R s W H =
RNAi GstE11

Figura 43. El solapamiento entre la secuencia diana del RNAi de GstE11 y la insercion
GstE1196699 no seria suficiente para que el RNAi degrade el RNA. EI RNA GstE 11406699
no incluiria la secuencia complementaria suficiente, como para permitir que el RNAi
se una.

El resultado fue la aparicién de un aumento en el fenotipo en animales recombinantes
experimentales comparado con aquellos que solo expresaban el RNAi de GstE11 (Figura 44Ay
B).
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Figura 44. Especificidad del RNAi contra GstE11. A) Fenotipos observados en R8 en las diferentes condiciones.
Animales que expresaron el RNAi de GstE11 (GMR>RNAi GstE11, cerebros analizados, n= 10) mostraron un
fenotipo basado en el 3% de R8s post M3 (61 de 1912 R8s post M3) y el 22,9% de R8s en M6 (434 de 1912
R8s en M6), mientras que en aquellos animales que, ademas de expresar el RNAI, portaban en trans una
deficiencia que cubria el gen (GMR> RNAi GstE11, Df a, n=18), un 4,2% de R8s pasaban M3 (136 de 3298 R8s
post M3) y un 30,1% llegaban a M6 (1017 de 3298 R8s en M6). Si estos mismos animales también llevaban la
mutacion GstE119966%9 (GMR> RNAi GstE11, GstE119966%° Df a, n=19), el fenotipo era del 3,8% de R8s post M3
(105 de 3036 R8s post M3) y 40,8% en M6 (1324 de 3036 R8s en M6). Las diferencias con respecto al fenotipo
en M6 fueron estadisticamente significativas al comparar los animales GMR> RNAi GstE11l y GMR> RNAi
GstE11, GstE1199%6%9, Df g. B) Representacion grafica del porcentaje promedio de fenotipo observado en cada
caso. Test estadistico: T-Student, Kruskal-Wallis, p-valor= 0,05, barra de escala: 10um. C) Representacion
grafica de los resultados procedentes de la RT-PCR. A través de RT-PCR se detectd la disminucidn del transcrito
de GstE11 en larvas L3 que expresaron el RNAi contra GstE11 en el dominio apterous del disco imaginal de

ala. Como genes controles se emplearon Rp49 y DIA.

El resultado obtenido nos indicaba que aparentemente el RNAi contra la GstE11 producia de
forma especifica un fenotipo en R8s sin embargo, otra posibilidad seria que el aumento
fenotipico observado se causara por forzar de forma extrema el sistema genético. Esta
posibilidad fue descartada al observar una disminucidn del transcrito de la GstE11 al expresar el
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RNAi en el dominio apterous (ap-Gal4) (Bejarano et al. 2008) del disco imaginal de ala en la etapa
L3 larvaria mediante RT-PCR (ver Materiales y métodos) (Figura 44C).

Por lo tanto, estos resultados sugieren que GstE11 seria necesaria para que los R8s localicen su

destino final especifico en el cerebro. No obstante, se tendrian que realizar mas experimentos
para elucidar el mecanismo molecular por el cual GstE11 funciona en la guia axonal del R8.
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6. Estudio de la funcion de Esn en la seleccion
de capa en R8

6.1 Esn funciona en las dendritas de la larva

esn codifica para una proteina con dominio LIM formada por secuencias ricas en cisteina con un
motivo dedo de zinc (Sanchez-Garcia and Rabbitts 1994; Dawid, Breen, and Toyama 1998). esn
es un gen similar a prickle, estando asi relacionado con la polaridad planar celular (Gubb et al.,
2000). En estudios previos se identific6 un nuevo dominio formando parte del dominio LIM:
dominio PET (Prickle-Espinas-Testis) implicado en interacciones entre proteinas de la polaridad
planar o en la organizacién del citoesqueleto (Gubb et al. 1999). Con respecto a su patrén de
expresion en el SN, se ha demostrado que Esn se expresa en el SN en la etapa embrionaria de
Drosophila, localizandose en érganos sensoriales precursores y en axones y nucleos de neuronas
del SNP (D. Matsubara et al. 2011).

Esn tiene una funcién en el establecimiento de interacciones repulsivas entre las dendritas de
las neuronas de la larva (D. Matsubara et al. 2011), siendo necesarias para la proyeccion
ordenada de las dendritas y para el correcto procesamiento de sefiales (Zipursky and Sanes
2010). Dicha funcidn se consigue gracias a su interaccion genética con Fmi. La combinacion en
trans-heterocigosis de mutantes nulos de fmiy esn producia un fenotipo en estas interacciones
dendriticas tan severo como el observado en mutantes hipomorfos de fmi (D. Matsubara et al.
2011). Ademas, dicha interaccion ocurria de forma directa entre el dominio LIM (incluyendo el
dominio PET) de Esn y el tallo C-terminal de Fmi (D. Matsubara et al. 2011) (Figura 45).

A

Flamingo
Repeticion cadherina E G R P
| H|] H 11
Tallo C
JM-A IM-B
Espinas
PET LIM1-3 CAAX

B | T

Figura 45. Identificacion de la union del dominio PET-LIM de Esn y el tallo C de Fmi. A) Fmi
estd formado por un ectodominio, incluyendo repeticiones de cadherina, el dominio
transmembranay el dominio citoplasmatico (yuxtamembrana, JM) tallo C-terminal. Esta region
esta dividida en la mitad terminal JM-A y la mitad terminal JM-B. E: repeticion EGF, G: dominio
globular A, R: dominio receptor de hormona, P: dominio GPS Latrofilina/CL-1. B) Esn contiene
el dominio PET (PET), dominios triples LIM (LIM) y un motivo CAAX en la region C-terminal.

Cabe resaltar que fmi es un gen involucrado en la guia axonal del R8 mediante la interaccién con
gogo en Drosophila (Hakeda-Suzuki et al. 2011). Este hecho nos hizo preguntarnos si Esn estaria
actuando en el R8 por medio de su interaccidn con Fmi, al igual que ocurria en las dendritas de
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la larva. Para resolver esta hipodtesis se realizaron experimentos genéticos que se explicaran a
continuacién.

6.2 Patron de expresion de esn en R7 y R8

Los datos procedentes del RNA-seq mostraron que esn estaba sobreexpresado en R8 comparado
con R7 a 40h DFP, mientras que posteriormente su expresién disminuia en R8. La expresién en
R7 en cambio fue moderada en las tres etapas analizadas (Figura 46).

50
40} Figura 46. Patron de expresion de esn durante el
proceso final de seleccion de capa (40h, 50h y 60h

s 30+ DFP).
3
<20t

10} —

0
40h DFP 50h DFP 60h DFP

Ademds, gracias a herramientas bioinformdticas observamos que Esn presentaba sitios
putativos de unién para Sens y Pros. Esto sugiere que podria ser activado por Sens en RS,
mientras que en R7 podria ser reprimido a través de Pros.

6.3 La pérdida de funcion de esn produce defectos en la seleccion de
capa de R8

La pérdida de funcion de esn en los fotorreceptores produjo defectos en la seleccién final de
capa de RS, lo cual se observé mediante su silenciamiento génico por RNAi en el estudio de los
genes enriquecidos en R8 del enfoque no sesgado. Este fenotipo consistié en que el 4,7% o el
6,5% de R8s sobrepasaban de su capa M3 llegando a M6 (en M6) segun las dos lineas de RNAI
empleadas en el screen (Tabla 14, Anexo 1). Dicho fenotipo se validé en moscas mutantes nulas
esn’©®, en trans-heterocigosis a una deficiencia en las que un 9% de R8s mostraron el fenotipo
post M3 (Figura 47). Ademas, este fenotipo se reprodujo en animales mutantes hipomorfos esn
00447 donde un 4,5% de R8s mostraron fenotipo post M3 (Figura 47). El fenotipo producido en
las moscas mutantes hipomorfas fue la mitad que el producido en las moscas mutantes nulas,
lo que concordaba con estudios donde se sugeria que el alelo esn®*7 reduciria a la mitad la
proteina Esn (Thibault et al. 2004). Es importante mencionar que el fenotipo de Esn fue
detectado gracias a dos marcadores diferentes de R8s: Rh6-GFP y Rh6-lacz, siendo reproducido
con dos deficiencias independientes que cubrian la regién reguladora (Df 1: Df(2R)BSC262) o
todo el locus de Esn (Df 2: Df(2R)Exel6283) (Figura 47).
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Figura 47. La pérdida de esn produce
defectos en la seleccion de capa de R8. A)
Grafica donde se representa el porcentaje
de fenotipos post M3 en R8 observados en
cada condicion mutante de esn. Moscas
mutantes esn%47 en trans-heterocigosis
a la Df 1 (esn@%#47/Df 1, Rh6GFP; cerebros
analizados, n= 7, 66 de 1478 de R8s con
fenotipo) muestran la mitad del fenotipo
producido en moscas mutantes con el
alelo nulo de esn en trans-heterocigosis a
la Df 1 (esn®°¢/Df 1, Rh6GFP, n= 6, 80 de
892 R8s con fenotipo; esn9%/Df 1,
Rh6lacz, n=4, 60 de 638 R8s con fenotipo )
y a la Df 2 (esn9%/Df 2, Rhé6lacz, n=9, 164
de 1225 R8s con fenotipo). El fenotipo del
mutante nulo esn%® se detectd ademas,
con dos marcadores de R8s diferentes:
Rh6-GFP y Rhé6-lacz. B) Tabla donde se
indican los valores numéricos del
porcentaje promedio de R8s con fenotipo
en cada condicién mutante de esn. Test
estadistico: T-Student, p-valor=0,05.

Estos resultados sugerian que Esn tenia una funcidn en la seleccion final de capa de R8 debido
que dos alelos mutantes en trans-heterocigosis a dos deficiencias producian defectos en R8. Lo
cual fue confirmado al rescatar un 75% del fenotipo producido en animales mutantes para esn,
al reintroducir el DNA de esn en los fotorreceptores mediante el driver GMR-Gal4 (Figura 48).
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A * Figura 48. La expresion de esn rescata el
* fenotipo producido por la pérdida de

21 . * esn. A) Grafica donde se representa el

18 porcentaje de fenotipos post M3 en R8

" observados en cada condicion. La
expresion de esn mediante el driver GMR-

Gal4, en un fondo mutante homocigoto

12 ¢ de esn (esn*%®/Df 1; GMR>esn, cerebros
I analizados, n = 7, 66 de 1637 R8s con
fenotipo) rescata un 75% del fenotipo

- producido por la pérdida de esn de R8s
. post M3. Esta bajada en el fenotipo fue

i significativa comparado con sus controles

correspondientes: esn°°/Df 1, GMR (n=

(’f"(\ 9, 187 de 1177 R8s con fenotipo),
& esn*9%/Df 1; esn (n= 8, 203 de 1431 R8s
s\'\" (ﬁ@ con fenotipo), esn®%¢/Df 1(n= 4, 60 de 638
*_06\0 Ay R8s con fenotipo), GMR (n= 14, 55 de

P BN 06\0 4185 R8s con fenotipo). En este
\2 + experimento se empled Rhé6-lacz para

e visualizar los R8s. % R8s post M3:

porcentaje medio del fenotipo. B) Tabla

B % R8s post M3 donde se indican los valores numéricos
del porcentaje promedio de R8s con

% R8s post M3

o w o w

GMR 1,4+ 0,89 fenotipo en cada condicidon. Test
esn'“’s/Dfl 9,7+ 4,04 estadistico: T-Student, Kruskal-Wallis p-
valor=0,05.
esn"°/Df 1; esn 14,1+ 0,97
esn*°¢/Df 1; GMR 16,1+ 6,1
esn"°%/Df 1; GMR>esn 4+1,4

Por lo tanto, estos resultados confirman que Esn estd implicado en la guia axonal del R8 hacia
su capa final M3. Dicha funcién podria ser conseguida mediante la interaccion con Fmi del mismo
modo que en las neuronas de la larva mediante el dominio LIM de Esn.

6.4 Interaccion genética Esn-Fmi en R8

La cadherina transmembrana Fmi estd involucrada en la guia axonal de R8 mediante la
interaccion con Gogo (Hakeda-Suzuki et al. 2011). Fmi permite la extensidén de los R8s hacia M3
gracias a las propiedades de adhesion de su dominio extracelular y a la interaccién homofilica
con Fmi en las neuronas diana. La cooperacion de Gogo se basaria en la posible funcién de su
dominio citoplasmatico en la transduccidn de la sefial hacia el cono de crecimiento (Hakeda-
Suzuki et al. 2011).

El fenotipo previamente publicado en R8s mutantes nulos de fmi se basaba en que los R8s se
detenian en la capa M1, por lo que Fmi era necesario para movilizar los R8s de M1 a su capa
final M3 (Hakeda-Suzuki et al. 2011). Sin embargo, hemos identificado que cuando hay niveles
bajos de Fmi (GMR>RNAI fmi), algunos R8s son capaces de llegar a M3 pero debido a que no
disponen del nivel suficiente de Fmi, sobrepasarian su capa, sin llegar a M6 (6,1% de R8s post
M3) o llegando hasta M6 (23,6% de R8s en M6) (Figura 50). El fenotipo post M3 seria similar al
fenotipo que produce la falta de esn (R8s post M3). Este hecho significaria que Esn podria estar
funcionando junto con Fmiy Gogo en el cono de crecimiento del R8 para regular su estabilizacién
en M3.



Resultados

Debido a que Esn y Fmi interaccionaban en las dendritas de la larva (D. Matsubara et al. 2011),
nos preguntamos si esta interaccién también se daba en el R8. Para identificar una colaboracion
entre ambos, se intentd detectar una interaccidon genética. Para ello, el experimento ideal
consistiria generar animales mutantes para esn en un fondo mutante heterocigoto de fmi. En
esta situacion esperariamos observar un aumento del fenotipo comparado con el fenotipo de
animales mutantes de esn o de fmi. De esta manera, Esn y Fmi interaccionarian genéticamente
de forma directa o indirecta, sugiriendo su participacién en la estabilizacion del cono de
crecimiento del R8. Sin embargo, debido a que ambos genes se localizaban en el mismo
cromosoma, a la no disponibilidad de una deficiencia que cubriese los dos genes y a su
improbable recombinacidn por su proximidad en el genoma, el experimento se realizé de dos
maneras:

- Opcidn 1: los animales experimentales expresaron el RNAi de esn mediante el driver
GMR-Gal4 en un fondo heterocigoto mutante para fmi.

- Opcidn 2: los animales experimentales expresaron el RNAi de fmi mediante el driver
GMR-Gal4 en un fondo mutante para esn en trans-heterocigosis a la deficiencia (Df 1:
Df(2R)BSC262).

En los resultados de la opcion 1, el fenotipo post M3 en R8 aumentd significativamente en los
animales experimentales, de un 7,1% (fenotipo en animales que expresaban el RNAi de esn) a
un 11,9% (Figura 49). Por lo que este resultado sugeria que Esn y Fmi interaccionaban
genéticamente.
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Figura 49. Interaccion genética entre Esn y Fmi
(Opcion 1). A) Grafica donde se representa el
porcentaje de fenotipos post M3 en R8 observados
en cada condicién. El aumento del fenotipo post
M3 observado en los animales que expresan el
RNAi de esn en un fondo heterocigoto mutante de
fmi (GMR>RNAIi esn, fmit>°/+, cerebros analizados,
n=7, 125 de 1052 R8s con fenotipo) fue
estadisticamente significativo comparado con el
efecto producido por el RNAi de esn (GMR>RNAi
esn, n=6, 67 de 945 R8s con fenotipo). % R8s post
M3: porcentaje medio del fenotipo. B) Tabla donde
se indican los valores numéricos del porcentaje
promedio de R8s con fenotipo en cada condicién.
Test estadistico: T-Student, Kruskal-Wallis p-valor=
0,05.

Los resultados de la opcidn 2 mostraron que en los animales experimentales se producia un
aumento significativo del fenotipo R8s en M1. Dichos animales presentaban un 78% de R8s que
se paraban de forma erréonea en la capa M1, mientras que en animales controles, que solo
expresaban el ARNi de fmi, un 65,6% de R8s se paraban en M1 (Figura 50, Tabla 20, Anexo 5).
Estos resultados de nuevo sugerian que Esn y Fmi interaccionaban genéticamente.
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Figura 50. Interaccidon genética entre Esn y Fmi (Opcion 2). A) Grafica donde se
representa el porcentaje de fenotipos post M3 en R8 observados en cada condicidn.
Los animales mutantes de esn en trans-heterocigosis a la deficiencia que ademas
portaban el driver GMR-Gal4 (GMR, esn®°¢/ Df 1, cerebros analizados, n= 7, 231 de
1461 de R8s con fenotipo) presentaban un 16,1% de R8s con fenotipo post M3 y un
7,5% de R8s con fenotipo en M6 (106 de 1461 de R8s con fenotipo). Por otra parte,
en animales que expresaban el RNAi de fmi en los fotorreceptres (GMR>RNAi fmi,
n=8), se observé un 6,1%de R8s post M3 (50 de 836 de R8s con fenotipo), un 23,6%en
M6 (192 de 836 de R8s con fenotipo) y un 65,6% de R8s en M1 (553 de 836 de R8s
con fenotipo). En animales que ademads de expresar el RNAi de fmi, también eran
mutantes de esn (GMR> RNAi fmi, esn®°®/Df 1) n=6) se observd un aumento
significativo del fenotipo en M1, ya que un 78,6% (557 de 706 de R8s con fenotipo)
de R8s mostraban este comportamiento. Los fenotipos estan indicados con
triangulos blancos. % R8s post M3: porcentaje medio del fenotipo. B) Tabla donde se
indican los valores numéricos del porcentaje promedio de R8s con fenotipo en cada
condicion. Test estadistico: T-Student, p-valor=0,05. Barra de escala: 10 um.

Es relevante mencionar que en ambas opciones el aumento del fenotipo fue leve, sin embargo
al ser este estadisticamente significativo, tanto en la opcion 1 como en la opcién 2, se
confirmaria la interaccion genética entre Esn y Fmi. Por consiguiente, ambos genes funcionarian
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en la seleccién de capa de R8 de forma directa o indirecta. Los experimentos para demostrar si
el dominio LIM de Esn mediaria la interaccion con Fmi se encuentran en proceso.
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1. Utilizacion del RNAi en el screen genético

Esta tesis se centré en realizar el screen de los genes enriquecidos en R8 pertenecientes al
enfoque no sesgado, a través de la técnica RNAI. Esta consiste en un proceso celular endégeno
en el que el RNAm es degradado por RNA de cadena doble (dsRNA) de secuencia idéntica,
provocando el silenciamiento génico (Fire et al., 1998; Chapman and Carrington, 2007).

El silenciamiento génico por RNAI ha constituido un método ampliamente empleado y valioso
para estudiar las funciones de los genes. El descubrimiento de esta técnica fue en Caenorhabditis
elegans (C.elegans) (Fire et al., 1998) lo que permitid la realizacidon de estudios funcionales en
varios organismos, desde los clasicos modelos genéticos de C.elegansy Drosophila, hasta células
humanas y organismos como las planarias y mosquitos, donde las técnicas genéticas no estaban
disponibles. Aunque inicialmente el RNAi se empled para silenciar genes individuales de interés,
actualmente se utiliza en varios organismos a gran escala mediante la produccidn de librerias de
RNAI. De esta manera, se podrian silenciar la mayoria de genes, permitiendo estudios genémicos
de pérdida de funcién cubriendo todo el genoma. Por otra parte el silenciamiento génico por
RNAI tiene algunas desventajas como por ejemplo, que dicho silenciamiento puede ser variable
e incompleto y que los reactivos pueden ser inespecificos. De la misma manera, los genes que
codifican proteinas con un promedio de vida largo no son silenciados tan eficientemente.

A pesar de las desventajas que esta técnica pudiera presentar, las ventajas de la técnica de RNAi
hicieron plausible su empleo en esta tesis en lugar del uso de lineas mutantes para cada gen.
Dichas ventajas consistian en la existencia de librerias de RNAi para todos los genes de
Drosophila (VDRC y TRiP) debido a la secuenciacion completa de su genoma.

Por otra parte, en el caso del uso de lineas mutantes existe una falta de disponibilidad para
algunos genes, sobre todo, para aquellos con funcién desconocida. Ademads, la generacion de
mutantes recombinados con secuencias FRTs necesarias para la generacién de clones mutantes
de genes letales necesarios para el desarrollo del animal, supone un alto coste temporal. Por lo
tanto, debido a la gran disponibilidad de RNAi y a su rapidez en la obtenciéon de resultados, este
método fue el mas adecuado para el estudio de los genes enriquecidos en R8 del enfoque
sesgado.

Gracias al sistema Gal4-UAS (Brand and Perrimon, 1993) se ha logrado el silenciamiento génico
mediante RNAIi en cualquier tejido y a cualquier etapa del desarrollo de Drosophila debido a la
amplia coleccién de lineas de drivers Gal4 (G Roman et al., 2001; McGuire, 2003). Un ejemplo
han sido los screens mediante RNAi en el SN, donde se ha demostrado que este método silencia
de forma eficiente la expresidon génica, generando fenotipos similares a los de mutantes
hipomorfos o nulos (Schmid, Schindelholz and Zinn, 2002; Ivanov et al., 2004). De esta manera,
estudios previos han sido capaces de identificar genes implicados en el desarrollo del SN (lvanov
et al.,2004; Koizumi et al., 2007), reguladores transcripcionales de la renovacion y diferenciacion
de los neuroblastos (Neumdiiller et al., 2011) y nuevos genes implicados en la formacion de
agregados de poliglutamina en el cerebro por la enfermedad de Huntington (Doumanis et al.,
2009). Este tipo de estudio a gran escala ha permitido la identificacion de genes implicados en
la formacion de la memoria en el sistema olfatorio (Walkinshaw et al., 2015).

El descubrimiento de genes implicados en la extensién axonal de las neuronas también ha sido
posible gracias a los screens genéticos mediante RNAI. Un ejemplo fue en neuronas del embrién
de Drosophila, donde algunos de los genes también mostraron fenotipos en neuronas corticales
de raton (Sepp et al., 2008). De igual manera, se han identificado genes de células gliales
implicados en el ensamblaje axonal de las neuronas (Ghosh et al., 2013). Ademas, en otras
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especies como en C.elegans, también ha proporcionado nuevos conocimientos sobre el proceso
de la guia axonal en motoneuronas y en el cordon nervioso ventral (Schmitz, Kinge and Hutter,
2007).

En el sistema visual también se han identificado genes importantes, por ejemplo el gen Sema-
1a en la neurona de la lamina L3 necesario para su seleccion de capa especifica (Pecot et al.,
2013), el gen Alk implicado en el desarrollo de la neurona L3 (Pecot et al., 2014) y el gen
Multiplexin de células gliales con funciones en la seleccién de capa de R2-R5 (Ma et al., 2016).

Todos estos ejemplos ponen de manifiesto la gran utilidad del screen genético mediante RNAI,
motivo por el cual fue la herramienta estratégica elegida para llevar a cabo esta tesis. Los genes
candidatos procedentes de dicho screen fueron validados mediante lineas mutantes con el
objetivo de reproducir los fenotipos observados en el screen.

Los estudios de comportamiento en la deteccion de la luz de color en animales mutantes podrian
haber formado parte de esta tesis como un método adicional para confirmar el fenotipo RNAi o
incluso para el screen mediante RNAi. Sin embargo, este tipo de screen visual no estd
actualmente adaptado para el estudio de la respuesta del R8, a diferencia del R7 y de R1-R6,
donde gracias a dicho método se han identificado MSC importantes para la guia axonal
(Clandinin et al., 2001; Lee et al., 2001).
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2. Resultados del screen mediante RNAI

2.1 Efectos off-targets

43 Genes fueron los candidatos para tener una funcion en la guia axonal del R8 procedentes del
estudio de pérdida de funcidon con RNAI. Seguidamente, se procedié a la validacion del fenotipo
de aquellos que presentaban inserciones viables ya que era una manera rapida de verificar el
fenotipo observado con el RNAI. Por lo tanto, se testaron 16 genes y el resultado mostré que de
los 16, en 5 genes se reprodujo el fenotipo previamente identificado: esn, Thor, Cyp31lal,
CG14397y GstE11. Esto sugeria que los fenotipos obtenidos en los restantes 11 de los 16 genes
testados podrian ser causados por off-targets de los RNAis testados.

Los efectos por off-targets son producidos por el efecto del propio RNAi al reconocer
parcialmente la cadena sentido o anti-sentido de una diana inapropiada (Jackson et al., 2006;
Kulkarni et al., 2006). Analisis in silico en Drosophila sugieren que los dsRNA pueden tener
multiples off-targets ya que cada RNAi pequefio (small interference RNAi, siRNA) producido por
la maquinaria endégena de RNAI tiene su propio arsenal putativo de off-targets (Seinen et al.,
2011). Los efectos off-targets en estudios de RNAi no solo se producen en Drosophila, sino que
también en mamiferos (Echeverri and Perrimon, 2006; Kulkarni et al., 2006; Ma et al., 2006).
Aunque anteriormente se pensaba que el RNAi solo tenia como diana el RNAm maduro en el
citoplasma, estudios posteriores demostraron que también puede actuar en el nucleo
reconociendo promotores (Morris et al., 2004) e intrones (Bosher et al., 1999). Ademas, un
estudio reciente demuestra que mediante un modelo predictivo, los intrones reconocidos por
los RNAi debido a una gran homologia de secuencia deben de tenerse en cuenta y ser
considerados como off-targets (Seinen et al., 2011).

En esta tesis se emplearon estrategias para evitar los efectos por off-targets ya que se
seleccionaron los RNAi que presentaron menor numero de estos. Esto se observd en la
informacién proporcionada por VRDC. Ademas, también se tuvo en cuenta el coeficiente S,
que mide la especificidad del RNAI. La mayoria de los RNAi elegidos tuvieron un Sig proximo a 1,
lo que queria decir que deberian de ser altamente especificos. Otro aspecto importante que
ayudd a minimizar la aparicion de off-targets fue el empleo de dos lineas independientes de
RNAI por cada gen analizado. Esta estrategia se basaba en que dos lineas sin solapamiento de
RNAI tendrian sus propios off-targets pero su diana comun seria el gen de interés. Por lo tanto,
si ambas lineas comparten el mismo fenotipo serd debido, probablemente, a la ausencia del gen
y no por off-targets.

Por otra parte, otra explicacion posible que demostrase la no validacién fenotipica de los 11
genes candidatos restantes podria ser debido a que las lineas mutantes empleadas no fueron
mutantes nulos. Este hecho podria haber causado que los fenotipos observados en estos 11
genes no fueran lo suficientemente altos como para ser detectados. Sin embargo, este no fue el
caso de los genes Npc2b y 5-HT1B, donde las lineas mutantes fueron mutantes nulos. Esto
sugeria que el fenotipo obtenido con el RNAi seria debido a off-targets. Por lo tanto, estos genes
serian descartados para tener una funcién en la seleccidn de capa del R8.

Los genes que resultaron ser letales se estudiarian mediante MARCM para generar R8s mutantes
homocigotos (este estudio no se realizd en la presente tesis debido a la falta de tiempo). Uno de
los genes letales fue dve, el cual codifica para un FT implicado en la regulacion de la expresion
de opsinas en los fotorreceptores R1-R6 (Johnston et al., 2011). Segun la literatura, este FT tenia
una funcién descrita en R1-R6 pero no en R8, motivo por el cual nos sorprendid su expresion en
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los datos del RNA-seq. Por ello, se procedié a la validacién de su expresidon mediante la deteccion
con anti-Dve en el nucleo de R8. Sin embargo, al ser la expresidon de este FT indetectable, nos
sugeria que el RNA de dve se expresaria en R8 pero no la proteina, concordando con los estudios
previos. Estos resultados causaron que este FT se descartara para tener una funcién en la
seleccién de capa de R8, aunque su RNAi mostrase un fenotipo, el cual, probablemente, seria
producido por efectos off-targets.

2.2 Variabilidad en la cualidad fenotipica observada

Un hecho relevante que se observd, una vez se validaron los fenotipos con lineas mutantes, fue
que en el caso de los 5 genes validados los fenotipos observados fueron R8s post M3. Esto
contrastaba con los resultados obtenidos del screen mediante RNAi, donde en estos 5 genes y
en la gran la mayoria de los genes, los fenotipos detectados fueron R8s en M6.

En el screen de los genes enriquecidos en R8 las moscas tenian una carga genética mayor que
las moscas empleadas para la validacion del fenotipo mediante lineas mutantes. Ademas, la
temperatura en ambos experimentos fue diferente, ya que el screen se realizé a 29°C para
asegurar una mayor expresion del RNAi por el sistema Gal4/UAS, mientras que la validacidn se
realizé a 25°C, siendo la temperatura standard de desarrollo. Por lo tanto, se postularia que en
el caso de estos 5 genes, su pérdida de funcion provocaria que los R8s sobrepasasen su capa M3
sin llegar a la capa M6, pero en condiciones peores de supervivencia debido a la carga genética
y al aumento de temperatura, dichos R8s estarian mas desestabilizados, llegando asi a la capa
M6. De hecho, en el inicio del screen al comparar los controles negativos con sistema STaR GMR-
Gal4 y con el sistema Rh6-GMR-Gal4 se observd que la mayor carga genética del primer sistema
producia mas fenotipos en R8s post M3 y en M6 comparado con el segundo, cuya carga
transgénica era menor. Igualmente, con respecto a la temperatura ya habiamos observado que
en el caso de ambos sistemas, a 29°C se producian mas fenotipos en los controles negativos que
a 25°C. Por lo que se podria confirmar que la modificacion de parametros como la temperatura
y la carga genética afectaria a la estabilizacion de los R8s, tal y como se ha observado en los
experimentos realizados en esta tesis.

El sistema STaR GMR-Gal4 mostrd algunas limitaciones durante el screen sin embargo, una gran
ventaja era poder visualizar las sinapsis a nivel de neuronas individuales, en nuestro caso, en los
R8s. Aunque en este estudio este aspecto pasé a ser secundario, seria de gran interés emplear
este sistema en los genes validados con lineas mutantes para asi comprobar si, ademas de
defectos en la seleccidon de capa, también habria fallos en la sinaptogénesis.

2.3 Fenotipos leves en la seleccidon de capa de R8

Los fenotipos observados en R8 una vez se finalizé el screen de los genes del enfoque no sesgado
con RNAI, fueron leves. Sin embargo, aun siendo fenotipos bajos, confirmamos que realmente
eran fallos reales en la seleccion de capa del R8 por varios motivos.

El primero fue que, previamente al inicio del estudio, confirmamos que el driver GMR-Gal4
(short GMR) del sistema STaR GMR-Gal4 y del sistema Rh6 GMR-Gal4 producia la expresion del
RNAi (UAS-RNAI) practicamente desde la formacion del SM durante la diferenciaciéon de los
fotoreceptores. Otro tipo de driver: GMR (long)-Gal4, formado por otras regiones del promotor
de GMR, se expresaba mds tardiamente en el desarrollo una vez se daba la formacién del SM,
por lo tanto hubiera producido la expresion del RNAi mas tarde en el tiempo que el driver GMR
(short)-Gal4.
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El segundo motivo fue que, tanto el sistema Rh6 GMR-Gal4 como el STaR GMR-Gal4, eran
capaces de producir fenotipos con genes controles positivos, como fue en el caso de fra. Este
hecho confirmaba que con ambos sistemas se detectaban sefales altas por lo que fueron validos
para identificar fenotipos en R8. Sin embargo, se tendria que haber tenido en cuenta la
comprobacién de ambos sistemas con un control positivo que produjera un fenotipo medio,
facilitando asi, la identificacién de los mismos durante el estudio de esta tesis. De esta manera,
se hubiera permitido determinar el rango de fenotipos que se podian detectar.

El tercer motivo se basd en el establecimiento de controles negativos. Los controles negativos
fueron animales que no expresaron el RNAI, gracias a los cuales se establecio el ruido minimo
producido por el fondo genético y por la temperatura de trabajo. Estos controles negativos
permitieron determinar un umbral especifico con el objetivo de seleccionar a los genes
candidatos. De esta manera, se seleccionaron como genes candidatos aquellos que tuvieran un
fc establecido segun los resultados del screen en cada grupo de genes, determinando asi el
umbral oportuno, priorizando el estudio de aquellos que mostraban un fenotipo mas
interesante. Los controles positivos y negativos dan informacion sobre la reproducibilidad, la
robustez y facilidad del screen. Por lo tanto los fenotipos observados en este estudio serian bajos
no a causa de la técnica empleada, si no por el silenciamiento parcial del gen en cuestion,
pudiendo tener un efecto fuerte su pérdida total (similar a una mutacion hipomorfa).

Los 5 genes en los que se validd el fenotipo RNAI con lineas mutantes o inserciones mostraron
fenotipos leves en R8 de la misma manera que ocurria con el RNAi. Una explicacién pudo ser
gue algunos de los mutantes testados no fueron completamente nulos, como por ejemplo en el
caso de Cyp31al, GstEll y CG14397. Aunque en la seleccién de dichos mutantes se tuvo en
cuenta que afectaran al inicio del gen o a la regidn codificante, algunos de ellos, como Cyp31al,
GstE11l y CG14397, no habian sido estudiados previamente, por lo que se desconocia si eran
hipomorfos o nulos. Asi, la realizacion de CRISPR en el caso de Cyp31al, GstE11ly CG14397 seria
un experimento ideal con el que se conseguiria un aumento del fenotipo en R8, al eliminar
completamente el gen, corroborando su funcién en la seleccién de capa. No obstante, en el caso
de esny Thor los mutantes testados fueron nulos y producian fenotipos bajos: esn“°¢, 9% de R8s
post M3, Thor?, 4,5% de R8s post M3. Por lo tanto, estos fenotipos serian explicados por las
siguientes razones.

La redundancia con otros genes que también actuaran en el proceso podria ser la razén bioldgica
que explicase la aparicidn de dichos fenotipos bajos en R8. Asi, el RNAiI silenciaria totalmente el
gen, produciendo un efecto mas débil debido a un proceso redundante. Para esclarecer esta
hipdtesis se realizdé un experimento con el objetivo de demostrar una interaccién genética con
Sens y con los genes regulados por éste. En este experimento genético se incluyeron los 5 genes
candidatos validados y 2 genes extra, independientemente de si su validacion se produjo con
mutantes nulos (Thor, 5-HTB) o hipomorfos (esn, Cyp31al, Tpr2) o desconocidos (GstE1ll,
CG14397). En los tres casos, la identificacion de la interaccidon con Sens pondria de manifiesto
una redundancia génica.

El Unico gen que mostrd una interaccion genética con Sens debido a un aumento del fenotipo
en moscas con la insercion, en un fondo mutante heterocigoto de sens, fue CG14397. Aunque
de este gen no se disponia informacion, fue elegido para su validacion debido a que mostré un
fenotipo con el RNAi igual de elevado al producido por esn (fenotipo CG14397= 7,35 % de R8s
en M6, fenotipo esn= 6,57% de R8s en M6). Ademads, este gen presentaba sitios putativos de
unién para Sens por lo que dicha interaccion podria darse de forma directa. Para demostrarlo
serian necesarios experimentos de ChIP, verificando asi, que Sens actuaria en la region
reguladora de CG14397, activando su expresion en R8. Sin embargo, el fenotipo producido en
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un fondo mutante heterocigoto de sens, sigue siendo leve, lo que significaria que la insercién
empleada no estaria produciendo una pérdida completa del gen.

En el caso de esn los resultados no mostraron un aumento del fenotipo al eliminar una copia de
sens. Es importante tener en cuenta que dicho experimento se realizdé con el alelo mutante
hipomorfo de esn que reducia a la mitad la proteina (Daisuke Matsubara et al., 2011), por lo que
seria necesario realizarlo con el mutante nulo, asegurando asi, la deteccién del aumento
fenotipico. esn ademas, mostraba sitios putativos de unidn a Sens, apoyando la hipdtesis de que
Sens esté regulando su expresion.

Con respecto a Cyp31aly Thor, tampoco se detectdé un aumento del fenotipo. Aunque estos
genes no presentaban sitios putativos de unién a Sens, no se concluiria la no interaccion con
este, debido a que otros genes podrian mediarla, interaccionando asi indirectamente.

Los dos genes extra fueron AlphaPS5y Tpr2. Ambos fueron seleccionados para este experimento
por su bajo fenotipo observado en la validacién, el cual solo podria ser significativo al aumentar
en un fondo mutante heterocigoto para sens. Sin embargo, no se observé una interaccion
genética con Sens al no detectar un aumento fenotipico. No obstante, no se descartaria la
interaccion genética con Sens, ya que por ejemplo Tpr2 también presentaba sitios putativos de
unién para este.

Una razén que dilucidase que el fenotipo no aumentara en un fondo mutante heterocigoto de
sens seria que dicho fondo mutante no seria suficiente como para poner el sistema al limite. Por
lo que seria necesario establecer un fondo mutante mds potente para forzar asi la identificacion
de una interaccion genética. Otd es un FT implicado en la expresidn de las rodopsinas y en la
morfogénesis de los fotorreceptores (McDonald 2010, Fichelson 2012) al regular la enervacion
de R1-R6 en las columnas de la lamina y la seleccidn de capa de R8 en la medulla (Mencarelli
and Pichaud, 2015). En esta ultima funcion actda junto con Sens de forma independiente,
regulando la expresidon de Fmi, Gogo y Caps. Por estas razones, el fondo mutante idéneo para
forzar el sistema al limite y producir asi un aumento del fenotipo observado en la validacién del
mismo, podria ser un fondo mutante doble heterocigoto de sensy otd.

En el caso de no identificar una interaccidon genética de los genes validados con Sens y Otd,
podria significar que debido a los bajos fenotipos observados, tanto en el screen con RNAi como
en la validacion con lineas mutantes, los genes validados tendrian una funcién parcial en la
selecciéon de capa. Asi, los FTs Sens y Otd dirigirian totalmente la maquinaria transcripcional en
R8 requerida para que el cono de crecimiento identifique su capa final, siendo la accién
combinatoria de los genes regulados directa o indirectamente por ellos, el mecanismo general
que determinase la extension final del axén del R8.

Los genes que presentaban sitios putativos de unidon para Sens y/o Pros se encontraban
distribuidos de forma regular en todos los grupos procedentes del enfoque no sesgado. Sin
embargo, al estudiar la presencia de estos en los 43 genes candidatos, se observd que el 58% de
los genes (25 genes) no presentaba sitios de union, el 28% (12 genes) los mostraba para Sens 'y
Pros, el 14% (6 genes) tenia sitios putativos de unidn a Pros y ninguno de ellos presentaba sitios
de unién para Sens. Por lo que, segun las herramientas bioinformaticas empleadas para la
prediccién de los sitios de uniéon, mas de la mitad de los genes candidatos podrian no ser
activados por Sens en R8 ni reprimidos por Pros en R7. No obstante, lo esperado hubiera sido
que mas de la mitad de los genes mostraran sitios de union para Sens y/o Pros ya que son los
FTs que controlan la seleccién de capa de R8 y R7. Al no observar dicha correlacidn, se
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propondria la realizacién de la técnica ChIP para confirmar la prediccidn realizada mediante
herramientas bioinformdticas de los sitios de unidn.

La clasificacion de los genes enriquecidos en R8 en diferentes grupos permitié la identificacion
de grupos de genes con un comportamiento similar, segin su patréon de expresién. Esto sugeria
que los genes con similar expresién podrian funcionar en el mismo proceso bioldgico, como es
la seleccién de capa de R8. Sin embargo, los resultados del screen han mostrado que el 82% de
los genes candidatos (35 de 43 genes) eran genes no agrupados. Por lo tanto, no se detectd una
correlacién entre la realizacién de grupos de genes con su implicacién en el proceso. Esta
observaciéon pondria de manifiesto un estudio alternativo al screen genético realizado en esta
tesis. Este estudio consistiria en la seleccién de un conjunto pequefio de genes para llevar a cabo
su estudio detallado. Sin embargo, es importante tener en cuenta que una razén que explicase
la ausencia de genes candidatos procedentes del resto de grupos, podria ser las dificultades
técnicas producidas al inicio del screen genético. Esto podria haber provocado que genes
candidatos adicionales no se detectaran en ese momento inicial.
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3. Estudio de los genes candidatos

3.1 ken

Ken es un FT cuya funcion es la formacién de los genitales y la pigmentacién de las aristas
(Castrillon et al., 1993; Lukacsovich et al., 2003). Debido a sus dominios proteicos se ha sugerido
que pueda actuar reprimiendo la expresién de genes regulados por él (Dhordain et al., 1998;
Huynh and Bardwell, 1998). De hecho, estudios previos han demostrado que Ken es un
regulador negativo de la via de JAK/STAT. Esta via esta implicada en la regulacion de genes
necesarios para el crecimiento celular, supervivencia, desarrollo y diferenciacion. Ademas, esta
ligada con el sistema nervioso, ya que defectos en esta ruta producen la inflamacién del cerebro
y la limitacion de la supervivencia de neuronas y células gliales (Nicolas et al., 2013). De forma
interesante, la via de JAK/STAT estd implicada en el desarrollo del sistema nervioso, de manera
que la activacion de STAT92E es necesaria para el crecimiento axonal de neuronas del SNC y del
SNP en el embridn de Drosophila (Li et al., 2003). Adicionalmente, Ken actuia en el desarrollo o
mantenimiento del circuito neural en las fibras gigantes de Drosophila (Allen et al., 2007). La
implicacion directa o indirecta con el SN, hizo a Ken un FT atractivo para estar implicado en el
desarrollo del sistema visual de Drosophila.

ken mostré una expresiéon en R8 a 40h DFP de un rpkm de 6,2, mientras que en R7 su expresién
fue nula. Ademas, aunque su expresién en R8 disminuyd conforme el proceso de seleccién de
capa avanzaba (50h DFP: 4,4 rpkm y 60h DFP: 2,7 rpkm), no se descartaria que pudiera ejercer
una funcién, no solo al inicio de dicho proceso, sino que también a medida que el axén del R8
avanza hacia su destino final. Por lo que este FT actuaria en R8 al ser activado por Sens ya que
su region reguladora presentaba sitios putativos de unidn a Sens al inicio y/o durante la
progresion de la seleccidn final de capa. Gracias a los datos obtenidos en la plataforma i-cis
Target se postula que Ken regularia la expresion de una parte de los genes que estaban
enriquecidos en R8, debido a la presencia de sitios de uniéon a este FT. Esta intrigante
informacién, junto con los datos de expresion procedentes del RNA-seq, convirtié a Ken en uno
de los objetos de estudio en esta tesis.

Para comprobar que Ken se expresaba en R8 a 40h DFP existian un anticuerpo y unas lineas
enhancer-trap que habian sido empleadas para detectar Ken en los testis, tejido donde su
expresion era leve (Issigonis and Matunis, 2012). Durante esta tesis se intentaron confirmar los
datos obtenidos del RNA-seq a través de dicho anticuerpo y de las lineas de enhancer-trap, no
teniendo éxito en la deteccion de Ken en el nicleo de R8. Sin embargo, al no haber realizado un
control positivo de su deteccion en los testis con el anticuerpo o con las lineas enhancer-trap,
no sabemos si dichos reactivos funcionaban de forma correcta o no. Dado que en estudios
previos tuvieron dificultades para la visualizacién de Ken en los testis, se decidid seguir adelante
en la realizacién de experimentos de pérdida de funcidn de ken en los fotorreceptores y en R8.
No obstante, seria necesario confirmar la expresién de Ken en el nicleo de R8 mediante RT-PCR.

Los experimentos de pérdida de funcidén de ken se realizaron con el alelo hipomorfo mas fuerte
Ken'1%%  Sin embargo, tanto en animales mutantes Ken'!%> en trans-heterocigosis a una
deficiencia que cubria el gen, como en clones de R8s mutantes homocigotos, estos eran capaces
de identificar y alcanzar su capa final M3 en la medulla. Unicamente en los animales mutantes
se observé un menor nimero de R8s marcados con GFP comparado con animales salvajes. Para
visualizar los R8s, en este caso, se empled el transgen sens-Gal4, UAS-utrGFP, por lo que se
sugirié que Ken podria estar regulando una parte del promotor de sens, razén por la cual se
observaba un menor nimero de R8s GFP positivos en animales mutantes Ken?1%*®, El motivo por
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el que en el caso de clones mutantes homocigotos no se observo este defecto, pudo ser debido
a que en los clones mutantes habria aun proteina WT Ken, siendo capaz de regular a Sens,
produciendo asi la expresion normal de GFP en dichos clones. Este resultado, dejaba la puerta
abierta a la hipdtesis de que Ken, ademas de regular la expresién de los genes enriquecidos en
R8, también estaria activando la expresidn de Sens para una funcién mas tardia, que podria estar
relacionada con la expresiéon de las opsinas o con la formacion de la sinapsis.

Antes de descartar a Ken como FT implicado en la selecciéon de capa del R8 realizamos un
experimento genético para descartar un proceso de redundancia génica. Ya que una posibilidad
que explicase la no aparicion de un fenotipo en R8 podria ser que otros genes supliesen la
pérdida de ken, haciendo que el sistema funcionase con normalidad. Para ello, obtuvimos
moscas mutantes Ken1%> en trans-heterocigosis a una deficiencia que cubria el gen, en un fondo
heterocigoto mutante senstl. De la misma manera, se realizé el mismo experimento en clones
mutantes homocigotos R8s. Asi, el sistema se desestabilizaria mds ya que la pérdida de una copia
de sens causaria una disminucion de la expresién de genes regulados por él, provocando un
fenotipo en R8. Los resultados no mostraron ningun defecto en la guia axonal de R8 sugiriendo
gue Ken no estaria implicado en este proceso, aunque si que podria tener otra funcidn al regular,
probablemente, la expresién de Sens.

Los datos obtenidos del RNA-seq indicaron que Ken no se expresaba en R7 a 40h DFP. Ademas,
las herramientas bioinformdticas proponian que este FT tendria sitios de unién para Sensy Pros.
Con respecto a R7 esto sugeriria que Ken podria estar reprimido por Pros en esta neurona, lo
cual seria necesario para que R7 llegara a su capa M6. Para confirmarlo, se expresé de forma
ectopica ken en los fotorreceptores con el objetivo de detectar un fenotipo en R7. Sin embargo,
se observaron fenotipos que se consideraron inespecificos ya que afectaban a la organizacién
en la medulla, tanto de R7s como de R8s. Dichos fenotipos serian la consecuencia de que la
sobreexpresion de ken en los fotorreceptores afectara a la estabilidad de estos debido a que ken
se estaria expresando en unos niveles mayores de los que dichas células pudiesen soportar. Este
resultado nos sefialaba que la prediccidn de los sitios de unidn para Sens y/o Pros no reflejaria
la represidn de ken a través de Pros en R7. Estudios previos han sugerido que Pros inhibe el
programa de R8 en R7 (Morey et al., 2008). Por lo que si Pros inhibe a Ken en R7, su expresion
ectodpica podria haber producido un cambio en la seleccidon de capa de este fotorreceptor hacia
la capa receptora de R8. Sin embargo, otra posibilidad que se podria contemplar es que Pros
inhiba a Ken para otras funciones independientes a la seleccion de capa en R7. Para corroborar
qgue Pros y Sens se unen a la region reguladora de Ken segun la informacién de los modelos
predictivos, se tendrian que realizar experimentos de ChIP.

Una hipdtesis alternativa que apoyara la idea de que Ken funcione controlando la seleccion de
capa en R8, es que el fondo heterocigoto mutante de sens no seria suficiente como para poner
el sistema al limite para generar un fenotipo. Un fondo mutante ideal seria el formado por un
mutante heterocigoto de sens junto con un mutante heterocigoto de otd, ya que ambos son los
FTs que controlan el proceso de la seleccién final de capa del R8 (Morey et al., 2008; Mencarelli
and Pichaud, 2015). Asi los genes regulados por Otd también disminuirian su expresion,
favoreciendo en mayor medida la aparicién de defectos en los R8s.

Como se ha mencionado anteriormente, Ken es un regulador negativo de la via de JAK/STAT,
una funcién que podria ser relevante en el R8. Sin embargo, al no haber detectado fenotipos en
R8s en animales mutantes o en clones mutantes homocigotos de ken, se podria descartar la
implicacion de la via de JAK/STAT en la seleccidn de capa. Otra posibilidad seria que el aumento
de la via de JAK/STAT causado por la pérdida de ken no seria suficiente como para alterar la
funcién del R8 o que la presencia de otros reguladores negativos producirian los niveles
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normales de JAK/STAT. Experimentos en estudios previos han sugerido que el FT que funciona
en la via de JAK/TAT, STAT92E, podria tener una funcidn en la extension axonal durante el
desarrollo en neuronas del SNC y SNP (Li et al., 2003). Segun los datos del RNA-seq este FT se
encuentra expresado en R8 a 40h DFP, con un rpkm de 7, aunque no estaria enriquecido
comparado con R7. Por lo que una posibilidad seria que su sobreexpresién en R8 produjera una
mayor extensién axonal lo que significaria que la pérdida de ken no era suficiente para producir
una mayor actividad de la via de JAK/STAT. Dicha ruta presenta bastantes componentes que la
regulan de forma negativa, logrando que su actividad sea rapida y transitoria (Eyles and Hilton,
2003). Por lo que seguramente otros reguladores negativos de la via de JAK/STAT suplirian la
pérdida de ken en R8, manteniendo unos niveles normales de STAT92E. Por ejemplo, un
regulador negativo que se encuentra altamente expresado en R8 durante los tres tiempos
analizados del RNA-seq, es Socs16D. Es decir, puede que este regulador negativo esté supliendo
la pérdida de ken en R8, haciendo que su extensidon axonal proceda con normalidad. Para
confirmar esta hipdtesis se obtendrian animales dobles mutantes para ken y Socs16D, con el
objetivo de detectar asi, un fenotipo en R8. De esta manera, se verificaria un proceso de
redundancia con otros miembros de la via.

Por otra parte, no se descartaria una funcién de Ken en la seleccion de capa de R7 ya que al
analizar su expresidon en este fotorreceptor se observé que Ken Unicamente se expresaba
durante el proceso de seleccion de capa (50h DFP), teniendo un rpkm de 6. Esto sugeria que este
FT podria tener en paralelo a R8, una funcién en R7 al ser activado a través de Pros. Dicha
hipdtesis se apoyaba gracias a que Ken presentaba sitios putativos de unién a Pros, segln las
matrices obtenidas en JASPAR Yy Fly factor survey. Contrastando con dicha hipdtesis, en animales
mutantes ken?1% no se detectaron defectos en la seleccién de capa de R7, por lo que sugerimos
que Ken estaria implicado en otras funciones necesarias en R7. Aunque, como se comentd
anteriormente, seria necesario la validacién de los sitios de union mediante Ch/P.

3.2 GstE1l1l

El gen de la GstE11 codifica para una enzima implicada en mantener el estado REDOX de las
células mediante la detoxificacion de sustratos xenobidticos (Mannervik and Danielson, 1988;
Hayes and Pulford, 1995). Esta enzima, entre los diferentes miembros de la familia E, es la que
presenta mayor eficiencia catalitica hacia su sustrato. Ademas, tanto la familia GSTE como la D,
estan principalmente especializadas en la detoxificacion ya que pueden catalizar una gran
variedad de sustratos (Saisawang, Wongsantichon and Ketterman, 2012).

GstE11 resultd ser un gen enriquecido en R8 a 40h DFP, formando parte del grupo especifico de
R8, por no estar expresado en R7. De hecho, el RNA-seq mostré que practicamente se expresaba
a 40h DFP en RS, sugiriendo que actuaria de forma especifica al inicio del proceso en R8. El screen
mediante RNAI de los genes enriquecidos en R8 del enfoque no sesgado, identific el fenotipo
mas alto observado en la seleccidn de capa del R8, donde el 14,5% de R8s fueron post M3 y el
10% mostro el fenotipo en M6. Esto provocd que este gen se convirtiera en objeto de estudio
en esta tesis.

Al proceder a la validacion el fenotipo de GstE11 con una linea mutante desconocida, para
nuestra sorpresa, el fenotipo que se obtuvo fue extremadamente bajo comparado con el
observado con el RNAI. Esto nos llevd a pensar que el RNAi podria estar produciendo efectos
off-targets causando el fenotipo en R8 ya que se corrobord que el mutante empleado afectaba
a la regién codificante del gen de las dos isoformas de GstE11. Sin embargo, moscas mutantes
GstE119%%% en trans-heterocigosis a una deficiencia que ademads expresaban el RNAi de GstE11,
mostraron un aumento significativo del fenotipo comparado con moscas que Unicamente
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expresaban el RNAi de GstE11. Este resultado apoyaba la idea de que realmente la falta de
GstE11l estaba produciendo defectos en el R8. Sin embargo, este aumento fenotipico
inespecifico podria ser la consecuencia de la gran carga genética, lo cual fue descartado ya que,
mediante RT-PCR se demostrd que el RNAi de GstE11 producia la bajada del transcrito. Por lo
tanto, se confirmaria que GstE1ll tendria una funcidon en la seleccién de capa del R8. El
experimento de rescate del fenotipo al reintroducir el gen, corroboraria si realmente es la falta
de este, la que produce el fenotipo en R8s.

El analisis del RNA-seq mostré la existencia de otras familias de GSTs expresadas en R7 y R8 en
los tiempos analizados. De forma interesante, algunos mostraban una expresién elevada tanto
en R7 como en R8 a 40h, 50h y 60h DFP, mientras que otros, incluida GstE1ll, estaban
enriquecidos en R8 a 40h DFP. Solo una parte de ellas se seleccionaron para su estudio mediante
RNAi ya que el resto no presentaban un rpkm>5 y un fc>5 (Tabla 10).

R7 R8 Fc R8/R7

Gen 40h 50h 60h 40h 50h 60h 40h 50h 60h
DFP DFP DFP DFP DFP DFP DFP DFP DFP

GstD1 | 347,20 | 94,47 | 46,22 | 275,54 | 75,26 | 25,04 | 0,79 0,80 0,54
GstD2 0,13 0,33 0,35 0,77 2,52 0,14 5,71 7,65 0,39
GstE1 0,10 3,32 1,24 1,47 2,09 1,33 | 15,42 0,63 1,07
GstE3 5,44 14,30 | 10,83 | 3,64 12,20 | 4,26 0,67 0,85 0,39
GstE5 0,21 0,75 0,40 0,59 2,27 0,81 2,77 3,03 2,03
GstE6 2,39 9,36 2,10 6,15 8,67 2,54 2,57 0,93 1,21
GstE12 | 38,72 | 94,20 | 44,85 | 57,65 | 62,75 | 47,18 | 1,49 0,67 1,05
GstE13 | 66,46 | 107,33 |108,66| 67,13 | 84,93 | 87,81 | 1,01 0,79 0,81
GstS1 118,95 | 266,18 | 214,66 | 160,28 | 376,03 |434,10| 1,35 1,41 2,02
GstT4 2,53 0,50 0,33 2,98 0,46 0,41 1,18 0,91 1,23
GstT3 4,90 9,25 2,42 3,29 4,78 1,99 0,67 0,52 0,82

Tabla 10. Patrdon de expresion de otras familias de GSTs en R7 y R8 en la seleccion de capa (40h, 50h y 60h DFP).
Se representa el nombre de cada gen, el rpkm obtenido como la media de las réplicas realizadas en el RNA-seq en
cada tiempo analizado y el fc para cada gen en cada etapa comparando R8 con R7. En color rojo estan resaltados
los genes GstD3, GstE11y GstE14 por estar enriquecidos en R8 con un fc>5. El gen GstD3 no mostro fenotipo en R8
en el screen de los genes enriquecidos del enfoque no sesgado.

Una de ellas fue GstE14, también miembro de la familia E, que mostré un fenotipo de R8 en M6
al silenciarse mediante RNAi en el screen realizado en esta tesis. Dicho fenotipo, se produjo con
las dos lineas RNAIs testadas, sugiriendo la validez del mismo. Sin embargo, seria necesaria la
validacion del fenotipo mediante lineas mutantes, siendo en este caso letales. La técnica
MARCM permitiria la validacién del fenotipo ARNi en clones de R8s mutantes homocigotos para
GstE14. Este experimento no se realizd durante esta tesis debido a que inicialmente se centré
en la validacién de los genes que presentaban lineas mutantes viables, cuya validacién era mas
inmediata.

Para demostrar que los dos miembros de la familia E colaborarian en el proceso de la seleccién
de capa de R8, se tendria que analizar el fenotipo en R8 en animales dobles mutantes para
GstE11 y GstE14. En el caso en el que se observara un aumento fenotipico comparado con el



Discusidn

producido en animales mutantes individuales para cada gen, podriamos confirmar que ambas
enzimas actian en el mismo proceso de forma redundante. Ademas la familia E puede catalizar
una gran variedad de sustratos y en concreto, GstE1ll es la que presenta mayor eficiencia
catalitica (Saisawang, Wongsantichon and Ketterman, 2012). Por lo tanto, con este experimento
se sugeriria que GstE11 y GstE14 tendrian un papel en la seleccidén de capa de R8. Esta funcidn
seria independiente a su efecto protector frente al estrés oxidativo ya que en animales con
pérdida de funcidn de ambas enzimas, se esperaria observar que la desregulacion del estado
REDOX produjera un fenotipo en M1 en R8 debido a su neurodegeneracion. Sin embargo el
fenotipo observado en ambos casos consistia en R8s que eran capaces de alcanzar su capa pero
la sobrepasaban. Esto sugiere que el desequilibrio REDOX producido por la pérdida de funcion
de GstE11 y/o GstE14 lo suplirian otras GSTs con expresién en R8 (Tabla 10), mientras que
GstE11 y GstE14 tendrian un papel especifico en la seleccidn de capa de R8.

Por otra parte, otra posibilidad es que los genes de otras familias de GSTs expresados en R8
puedan tener una funcién redundante en la seleccidon de capa. Experimentos de pérdida de
funcién de GstE11 o GstE14 en un fondo mutante heterocigoto para las GSTs de otras familias,
nos darian la informacién de una interaccidén genética y por tanto, de una colaboracion en el
mismo proceso. Ademas, debido a que algunas de ellas también estan expresadas en R7 no se
descarta que pudieran tener una funcidn en su seleccién de capa.

3.3 esn (espinas)

Esn estaba implicado en las interacciones repulsivas entre las dendritas de la larva necesarias
para el correcto procesamiento y transmisién de la informacién. Dicha funcién se conseguia
gracias a la interaccion entre el dominio LIM de Esn y el dominio C-terminal de la cadherina no
clasica Fmi (D. Matsubara et al., 2011). La interaccidn genética observada entre Esn y Fmi en R8
junto con la literatura previamente publicada, nos llevé a relacionar Esn y Fmi en R8.

Fmi estaba implicado inicialmente en la regulacidn de las interacciones aferente-aferente entre
R8s necesarias para mantener su espaciado y en la formacion de los cartridges en la lamina (K.-
A. Senti et al., 2003; Lee et al., 2003; Chen and Clandinin, 2008). Ademas, Fmi funciona en la
seleccion de capa del R8 interaccionando con Gogo de dos maneras: 1) promoviendo su
desanclaje de la capa M1 ya que la pérdida total de Fmi hace que los R8s se detengan en M1
(Hakeda-Suzuki et al., 2011). 2) Estabilizando el cono de crecimiento de R8 en M3 ya que
experimentos de sobreexpresion de Fmi y Gogo en R7 demuestran que parte de estos se
detienen en la capa receptora del R8, sugiriendo esta funcion estabilizadora (Hakeda-Suzuki et
al., 2011). En concordancia con esta hipodtesis, en esta tesis se ha observado que la pérdida
parcial de Fmi mediante RNAI en los fotorreceptores produce un 23,6% de R8 en M6y un 6,1%
de R8s post M3. Asi, los R8s que perdian totalmente Fmi eran incapaces de reconocer su capa
M3, permaneciendo en M1, aunque si lo perdian parcialmente podrian ser capaces de iniciar su
movimiento hacia M3, pero al no tener los niveles suficientes de Fmi, el cono de crecimiento no
se estabilizaria en M3 y avanzaria hacia M6.

El fenotipo post M3 producido por la pérdida parcial de Fmi seria similar al fenotipo post M3
provocado por la pérdida total de Esn, donde los R8s no serian capaces de estabilizar su cono de
crecimiento en M3 o de reconocer su capa final. Una teoria que justifique porqué el 89% de R8s
mutantes nulos de esn realiza correctamente la seleccién de capa, podria ser que en estos R8s
otras moléculas, como Fmi, suplirian la pérdida esn. Asi, Esn colaboraria con Fmi y Gogo en la
guia axonal de R8.
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Como se ha comentado anteriormente, Esn y Fmi interaccionan en las neuronas de la larva a
través del dominio LIM de Esn y el C-terminal de Fmi (D. Matsubara et al., 2011). Este hecho,
nos hizo plantear que dicha interaccién también estuviese ocurriendo en el R8, siendo necesaria
para la estabilizacién de su cono de crecimiento. Para demostrar si ambos genes funcionaban
en este proceso se realizaron experimentos con el objetivo de identificar una interaccion
genética entre ambos genes.

Los resultados de los dos experimentos alternativos que se llevaron a cabo indicaron que Esny
Fmi interaccionaban genéticamente. Esto se observé al detectar un aumento fenotipico en
animales mutantes donde la pérdida de esn y fmi no fue completa y en animales mutantes donde
la pérdida de esn y fmi fue practicamente completa. En la condicién mutante donde la pérdida
de funcién de esn y fmi no era completa el fenotipo post M3 aumentaba, mientras que en la
condicion mutante en la que la pérdida de esn y fmi era mayor aumentaba el porcentaje de R8s
en M1. Esta diferencia entre los fenotipos corresponderia a un reflejo del comportamiento de
R8 segun los niveles de actividad de Esn y Fmi. Es decir, cuando estas neuronas presentaran
niveles leves de Esn y Fmi serian capaces de llegar a su capa M3, aunque no estabilizarian el
cono de crecimiento. Sin embargo, si en los R8s los niveles de Esn y Fmi fueran extremadamente
bajos, se producirian defectos mas fuertes en el proceso de estabilizacidn, incluso impidiendo la
extensién axonal hacia la capa M3. Esto concordaba con el diferente comportamiento de los R8s
segun los niveles de Fmi.

La interaccidn genética entre Esn y Fmi podria ocurrir de forma directa (fisica) o indirecta en R8.
Ambos interaccionaban fisicamente en las dendritas de las neuronas en la larva a través del
dominio LIM de Esn (D. Matsubara et al., 2011), sugiriendo que este dominio también podria
estar interaccionando con Fmi en R8 para funcionar en la seleccion especifica de capa. Por lo
tanto, la primera pregunta que nos realizamos fue éel dominio LIM de Esn es importante para
su funciéon en R8? Para contestar esta pregunta se realizaria un experimento de rescate en
animales que expresaran una forma mutante de esn a la que le faltase el dominio LIM (esn®‘™).
Una opcidn seria que en estos animales no se rescatase el fenotipo de Esn, lo que confirmaria
que el dominio LIM es necesario para la funcidn de Esn en la seleccion de capa de R8. La siguiente
cuestion seria conocer si el dominio LIM mediaria la interaccién entre Esn y Fmi, al igual que
ocurre en las dendritas de la larva (D. Matsubara et al., 2011). Para desvelar esta hipdtesis se
tendrian que llevar a cabo experimentos de Ch/P, lo cual nos confirmaria que Esn y Fmi actuarian
en el mismo complejo proteico o experimentos de Two Hybrid para demostrar que ambas
moléculas interaccionarian fisicamente. Sin embargo, estudios previos han demostrado que la
interaccion entre Esn y Fmi podria ser transitoria (D. Matsubara et al., 2011), pudiendo dificultar
la deteccidén de la interaccién en R8. Si el dominio LIM de Esn es importante para la funcion de
R8, pero no se identificara la interaccidn directa entre Esn y Fmi, se sugeriria que ambos podrian
estar actuando de forma paralela.

Si Fmi y Esn formasen parte del mismo complejo proteico o interaccionasen fisicamente ¢como
colaboraria Esn con Fmi y Gogo en R8? Fmi y Gogo tienen una funcién en R8 colaborando en su
seleccion de capa (Hakeda-Suzuki et al., 2011). Los experimentos de sobreexpresiéon de Gogo
junto con una forma mutada de Fmi en su dominio C-Terminal en R7 producian un fenotipo
elevado de R7s en la capa M3. En cambio, la sobreexpresion de Fmi y una forma mutada de
Gogo en su dominio citoplasmatico causaba un fenotipo mas leve de R7s en la capa M3. Estos
resultados demostraban que es el dominio citoplasmatico de Gogo el principal encargado de
transducir la sefal necesaria hacia el cono de crecimiento del R8 (Hakeda-Suzuki et al., 2011).
Sin embargo, la forma mutante de Fmi defectuosa en su domino C-Terminal no tenia afectada
la regidn a través de la cual interaccionaria con Esn. Por lo que, el fenotipo producido en R7 por
la sobreexpresion de Gogo y dicha forma mutada de Fmi seria consecuencia de Gogo, pero
también de Fmi, ya que Esn se uniria a su diana en una parte del dominio C-Terminal de Fmi.
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Ademas, el fenotipo leve producido en R7 por la sobreexpresion de Fmi y la forma mutada de
Gogo se daria por la implicacién parcial del dominio C-Terminal de Fmi a través de Esn. Por lo
tanto, se sugiere que el dominio C-terminal citoplasmatico de Fmi seria, en parte, necesario para
transducir la sefial en R8 para asi interaccionar con Esn. Asi, el dominio citoplasmatico de Gogo
transmitird al R8 la sefial principal de movilizarse hacia su capa final mediante su interaccion en
cis con Fmi. Este proceso también seria favorecido por las interacciones homotipicas entre Fmi
del R8 y Fmi expresado en la regién diana (Hakeda-Suzuki et al., 2011). Pero ademas, el dominio
C-terminal de Fmi transduciria una parte de la sefial necesaria para la extension del R8 gracias a
su interaccién con el dominio LIM de Esn. De esta manera, se producirian las modificaciones
necesarias en el citoesqueleto del R8, permitiendo asi la extensidn axonal requerida para
alcanzar su capa final M3.

Por otra parte, écdmo funcionaria Esn en R8 si su dominio LIM fuese dispensable para la
seleccion de capa? Este hecho se confirmaria en el experimento de rescate comentado
anteriormente, donde animales que expresen la forma defectuosa de Esn, esn®M, rescatasen el
fenotipo de Esn en R8. Este resultado sugeriria que la funcién de Esn en R8 se llevaria a cabo a
través de otro dominio proteico el cual podria estar implicado en la interaccién con Fmi. No
obstante, otra posibilidad se basaria en que Esn podria seguir estando implicado en la
modificacién del citoesqueleto del R8 gracias a su interaccion indirecta con Fmi, mediada por
otras moléculas. Sin embargo, Esn podria funcionar en R8 mediando otros procesos no
relacionados con el citoesqueleto necesarios igualmente para la extension axonal.
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Otros genes interesantes implicados en |la
seleccion de capa de R8

Cyp31lal

Este gen codifica a la enzima REDOX del citocromo P450, la cual estd presente en todos los
organismos (Werck-Reichhart and Feyereisen, 2000). Esta enzima fue caracterizada
originalmente por sus funciones en la detoxificacién de xenobidticos, sin embargo también tiene
actividad catalitica en el metabolismo que muchas moléculas enddgenas esenciales (Zhao et al.,
2002; Gilbert, 2004). En mamiferos este tipo de enzimas conservadas evolutivamente estan
implicadas en la detoxificacion de varios compuestos, asi como de la sintesis del colesterol y el
metabolismo de la vitamina D. Por otro lado, las que no estan muy conservadas entre especies
han emergido como respuestas evolutivas a estimulos xenobiéticos (Thomas, 2007).

En Drosophila, estudios previos mostraron que Cyp31al se expresa en el intestino del embrién
y de la larva, asi como en la epidermis embrionaria (Chung et al., 2009). Respecto a su funcion,
esta involucrada en la formacidn de la cuticula adulta al observar defectos en mutantes de RNAI
y en lineas mutantes (Sztal et al., 2012). Ademas de tener dicha funcidn, se ha descrito que esta
enzima interacciona genéticamente con Tau, una proteina asociada a los microtubulos implicada
en algunos tipos de demencia (Butzlaff et al., 2015), como por ejemplo el Parkinson ligado al
cromosoma 17 (Poorkaj et al., 1998; Spillantini et al., 1998). Mutaciones de la proteina Tau
producen una acumulacion de filamentos que causan defectos en el transporte axonal. Estos
filamentos estaban formados por la hiperfosforilacién de la proteina Tau, siendo caracteristicos
de varias enfermedades neurodegenerativas incluyendo el Alzheimer, llamadas taupatias
(Goedert et al., 1988; Lee et al., 1991). Un estudio basado en la busqueda de genes
modificadores de la toxicidad de Tau, encontré que el silenciamiento de Cyp31a1 mediante RNAI
expresado en fotorreceptores, provocaba un aumento del fenotipo provocado por la toxicidad
de Tau (Butzlaff et al., 2015). Por lo que, este estudio sugeria que Cyp31al podria estar implicado
en el mantenimiento de los microtubulos de neuronas maduras, evitando defectos en el
transporte axonal.

Cyp31al pertenecia al grupo de los genes enriquecidos en R8 a 40h DFP y debido a su patrén de
expresion (Figura 51) formaba parte de los genes no agrupados. Segun los datos del RNA-seq, la
expresion de Cyp31al era mayor en R8s a 40h DFP comparado con su expresion en R7s, donde
practicamente no se expresa durante todo el proceso (40h, 50h y 60h DFP) (Figura 51).
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Ademas, el hecho de que este gen esté solo expresado a 40h en R8s, sugeria que estaria
haciendo su funcion en el inicio del proceso final de seleccidon de capa. Los experimentos de
pérdida de funcidn realizados mostraron un fenotipo que consistia en un 3% de R8s en M6
mediante RNAi (Tabla 14, Anexo 1) y un 5,5% de R8s localizados post M3 mediante una linea
mutante (Figura 34).

Para poder confirmar que Cyp31al tiene una funcidn en la guia axonal del R8 seria necesario
rescatar el fenotipo mutante en animales donde se reintrodujera de nuevo este gen. Asi,
Cyp31al estaria implicado en la guia axonal del R8, quizas manteniendo el transporte axonal
necesario para la elongacion del R8 y poder detenerse en su capa final.

Thor

Thor (4E-BP) es una proteina la cual no debe de ser confundida con Tor. Thor se une al factor de
iniciacion de la traduccidn que es regulada por Tor. Mediante la fosforilacién de Thor, este se
inactivara y como consecuencia se dara la traducciéon, mientras que Thor serd activo al
desfosforilarse, inhibiendo asi la traduccion.

Tor es una kinasa serina-treonina, diana de la droga rapamicina y fue identificada originalmente
por mutaciones que conferian resistencia a las propiedades inhibitorias de crecimiento de la
rapamicina en la levadura Saccharomyces cerevisiae (Heitman, Movva and Hall, 1991). Tanto en
humanos como en Drosophila, Tor se asocia con otras proteinas en la célula formando asi dos
tipos de complejos, siendo el complejo 1 (TORC1) donde se encuentra haciendo su funcion en la
regulacién de la traduccion junto con la kinasa S6 (S6K) (Wullschleger, Loewith and Hall, 2006)
(Figura 52).

Figura 52. Ruta de Tor. Tor se une a Raptor para
controlar la fosforilacion (P) de S6K y Thor (4E-BP),

<’1”‘ ) ] el cual inhibe al factor de iniciacion de la traduccion
; (elF4E). La liberacién de elF4E, debido a la
/ \_ fosforilacién de Thor, produce la formacion del
complejo elF4E, requerido para la traduccidn
AE-BP dependiente de cap.
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de proteinas

La ruta de Tor tiene otras funciones independientes a la regulacién del tamafio celular. Esta
implicada en el desarrollo del SN controlando la migracidn celular, crecimiento sindptico y la
guia axonal (Tavazoie et al., 2005; Swiech et al., 2008). Se ha demostrado que el aumento en la
actividad de la via de Tor en humanos causaba la enfermedad llamada esclerosis tuberosa (Inoki,
Corradetti and Guan, 2005). Esta enfermedad producia trastornos en el comportamiento de los
pacientes sin embargo, la causa por la cual eran producidos era desconocida. El uso de animales
modelo reveld que las alteraciones en la via de Tor estaban detras de estos trastornos al verse



afectada la funcidn sindptica, la guia axonal, la arborizaciéon dendritica y la migracion celular
durante el ensamblaje cortical (Neufeld, 2004; Kwon et al., 2006; Meikle et al., 2008; Koike-
Kumagai et al., 2009).

De forma especifica, en Drosophila se ha demostrado que la sobreexpresion de la ruta de Tor
producia defectos en la guia axonal de los fotorreceptores en el cerebro, déficits en la fototaxis
y aumento en el tamafio e hiperactividad de la sinapsis en la unién neuromuscular (Dimitroff et
al., 2012). Ademds, como fue comentado anteriormente, Thor tenia un papel protector en
Parkinson (Tain et al., 2009). Se observé que los fenotipos producidos por mutantes de genes
relacionados con la patogénesis del Parkinson eran suprimidos al sobreexpresar Thor, ademas
la mutacién nula de Thor también producia el mismo fenotipo neurodegenerativo que dichos
mutantes.

Thor, que estaba enriquecido en R8 a 40h DFP, pertenecia a la categoria de los genes no
agrupados debido a su patrén de expresion. Teniendo en cuenta los resultados del RNA-seq,
Thor estd mas expresado en R8s frente a R7s a 40h DFP (fc> 5). Al avanzar en el tiempo, se
observé que su expresion se elevd levemente a 50h DFP, al igual que ocurria en R7s. A 60h DFP,
la expresion Thor volvia a ser igual que a 40h y de forma contraria en R7s, presuntamente
aumentaba exponencialmente (Figura 53).
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Respecto a los experimentos realizados de pérdida de funcion de Thor en los fotorreceptores,
se observd que el silenciamiento del gen con dos lineas independientes de RNAi produjo
alrededor de un 3% de R8s detenidos de forma errénea en la capa M6 de la medulla (Tabla 14,
Anexo 1). Dicho fenotipo se confirmd por medio de un mutante completamente nulo, el cual
produjo un fenotipo del 4,5% de R8s post M3 (Figura 34). Para poder confirmar que este fenotipo
se producia por la pérdida de funcidn de Thor, seria necesario realizar un experimento en el que
se rescatara el fenotipo mutante al reintroducir el DNA de Thor. Si esto es confirmado, se podria
concluir que el aumento en la actividad de Tor a través de la pérdida de funcién de Thor
produciria defectos en la seleccién de capa de R8.

El mantenimiento en los niveles de la via de Tor seria necesario para la correcta seleccién de
capa. Este planteamiento tendria sentido ya que estudios previos han demostrado que el
aumento en los niveles de la via de Tor producia defectos en la funcidn sinaptica, la guia axonal
y en la arborizacion de las dendritas (Tavazoie et al., 2005; Swiech et al., 2008). La causa podria
deberse a la desregulacion de la sintesis de proteinas controlada por Tor ya que se ha sugerido
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que este proceso es importante para dirigir el crecimiento del axén (Campbell and Holt, 2001).
Algunas de estas proteinas reguladas por Tor estan implicadas en la modificacién del
citoesqueleto y microtubulos, estando intimamente ligadas a la elongacidon del cono de
crecimiento (Dent and Gertler, 2003; Piper et al., 2006). Ademads, otras proteinas reguladas por
la via de Tor son las reguladas por rapamicina, siendo importantes para el crecimiento de las
neuritas y del axén (Kinnunen et al., 1998; Tursun et al., 2005). Por lo tanto, la funcién de Thor
podria ser relevante para la correcta regulacién de proteinas requeridas para la elongacién del
axon del R8 hasta su capa final apropiada.

El hecho de que Thor también muestre un mecanismo protector frente a la neurodegeneracién
de las neuronas dopaminérgicas (Tain et al., 2009), pone de manifiesto una posible funcién dual
de este gen. En condiciones estandar, en las que el funcionamiento de las neuronas es estable,
Thor regularia la traduccidn de proteinas encargadas en la seleccidn de capa del R8. En cambio,
si el funcionamiento neuronal estuviese alterado debido a la disfuncién de otros genes, como
ocurre en las enfermedades neurodegenerativas, Thor mostraria una funcién protectora
aminorando la pérdida de las neuronas.

Aungque las herramientas bioinformaticas no predijeron sitios de unién para Sens, se realizé un
experimento para identificar una redundancia con genes regulados por Sens. El resultado no
mostroé dicha interaccidn, por lo que Thor realizaria su funcién de forma independiente a Sens y
su implicacion en el proceso seria parcial, debido a que su fenotipo en R8 con una linea mutante
nula fue leve. Por otra parte, seria necesario confirmar, mediante ChlIP, la presencia de los sitios
de unién para Sens. Otro dato interesante fue que, Thor poseia sitios putativos de unién para
Pros, sugiriendo que este gen podria estar reprimido en R7s en el momento previo de que R7 y
R8s comenzaran a extenderse hacia su capa final. Esta represidn podria estar relacionada con la
inactivacién del programa de R8 en R7 a través de Pros y NF-YC ya que ambos reprimen la
expresidon de Sens en R7, evitando que estos reconozcan como su capa final la capa receptora
del R8 (Kauffmann et al., 1999; Xie et al., 2007; Miller et al., 2008; Morey et al., 2008).
Experimentos de sobreexpresion de Thor en R7 y la comprobacién de los sitios de union para
Pros, demostrarian esta hipdtesis, confirmando asi, que la represién de este gen en R7 seria
necesaria para el proceso de seleccion de capa.









Conclusiones






Ken, uno de los factores de transcripcion enriquecido en R8 a 40h DFP, regularia a los genes
enriquecidos en R8 que no estuvieran regulados por Sens y/o Pros, segun la plataforma i-
cis Target. Sin embargo, los estudios de pérdida de funcidn realizados demostrarian que no
estaria implicado en la seleccion de capa de R8. No obstante, Ken podria tener una funcién
en la regulacion de Sens, mediando la expresién de las opsinas en R8 debido a que su
pérdida de funcién produce una disminucion de la expresion de la opsina Rh6.

El sistema STaR GMR-Gal4 empleado en el screen de los genes enriquecidos en R8 durante
todo el proceso de la seleccidén de capa, del grupo R8 y del grupo especifico de R8 produce
resultados falsos positivos y un fondo fenotipico mayor que el sistema Rh6 GMR-Gal4.

El sistema Rh6 GMR-Gal4 constituye un método adecuado en la realizacién del screen
genético mediante RNAI. La cuantificacion fenotipica es mas precisa ya que se calcula como
un porcentaje de R8s con fenotipo y el fondo fenotipico es leve.

El screen genético mediante RNAi de 175 genes enriquecidos en R8 ha identificado a 43
genes candidatos para tener una funcion en la seleccion de capa de R8.

La validacion del fenotipo observado mediante RNAi, se ha realizado de 16 genes
candidatos. En 5 de ellos se ha conseguido validar su fenotipo en R8: GstE11, esn, Thor,
Cyp3laly CG14397.

GstE11l tendria una funcion especifica en la seleccién de capa de R8, la cual seria
independiente a su papel protector frente al estrés oxidativo.

Esn desempena una funcién en la seleccién de capa de R8. La interaccidén genética entre
Esn y Fmi sugieren que ambos colaboren en el proceso de la guia axonal de R8 a su capa
final. Debido a que Fmi y Gogo funcionan juntos en este proceso, Esn podria estar
colaborando con ambos mediante su interaccidon con Fmi en el cono de crecimiento de R8.
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Anexos

Anexo 1: Resultados del screen mediante RNAI
de los genes enriquecidos en R8 procedentes
del enfoque no sesgado

Screen mediante el sistema STaR GMR-Gal4 de los genes enriquecidos en R8 a 40h, 50h y 60h

DFP.
R8s en M1 R8s post M3 R8s en M6
Controles Promedio Promedio Promedio
GD 0 12,3+4,3 3,3+ 3,5
KK 0,33+ 0,5 9,4+ 3,05 4,1+ 1,15
ISO 0 7,6+ 3,07 8+2
R8s en M1 R8s post M3 R8s en M6
Gen Lineas RNAi | Promedio Fc Promedio Fc Promedio Fc
18706 GD 1,33+1,33 |1,33| 0,00+£0,00 |0,00 0,00+ 0,00 0,00
CG43462* 109847 KK 2,67+8,00 | 8,00 13,67+5,92 |1,45 17,00+ 7,73 4,15
102322 KK 3,67+ 0,33 | 0,33 6,00+ 7,46 0,64 8,33+ 4,32 2,03
Ss[2 *+ 4417 GD 0,00+ 0,00 | 0,00 | 19,67+5,51 (1,60 0,00+ 0,00 0,00
S
102870 KK | 0,00+ 0,00 |0,00| 31,33+13,01 |3,33 1,00+ 1,00 0,24
107499 KK | 0,33+1,00 |1,00| 2,33+1,53 |0,25 2,33+ 1,15 0,57
CG12589*
35672 GD 0,00+ 0,00 |0,00| 3,67+2,08 |0,30 8,00+ 6,56 2,42
6647 GD 1,33+1,33 (1,33 | 3,33+3,51 |0,27 4,33+ 4,04 1,31
AlphaPS5*
100120 KK | 1,33+4,00 |4,00| 7,33+1,53 |0,78 6,67+ 4,04 1,63
. 7909 GD 0,00+0,00 |0,00| 4,67+£5,03 |0,38 7,67+ 3,79 2,32
nemy
40803 GD 0,00+£0,00 |0,00| 12,67+5,13 |1,03| 11,00+8,00 |3,33
CR31044%* | 28653V10 | 0,33+0,33 |0,33| 3,67+2,52 |0,48| 12,67+3,79 |1,67
17660 GD 0,33+0,33 | 0,33 | 6,00£3,00 |0,49 6,00+ 0,00 1,82
CG14490*
106662 KK 1,67+ 5,00 |5,00 4,33+ 0,58 0,46 3,67+1,15 0,89
103248 KK 1,33+ 4,00 | 4,00 6,00+ 2,65 0,64 8,67+ 3,51 2,11
CG13033*
14250 GD 1,00+ 1,00 | 1,00 4,00£0,00 (0,33 5,67+ 3,51 1,72
105696 KK | 1,67+5,00 5,00 1,33+0,58 |0,14 6,00+ 3,61 1,46
CG13532*
28643 V10 | 0,00+£0,00 |0,00| 2,67+2,31 0,35 7,33+ 5,51 0,92
S.HT1B* 33418Vv20 | 3,67+3,67 |3,67| 13,33+7,77 |1,75| 10,33+5,86 |1,29
51842V20 | 7,00+7,00 |7,00| 4,67+2,08 |0,61 3,67+ 2,52 0,48
CG2983 107015 KK | 1,33+4,00 |4,00| 0,00+0,00 |0,00 0,00+ 0,00 0,00
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849 GD 0,67+0,67 |0,67| 0,00£0,00 |0,00 0,00+ 0,00 0,00
CG5883 15961 GD | 0,33£0,33 | 0,33 | 8,00+6,24 |0,65 4,33+ 3,51 1,31
103982 KK | 0,00+0,00 |0,00| 14,00+1,73 |1,49 0,33+ 0,58 0,08
€65530 31001 GD | 0,00+0,00 |0,00| 17,67+3,51 |1,44 0,67+1,15 0,20
CG33914 | 102904 KK | 0,00+0,00 |0,00| 1,00£0,00 |0,11 2,67+ 2,08 0,65
CG3259 46163 GD | 0,00+0,00 |0,00| 3,33+£3,51 |0,27 4,33+ 4,04 1,31
105988 KK | 0,00+0,00 |0,00| 10,00+2,65 |1,06| 10,33+4,04 |2,52

CG31954
53674V20 | 1,00+0,00 |0,00| 8,67+9,81 |1,14 8,33+1,15 1,04
106503 KK | 0,33+1,00 |1,00| 5,67+1,15 |0,60 9,33+ 7,57 2,28
ceisel 50927 v20 | 0,33+0,33 |0,33| 6,00£2,65 |0,79 6,33+ 4,93 0,79
CG2269 100231 KK | 1,00+3,00 |3,00| 5,67+4,04 |0,60 2,67+ 3,06 0,65

las lineas de RNAI testadas. *: Genes seleccionados, **: Genes seleccionados para el re-screen.

Screen mediante el sistema STaR GMR-Gal4 del grupo de genes R8.

Tabla 11. Screen mediante RNAi de los genes enriquecidos en R8 a 40h, 50h y 60h DFP. La tabla representa la media
obtenida para fenotipo y su desviacidn tipica para cada control, segun la linea de RNAi empleada (GD, KK o en moscas
ISO para las lineas procedentes de la libreria TRiP). También se indican los genes pertenecientes a este grupo, las
lineas de RNAi empleadas (VDRC: KK o GD; TRiP: V10 o V20), el promedio de cada fenotipo en los tres cerebros
analizados y el fc con respecto a sus controles correspondientes. Con respecto al fenotipo en M1, se seleccionaron
aquellos genes que mostraron este fenotipo en los 3 cerebros analizados al menos en una de las lineas de RNAi
testadas. El promedio del fenotipo se calculd para cada linea de RNAI, en una cantidad de tejido comprendida entre
160y 180um en cada cerebro. Los numeros resaltados en negrita indican los genes con fenotipo con un fc>1,6 para
los fenotipos post M3 y/o en M6, o los genes con fenotipo en M1 en los 3 cerebros analizados al menos en una de

R8s en M1 R8s post M3 R8s en M6
Controles Promedio Promedio Promedio
GD 0,00 12,3+4,3 3,335
KK 0,33+0,5 9,4+ 3,05 4,1+1,15
ISO 0,00 7,6+ 3,07 8+2
R8s en M1 R8s post M3 R8s en M6
Gen Lineas RNAi | Promedio Fc Promedio Fc Promedio Fc
102322 KK | 3,67+3,01 |0,33| 6,00+£7,46 |0,64| 8,33+4,32 |2,03
CG43462* | 109847 KK | 0,11+0,33 |0,33| 13,67+£5,92 |1,45| 17,00+7,73 |4,15
110101 KK | 0,00+0,00 |0,00| 14,33+2,52 |1,52| 7,33+0,58 |1,79
613532+ 28643 Vv10 | 0,00+0,00 |0,00|17,67+11,85 |2,32| 15,33+ 10,50 |1,92
105696 KK | 0,00+0,00 |0,00| 8,67+4,04 |0,92| 6,33t4,16 |1,54
Osi16* 5761 GD 0,33+0,58 |0,33| 5,00£4,00 |0,41| 8,00+4,00 |2,42
100479 KK | 0,67+1,15 |2,00| 7,00+2,83 |0,74|10,67+13,61 |2,60
CG6398* 9146 GD 0,00£0,00 (0,00 9,33+4,93 |0,76| 9,33+1,53 (2,83
107646 KK | 0,00+0,00 |0,00| 5,00+2,00 |0,53| 11,00+1,00 |2,68
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CG13116* 44250 GD 0,67+1,15 |0,67| 6,33+£1,53 |0,51| 11,33+£2,08 |3,43
101563 KK | 0,33+0,58 |1,00| 3,33+£2,08 |0,35| 12,33+5,13 |3,01

ImpE3* 16403 GD 0,00+0,00 |0,00| 10,67+1,53 |0,87| 10,00+6,24 |3,03
1A-2* 110595KK | 0,67+1,15 |2,00| 3,00+3,00 |0,32| 14,00+4,58 |3,41
CG7227* 108059 KK | 0,00+0,00 |0,00| 6,00+3,00 |0,64| 10,33+1,53 |2,52
50613 v20 | 0,00+0,00 |0,00| 9,00+7,00 |1,18| 4,33+1,15 |0,54

Ppn* 16523 GD 2,33+2,31 (2,33| 2,67+2,31 |0,22| 6,33+0,58 |1,92
108005 KK | 0,00+0,00 |0,00| 6,33+3,06 |0,67| 13,67+3,51 |3,33

blot* 101083 KK | 0,00+0,00 |0,00| 11,00+6,24 |1,17| 12,67+6,66 |3,09
5296 GD 0,00+£0,00 |0,00| 10,67£5,51 |0,87| 3,67+1,53 |1,11

Coop™* 108055 KK | 1,33+1,15 |4,00| 5,33+3,51 |0,57| 9,33+2,89 |2,28
29350Vv10 | 0,00+0,00 (0,00| 6,67+1,53 |0,88| 15,67+3,79 |1,96

CG14490* 17660 GD 0,33x0,58 |0,33| 4,33+£3,79 |0,35| 4,00+£1,73 (1,21
106662 KK | 0,00+0,00 |0,00| 7,33x2,31 |0,78| 13,00+3,46 |3,17

CG12880** 1313 GD 0,00+0,00 |0,00| 5,67+2,08 |0,46| 15,00+6,93 |4,55
106407 KK | 0,00+0,00 |0,00| 4,33+1,53 |0,46| 12,33+4,16 |3,01

CG31202* 43523 GD 0,67+1,15 |0,67| 4,00+1,00 |0,33| 8,00+£2,00 |2,42
109700KK | 0,67+0,58 |2,00| 4,33+3,21 |0,46| 5,67+1,15 |1,38

CG3961* 107281 KK | 0,33+0,58 |1,00| 5,00+4,58 |0,53| 13,00+5,20 |3,17
MinA** 46120 GD 0,00+ 0,00 |0,00| 11,00+0,00 |{0,89| 6,00+1,73 |1,82
105011 KK | 0,33+0,58 |1,00| 8,67+2,08 |0,92| 17,33+5,13 |4,23

CG9782* 102259KK | 1,67+1,15 |5,00| 3,33+3,51 |0,00| 8,33+2,31 |2,03
CG3259* 46183 GD 0,00+£0,00 |0,00| 11,67£3,51 |0,95| 11,33+2,31 (3,43
CG14132%* 106561 KK | 0,00+0,00 |0,00| 14,00+6,08 |1,49| 20,00+5,29 |4,88
43494 GD 0,00+0,00 |0,00| 7,00+£5,00 |0,57| 6,67+3,21 |2,02

CG31808** | 101864 KK | 0,00+0,00 |0,00| 6,67+4,93 |0,71| 14,67+2,08 |3,58
CG14110* 14077 GD 0,67+0,58 |0,67| 5,67+2,52 |0,46| 12,33+4,62 |3,74
110053 KK | 0,00+0,00 |0,00| 9,33+4,51 |0,99| 6,67+2,08 |1,63

CG7330%* 101836 KK | 0,00+0,00 |0,00| 4,67+2,08 |0,50| 13,67+5,03 |3,33
35620 Vv22 | 0,00+0,00 |0,00| 10,00+3,00 |1,32| 18,67+2,08 |2,33

CGE421%* 15805 GD 2,00+1,00 (2,00 6,33+1,53 |0,51| 17,33+5,69 |5,25
100892 KK | 1,00+1,00 |3,00| 12,67+2,31 |1,35| 13,67+2,31 |3,33

CG7126* 33357 GD 0,00+0,00 |0,00| 7,00+£1,00 |0,57| 3,67+2,08 |1,11
102555 KK | 0,00+0,00 |0,00| 10,00+1,73 |1,06| 13,67+2,08 |3,33

SsI2** 102870 KK | 0,00+0,00 |0,00| 5,67+3,21 |0,60| 20,00+6,00 |4,88
4417 GD 1,33+1,53 (1,33 10,33+2,89 |0,84| 13,33£4,93 | 4,04

CG13062** | 48760 GD 0,00+£0,00 |0,00| 12,67+4,51 |1,03| 13,67+1,53 (4,14
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101832 KK | 0,00+0,00 |0,00| 15,33+5,03 |1,63| 28,00+2,65 |6,83

TwdIF* 18903 GD 1,00+1,73 |1,00| 13,00+6,24 |1,06| 12,33+4,04 |3,74
CG31371* 18431 GD 0,00+£0,00 |0,00| 7,33+4,73 |0,60| 12,33+2,08 |3,74
110252 KK | 0,33+0,58 |1,00| 5,33+3,21 |0,57| 12,67+2,52 |3,09

CR31044* | 28653V10 | 1,67+1,553 (1,67 | 15,00+7,55 |1,97| 0,67+1,15 |0,08
amd* 39707 GD 0,00+0,00 |0,00| 12,33+2,31 |1,00| 3,00+3,00 |0,91
105871 KK | 0,00+0,00 [0,00| 8,00+2,65 |0,85| 12,00+3,61 |2,93

CGA3366* 109932 KK | 0,00+0,00 [0,00| 10,67+7,23 |1,13| 11,67+0,58 |2,85
101186 KK | 0,00+0,00 |0,00| 12,67+3,21 |1,35| 3,00£2,65 |0,73

c-cup* 9282 GD 0,00+0,00 |0,00| 7,67£7,09 |0,62| 8,67+1,15 |2,63
CG12581" 21331 GD 0,00£0,00 |0,00| 13,33+3,21 |1,08| 8,67+3,06 |2,63
109871 KK | 0,33+0,58 |1,00| 4,67+4,04 |0,50| 5,00+1,00 |1,22

CG31462* 18706 GD 1,67+1,53 |1,67| 3,00+2,65 |0,24| 2,00+£1,00 |0,61
Nplp3 105584 KK | 0,33+0,58 |1,00| 5,67+4,04 |0,60| 6,33+3,21 |1,54
28760V10 | 0,33+0,58 |0,33| 12,00+4,00 |1,58| 5,67+0,58 |0,71

29607 V10 | 0,67+1,15 |0,67| 3,67+1,53 |0,48| 4,67+3,51 |0,58

beat-llic 27137GD 0,00+0,00 |0,00| 3,00+3,00 |0,24| 3,67+1,53 |1,11
109015 KK | 0,33+0,58 |1,00| 6,33+4,93 |0,67| 5,00+2,65 |1,22

55276 v20 | 0,33+0,58 |0,33| 5,33+1,53 |0,70| 8,33+1,53 |1,04

e 108814 KK | 0,00+0,00 [0,00| 5,00+4,36 |0,53| 7,67+2,08 |1,87

. 104683 KK | 0,00+0,00 |0,00| 3,00+2,65 |0,32| 6,67+0,58 |1,63
ninas 34994v20 | 0,67+1,15 |0,67| 6,33+2,52 |0,83| 7,00£3,00 |0,88
100579 KK | 0,00+0,00 |0,00| 0,00+£0,00 |0,00| 6,50+6,36 |1,59

retn 35688 Vv21 | 0,00+£0,00 |0,00| 5,33+2,08 |0,70| 10,67+4,62 |1,33
CG2269 100231 KK | 1,00+0,00 |3,00| 5,33+2,31 |0,57| 7,33+3,06 |1,79
Con 101962 KK | 0,00+0,00 |0,00| 12,00+1,73 |1,28| 10,67+5,86 |2,60
31881V10 | 0,00£0,00 |0,00| 8,33+2,89 |1,10| 8,00£2,00 |1,00

Tabla 12. Screen mediante RNAi del grupo R8. La tabla representa la media obtenida para cada fenotipo y su
desviacion tipica para cada control, segun la linea de RNAi empleada (GD, KK o en moscas ISO, para las lineas
procedentes de la libreria TRiP). Se indican los genes del grupo RS, las lineas de RNAi empleadas (VDRC: KK o GD;
TRiP: V10 o V20), el promedio de cada fenotipo en los tres cerebros analizados y el fc con respecto a sus controles
correspondientes. El promedio del fenotipo se calculé para cada linea de RNAI, en una cantidad de tejido
comprendida entre 160 y 180um en cada cerebro. Los numeros resaltados en negrita indican los genes con
fenotipo con un fc2 1,8 o los genes con fenotipo en M1 en los 3 cerebros analizados al menos en una de las lineas
de RNAiI testadas *: Genes seleccionados, **: Genes seleccionados para el re-screen.




Anexos

Screen mediante el sistema STaR GMR-Gal4 del grupo de genes especifico de R8.

R8s en M1 R8s post M3 R8s en M6
Controles Promedio Promedio Promedio
GD 0,00 12,3+4,3 3,3£3,5
KK 0,33+ 0,5 9,4+ 3,05 4,1+ 1,15
ISO 0,00 7,6 3,07 8+2
R8s en M1 R8s post M3 R8s en M6
Gen Lineas RNAi | Promedio | Fc Promedio Fc Promedio Fc
Syb* 39067 V20 |0,00+£0,00| 0,00 | 18,67+9,87 [2,46| 9,67+4,62 | 1,21
102922 KK | 6,00+ 8,72 |18,00| 4,67+4,51 |0,50| 2,67+3,06 | 0,65
38298V20 |2,00+£3,46| 2,00 | 3,67+1,15 |0,48| 2,67+1,15 | 0,33
trol* 110494 KK |0,67+0,58| 2,00 | 7,33+3,51 (0,78 6,67+4,62 | 1,63
24549 GD |0,00+0,00| 0,00 | 8,67+7,23 |0,70| 9,33+3,51 | 2,83
14666 GD |0,33+£0,58| 0,33 | 12,33+£3,21 (1,00| 1,33+1,15 | 0,40
Tsf1* 55936 V20 |4,67+1,15| 4,67 | 2,00+1,00 |0,26| 0,33+£0,58 | 0,04
106479 KK | 0,00£0,00| 0,00 | 9,33+6,11 |0,99| 2,33+2,08 | 0,57
CG34247* | 103200KK |1,33+1,15| 4,00 | 12,00+3,61 |1,28| 4,67+2,08 | 1,14
42886 V20 |1,67+0,58| 1,67 | 5,33+4,04 |0,70| 1,33+1,15 | 0,17
CG13737*
103036 KK |0,33+£0,58| 1,00 | 7,67+4,51 |0,82| 1,67+2,08 | 0,41
GStEL1** 38243 GD |0,00+0,00| 0,00 | 32,00+3,46 |2,60| 15,00+ 6,00 | 4,55
100175 KK |0,00+0,00| 0,00 | 10,00+£2,00 |1,06| 2,33+3,21 | 0,57
CG17121* 54830V20 |0,67+1,15| 0,67 | 6,00+3,46 |0,79| 0,67+1,15 | 0,08
100051 KK |1,00+£1,00| 3,00 | 8,67+3,06 [0,92| 3,33£0,58 | 0,81
CG34398* | 103861 KK |1,33+1,53| 4,00 | 4,67+3,79 |0,50| 3,00+£4,36 | 0,73
101468 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 20,33+2,52 |2,16| 11,00+ 1,00 | 2,68
CG17265**
36687 V20 |0,67+0,58| 0,67 | 10,67+4,04 |1,40| 1,00+£1,73 | 0,13
ImpL1 30288 GD | 0,00+0,00| 0,00 | 10,00+2,00 |[0,81| 2,00+£2,00 | 0,61
55387 V20 |0,67+0,58| 0,67 | 11,00+3,00 |1,45| 3,67+£0,58 | 0,46
CG32354 50693 v20 |0,33+£0,58| 0,33 | 7,00£2,65 |0,92| 4,00£2,00 | 0,50
ImpE2 100148 KK | 0,00+0,00| 0,00 | 7,33+1,53 |0,78| 5,67+1,53 | 1,38
55380 V20 |0,33+£0,58 | 0,33 7,00£2,00 |0,92| 6,67+4,04 | 0,83
CG10311 37503 GD |0,00+£0,00| 0,00 | 10,33+4,04 |0,84| 4,67£0,58 | 1,41
Inx3 30501 V10 |0,00£0,00| 0,00 | 5,67+4,16 |0,75| 3,33£3,21 | 0,42
108913 KK | 0,00+0,00| 0,00 | 8,67+2,52 |0,92| 11,00+5,00 | 2,68
Tmhs 43386 GD |0,00+0,00| 0,00 | 9,00+1,41 |0,73| 0,00+0,00 | 0,00
102005 KK | 0,00+ 0,00| 0,00 | 7,67+2,08 |0,82| 4,00+3,00 | 0,98
babos 36304 GD |0,00+£0,00| 0,00 | 11,33+4,51 |0,92| 2,33£2,52 | 0,71
Gp150 100134 KK |0,33+0,58 | 1,00 | 11,33+0,58 |1,21| 4,67+1,15 | 1,14
. 34613 V20 |0,00+£0,00| 0,00 | 15,00+5,20 |1,97| 6,33+£2,52 | 0,79
pip 102352 KK |0,00+0,00| 0,00 | 11,33+1,15 |1,21| 5,67+1,15 | 1,38
CG5639 1306 GD |0,00£0,00| 0,00 | 5,33£3,21 |0,43| 4,67+2,08 | 1,41
Gef64C 105252 KK |0,67+£0,58| 2,00 | 4,67+2,08 |0,50| 6,67£3,51 | 1,63
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31130v1 |0,00+0,00| 0,00 | 13,00+3,61 |1,71| 3,00+1,41 | 0,38

cGa324 37212GD |0,00+0,00| 0,00 | 13,33+4,73 |1,08| 3,33+x2,31 | 1,01

109433 KK |0,00+0,00| 0,00 | 14,67+6,81 |1,56| 10,00+5,57 | 2,44

CGI675 3046 GD |0,00+0,00| 0,00 | 16,33+7,51 |1,33| 3,33£2,08 | 1,01

107833 KK |0,33+0,58| 1,00 | 7,67+503 |0,82| 2,67+£0,58 | 0,65

CGIE89 7828GD |0,00+0,00| 0,00 | 7,67+3,51 |0,62| 2,67+1,15 | 0,81

13050 GD |0,00+0,00| 0,00 | 5,00+2,00 |0,41| 0,67+0,58 | 0,20

38034 GD |0,00+£0,00| 0,00 | 4,33+2,08 |0,35| 3,67+£3,06 | 1,11

CG5390 101263 KK |0,50+0,71| 1,50 | 10,00+5,66 |1,06| 6,00+1,41 | 1,46

52875v20 |0,33+0,58| 0,33 8,33+2,52 |1,10| 0,00+£0,00 | 0,00

CG6118 102587 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 15,00+8,72 |1,60| 2,67+1,53 | 0,65

CG1561 106503 KK |0,33+0,58| 1,00 | 11,67+2,08 |1,24| 5,33+6,66 | 1,30

CG13028 48357 GD |0,00+0,00| 0,00 | 9,67+2,08 |0,79| 1,00+1,73 | 0,30
cG8547 40714 GD |0,00+0,00| 0,00 | 5,00+2,00 |0,41| 3,00+1,00 |0,91

110523 KK |1,00+1,73| 3,00 | 15,33+4,51 |1,63| 8,50+3,54 | 2,07

CG14291 16897 GD |0,00+0,00| 0,00 | 10,67+0,58 |0,87| 1,67+0,58 | 0,51
107384 KK |0,67+1,15| 2,00 | 5,33x2,52 |0,57| 1,33+1,53 | 0,33

cG17224 41177GD |1,00+1,00| 1,00 | 9,67+2,89 |0,79| 0,33+0,58 | 0,10
101772 KK |0,00+0,00| 0,00 | 13,33+3,51 (1,42| 7,67+3,06 | 1,87

Cypdel 4018 GD |0,00+0,00| 0,00 | 9,00+8,49 |0,73| 0,50+0,71 | 0,15

103324 KK |0,33+0,58 | 1,00 | 14,33+3,79 |1,52| 6,00+5,20 | 1,46

Tabla 13. Screen mediante RNAi del grupo especifico de R8. La tabla representa la media obtenida para cada
fenotipo y su desviacion tipica en cada control, segun la linea de RNAi empleada (GD, KK o en moscas ISO, para
las lineas procedentes de la libreria TRiP). También se indican los genes de dicho grupo, las lineas de RNAi
empleadas (VDRC: KK o GD; TRiP: V10 o V20), el promedio de cada fenotipo en los tres cerebros analizados y el fc
con respecto a sus controles correspondientes. El promedio del fenotipo se calculé para cada linea de RNAI, en
una cantidad de tejido comprendida entre 160 y 180um en cada cerebro. Los nimeros resaltados en negrita
indican los genes con fenotipo con un fc>2,4 y con fenotipo en los 3 cerebros, o los genes con fenotipo en M1 en
los 3 cerebros analizados al menos en una de las lineas de RNAI testadas. *: Genes seleccionados, **: Genes
seleccionados para el re-screen.

Screen mediante el sistema Rh6 GMR-Gal4 del grupo de genes no agrupados.

R8senM1 R8s post M3 R8s en M6
Controles % % %

GD 1,42+ 5,76 3,1+ 1,62 1,2+ 1,35

KK 0,1£ 0,22 3,8+ 1,58 1,55+ 0,98

TRiP 0,98+ 1,42 2,01+ 1,49 1,46+ 0,93

R8senM1  R8spost M3 R8s en M6

Gen Lineas ARNi % Fc % Fc % Fc
caoaaqs | 3275GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 2,50+0,43 [0,82| 10,20+7,96 |8,23
104529 KK | 0,21+ 0,36 | 0,21 | 2,64£2,79 |1,31] 7,28t0,84 |4,98
51367 GD | 1,09+ 1,18 | 0,76 | 1,90+ 1,27 |0,62| 4,29+1,79 |3,46
€G11069*

101080 KK | 2,47+3,78 | 2,50 | 1,90+0,32 |0,94| 1,89%2,37 [1,29
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dve* 26225V10 | 7,31+ 6,55 | 12,37 | 2,05+0,76 |0,81| 2,29+1,90 |1,58
109538 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 5,52+1,92 |2,73| 6,79+1,61 |4,64

36667 V20 | 0,51+ 0,89 | 0,87 | 1,09+0,62 |0,43| 1,12+1,17 [0,77

Thor* 35439 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 1,07+0,68 |0,35| 2,99+1,70 |2,41
100739 KK | 0,35+ 0,61 | 0,36 | 3,43+0,46 |1,70| 3,78+0,76 |2,59

cc30154+ | S823GD | 0,15$026 | 0,10 | 499+2,44 |1,63| 6,82£4,63 |550
104636 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,07+0,59 |1,03| 4,82+1,39 |3,29

Tor2® 26077 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 1,90+ 0,41 |0,62| 1,94+0,66 |1,57
107813 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,72+1,04 |1,34| 3,54+1,97 |2,42

o016+ | 28771VI0 | 0138022 | 0,02 | 524+ 1,18 |2,08| 1,43:0,67 |0,99
102436 KK | 0,17+ 0,30 | 0,18 | 2,26+ 1,56 |1,12| 2,69+1,42 |1,84

CG32137* | 37870GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 3,22+2,24 |1,05| 2,86+0,68 |2,31
57780 V20 | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,22+1,32 |1,28| 2,46+1,10 |1,70

CG10126* | 44103GD | 1,36+1,01 | 0,96 | 1,17+1,14 |0,38| 1,55+0,82 |1,25
102435 KK | 1,63+1,77 | 1,65 | 4,25£0,35 |2,10| 4,51+1,20 |3,08

cesgs3r | 1A064GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 3,63+0,28 |1,18| 1,670,69 |1,34
104121 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,42+0,58 |1,20| 5,82+2,53 |3,98

Fkbp13* | 12864 GD | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 1,35£0,76 |0,44| 5,00+1,42 |4,04
cG1777ye | 23551GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 1,69+1,92 |055| 3,28+2,67 |2,65
105327 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,09+0,99 |1,03| 2,50+0,63 |1,71

- 34371V20 | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 1,15+0,49 |0,46| 4,77+1,04 |3,30
32037 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 2,24+ 1,98 |0,73| 6,57+4,00 |5,30

CG14567* | 101284 KK | 0,73£0,72 | 0,74 | 0,79+0,75 |[0,39| 4,18+0,51 |2,86
cegazor | 236356D | 057£0,99 | 0,40 | 2,02¢1,55 |0,66) 0,82£0,36 |0,66
104679 KK | 0,25+ 0,42 | 0,25 | 0,77+0,03 |0,38| 5,10+0,28 |3,49

101233 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,90+0,61 |1,93| 6,67+2,79 |4,56

Npc2b* | 38238V20 | 4,00+5,96 | 6,78 | 1,86£0,60 |0,74| 1,94+0,61 |1,34
42914 V20 | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 1,18+0,39 [0,47| 1,23+0,53 |0,85

o183+ | 23308V20 | 1114143 | 1,88 | 2,19+1,08 |0,87| 634+1,83 |4,38
109470 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,03+0,74 |1,50| 2,08+1,40 |1,42

Cyp301a1* 26989 GD | 0,37£0,32 | 0,26 | 3,75+ 1,75 |1,22| 3,03+1,38 |2,45
109771 KK | 0,36+0,63 | 0,37 | 0,72+0,63 |0,36| 2,59+2,53 |1,77

cc3317g+ | 29364 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 265+ 1,13 |0,86] 2,67+1,62 |2,15
104603 KK | 0,31+ 0,53 | 0,31 | 3,16+1,10 |1,57| 3,20+1,09 (2,19

CG14397* | 104851 KK | 0,20£0,35 | 0,21 | 2,91+0,93 [1,44| 7,35+4,22 |5,02
cGaoags® 15492 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 1,89+0,42 |0,61| 608+596 |4,91
106439 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,43+1,51 |1,20| 4,32+0,71 |2,95

cGazsagr | 33699 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 4,45¢1,50 |145| 4,36+1,66 |3,52
110002 KK | 0,33+0,57 | 0,33 | 4,33+1,71 |2,14| 3,11+0,64 |2,13

13359 GD | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,83+3,26 [1,25| 4,93+4,56 |3,98

CG6218* | 35069 GD | 0,12+0,21 | 0,09 | 1,75+ 0,47 |0,57| 1,71+1,49 |1,38
106638 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,38+1,06 |1,18| 9,41+5,05 |6,43

58146 V20 | 0,58+ 0,63 | 0,59 | 1,87+0,60 |0,92| 1,41+2,04 [0,96

CG8306* | 23134GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 3,21+ 1,28 |1,04| 4,20+1,66 |3,39
102921 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 4,74+1,58 |1,24| 2,61+1,33 |1,68
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co13g1y+ | 39751 6D | 0,00£0,00 | 0,00 | 1,73£1,20 |0,56| 3,56+1,37 |2,87
106941 KK | 0,00+0,00 | 0,00 | 1,57+1,57 |0,41| 1,81+1,02 |1,16

ce17aar | 39940GD | 024£041 | 0,17 | 153141 |0,50| 2,0940,81 |1,69
105537 KK | 0,19+0,32 | 0,27 | 5,10+3,25 |1,34| 4,64+3,06 |2,98

Corasae® 109968 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,80+ 1,68 |1,00| 3,98+1,05 |2,55
35428 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 5,22+0,81 |1,70| 4,15+1,27 |3,35

Scp2* 31916 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 2,62+ 1,80 |0,85| 4,71+2,77 |3,80
Cloctay* | 3202GD | 0394036 | 028 | 2,18+1,25 |0,71| 3,58+ 1,12 |2,89
105562 KK | 0,60+ 1,03 | 7,01 | 4,46+0,31 |1,17| 3,83t1,68 |2,46

ce11686+ | 1774GD | 0404035 | 028 | 1,0240,57 |040| 3,13+ 1,41 |2,53
107754 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 1,96+ 1,60 |0,51| 3,14+2,20 |2,02

54836 V20 | 0,69+ 0,65 | 0,70 | 0,69+0,65 |0,34| 3,71+1,87 |2,54

GstE14* | 40316 GD | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 5,45+1,03 |1,78| 1,64+0,30 |1,32
101884 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,97+1,92 |0,78| 4,59+0,35 |2,94

55970 V20 | 0,87+ 1,18 | 0,88 | 1,46£0,31 |0,72| 1,88+0,57 |1,29

CG5883* | 15961 GD | 0,00+0,00 | 0,00 | 3,40+ 1,12 [1,11| 1,32+0,85 |1,06
58207* V20 | 1,54+ 0,32 | 2,53 | 1,47+1,51 [0,73| 1,48£0,87 |1,01

cG32052+ | 36763 V20 | 035060 | 0,35 | 295£1,42 |146| 0,68£0,59 |047
105824 KK | 3,42+ 0,49 | 40,23 | 1,69+ 1,17 |0,44| 0,70+0,77 |0,45

CG6026* | 108139 KK | 0,36+ 0,63 | 4,29 | 2,28+ 0,60 |0,60| 4,92+3,85 |3,16
22959 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 1,48+ 1,06 |0,48| 3,16+1,83 |2,55

laccase2* | 100070 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,39+1,73 |0,63| 3,28+1,45 (2,10
101687 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,00+0,65 |0,79| 6,65+1,79 |4,26

CG7236 | 27505V20 | 0,60+ 0,63 | 1,01 | 0,89+0,70 |0,35| 1,10+0,46 |0,76
107798 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,13+1,81 |0,82| 3,66+1,87 |2,35

v 50641V20 | 3,44+ 1,11 | 3,48 | 1,24+0,61 |0,61| 2,87+3,46 |1,96
rdhB 42712GD | 0,18+0,31 | 0,13 | 1,25+1,52 |0,41| 1,16+ 1,57 |0,94
102434 KK | 0,19+0,33 | 0,19 | 2,81+0,03 |1,39| 4,52+1,48 |3,09

Stob 55879 V20 | 0,86+ 1,03 | 1,45 | 2,77+2,08 |1,10| 3,05+0,87 |2,11
102868 KK | 0,32+ 0,55 | 0,32 | 1,23+0,44 |0,61| 3,07+2,23 |2,10

praca | 55860V20 | 1,27+1,35 | 2,16 | 2,37£0,29 [0,94| 046043 |0,32
39050 V20 | 0,69+ 0,24 | 1,17 | 1,25+0,88 |0,50| 4,89+0,96 |3,38

ofA 51049 V20 | 4,54+2,45 | 7,69 | 1,41£0,85 |0,56| 2,18+0,69 |1,51
11329 GD | 1,48+1,96 | 1,04 | 2,22+ 1,96 |0,72| 4,31+2,77 |3,48

pen 27692 V10 | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,76+2,55 |1,49| 5,15+1,21 (3,56
34265GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 1,17+0,74 |0,38| 1,99+1,45 |1,61

Vha68-2 | 110600 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 4,06+1,05 [2,01| 4,86+3,11 |3,32
CG13426 | 8821GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 1,00+ 0,52 |0,33| 0,82+0,74 |0,66
) 40862 V20 | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,19+ 1,49 |0,87 | 2,26%2,44 |1,56

v 5650 GD | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 1,28+1,18 [0,42| 1,54+1,04 |1,25
Vdupl | 15203 GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 2,88+ 0,34 |0,94| 1,14+0,76 |0,92
ce1199y | 36753V20 | 045£0,45 | 0,76 | 2,64£0,81 |1,05| 0,73¢025 |0,51
107882 KK | 0,14+ 0,25 | 0,14 | 1,77+0,43 |0,88| 0,97+ 1,04 |0,67

ceoogy | 19120GD | 2,36+2,18 | 1,66 | 1,47¢023 |0,48| 1,382+2,04 |147
102438 KK | 0,69+1,20 | 0,70 | 4,58+3,71 |2,27| 3,80+3,46 |2,60
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CG13082 | 109511 KK | 0,00+£0,00 | 0,00 | 5,31+0,90 |2,63| 3,38+2,12 |2,31
€G4893 38287 V20 | 0,00+£0,00 | 0,00 | 2,80+1,73 |1,01| 1,00+0,16 |0,69
109957 KK | 3,98+6,89 | 4,03 | 2,55+2,36 |1,26| 4,64+4,12 |3,17

24606 GD | 0,00+0,00 | 0,00 | 1,85+1,40 |0,60| 0,65+0,67 |0,52

sano 104288 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,45+2,37 (1,21 | 2,21+1,91 |1,51
bou 5443 GD | 0,00+0,00 | 0,00 | 1,80+0,31 (0,59| 2,89+1,54 |2,33
107102 KK | 0,37+0,33 | 0,38 | 2,05+1,25 |1,01| 5,18+3,77 |3,55

CG17786 19270 GD | 1,00+0,51 | 0,70 | 1,34+0,28 |0,44| 1,87+0,84 |1,51
107400 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,36+0,87 |1,17| 3,44+1,15 |2,35

CG32368 28606 GD | 0,00+£0,00 | 0,00 | 2,92+0,23 |0,95| 1,60+1,21 |1,29
103313 KK | 0,00+0,00 | 0,00 | 2,72+1,44 |1,35| 2,14+1,51 |1,46

Spn100A 14504 GD | 0,00+0,00 | 0,00 | 3,27+0,58 |1,07| 2,43+0,55 |1,96
100398 KK | 0,17+0,30 | 0,17 | 3,14+2,20 |1,55| 2,48+1,94 |1,69

TwdlE 31963 V10 | 0,18+0,31 | 0,30 | 3,10+1,06 |1,23| 3,19+2,79 |2,21
107483 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 4,39+1,60 |2,17| 2,01+1,48 |1,37

53242v22 | 0,13+0,23 | 0,22 | 2,08+1,13 |0,83| 1,10+0,28 |0,76

cG7337 110764 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,74+0,66 |1,36| 1,71+0,19 |1,17
CG9134 108295 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 1,64+0,94 |0,81| 2,04+0,56 |1,40
7909 GD | 0,15+0,27 | 0,11 | 2,65+0,89 |0,86| 2,31+1,57 |1,86

nemy 40803 GD | 0,37+0,65 | 0,26 | 2,50+2,46 |0,81| 1,78+1,35 |1,43
CG31710 | 102131 KK | 0,29+0,50 | 0,29 | 2,09+0,60 |1,03| 2,70+0,68 |1,85
fa2h 110538 KK | 0,57+0,59 | 0,58 | 1,48+0,81 (0,73 | 2,46+0,97 |1,68
Cpr72€a 53878 v20 | 0,34+0,59 | 0,57 | 1,49+0,73 |0,59| 2,33+0,91 |1,61
14241 GD | 0,14+0,23 | 0,10 | 1,17+0,12 |0,38| 1,65+0,73 |1,33

CG13856 | 14474GD | 0,15+0,27 | 0,11 | 1,75+1,64 |0,57| 2,66+1,59 |2,14
CG18735 53375Vv20 | 0,15+0,27 | 0,26 | 3,20+1,69 |1,27| 1,35+1,39 |0,93
30914GD | 0,00+£0,00 | 0,00 | 1,89+1,02 |0,62| 1,14+1,03 |0,92

CG43394 2793GD | 0,18+0,31 | 0,12 | 2,29+1,53 |0,75| 2,19+1,10 (1,77
CG12811 | 101055KK | 1,72+1,60 | 1,74 | 2,65+1,69 |1,31| 1,58+0,09 |1,08
CG10283 | 101168 KK | 0,00+0,00 | 0,00 | 2,81+1,91 |0,74| 2,64+2,67 |1,69
dsx-c73A 53964 V20 | 0,00+0,00 | 0,00 | 2,11+0,86 |1,05| 0,70+0,74 |0,48
42489GD | 0,41+0,71 | 0,29 | 2,44+0,83 |0,79| 0,95+1,32 |0,77

GstD3 48849 GD | 0,00+0,00 | 0,00 | 3,73+1,24 |1,21| 2,05£0,77 |1,65
106287 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 4,11+0,80 |1,08| 3,55+1,79 |2,28

Msr-110 5033GD | 0,86+x1,50| 0,61 | 0,89+0,80 [0,29| 2,61+£0,93 (2,11
51034 V20 | 0,52+0,53 | 0,52 | 1,71+0,85 |0,85| 2,20+0,28 |1,50

Csas 54843Vv20 | 2,01+1,77 | 2,04 | 1,16+0,31 |0,58| 2,14+0,22 |1,47
101396 KK | 1,64+2,07 | 19,33 | 2,67+1,75 |0,70| 1,67+1,45 |1,07

CG34296 | 104895KK | 0,00+£0,00 | 0,00 | 4,78+1,84 |1,25| 2,91+2,54 |1,87
wus 58265 Vv20 | 0,00+£0,00 | 0,00 | 2,20+0,77 |0,72| 1,12+0,46 |0,76
CGE357 8782GD | 0,32+0,28 | 0,22 | 3,34+0,44 |1,09| 3,23+1,86 |2,60
43151Vv22 | 0,24+0,42 | 0,25 | 1,67+£1,03 (0,83| 1,21+0,42 |0,83

CG6426 8805 GD | 0,00+0,00 | 0,00 | 2,52+1,09 |0,82| 1,59+1,32 |1,29
102243 KK | 0,24+0,42 | 2,82 | 1,30+0,76 |0,34| 1,71+1,80 |1,10

pdgy 55272v20 | 0,38+0,66 | 0,39 | 1,92+0,70 |0,95| 1,14+1,98 |0,78
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100411 KK | 0,47+ 0,81 | 5,49 | 2,05+0,64 |0,54| 1,58+0,83 |1,01

ckd 103528 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 4,39+2,31 |1,15| 3,81+1,39 |2,44
55967 V20 | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,15+1,09 |1,07| 1,41£0,47 |0,97

CG31559 | 33967 GD | 0,52+0,90 | 0,37 | 2,67+0,92 |0,87| 0,86+0,79 |0,69
sprt 107873 KK | 0,22+ 0,38 | 2,58 | 5,12+3,40 |1,34| 3,72+3,24 |2,38
CG9312 | 16646 GD | 0,19+0,33 | 0,13 | 1,72+0,95 |0,56| 1,76%+1,55 |1,42
KFase 45622 GD | 0,82+1,42 | 0,57 | 0,20+0,35 |0,07| 1,35+1,19 |1,09
109675 KK | 0,59+ 1,02 | 6,97 | 2,49+1,84 |0,65| 1,83+1,63 |1,17

cc1307y | S1A96GD | 0,00£0,00 | 0,00 | 3,87+146 |1,26| 252087 |2,04
105526 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 4,98+3,40 |1,30| 1,99+0,32 |1,28

hebe 32665GD | 0,40+0,69 | 0,28 | 2,33+1,24 |0,76| 1,40+1,19 |1,13
107655 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,46+1,67 |0,64| 1,55+1,09 |0,99

CG15080 | 106073 KK | 0,23+0,40 | 2,74 | 5,14+ 1,46 |1,35| 2,80+0,60 |1,80
cceaza | S1527GD | 0308052 | 021 | 1,49t0,38 |0,48| 2,46£0,70 |1,99
101649 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,96+ 1,13 |1,04| 2,64+1,49 |1,70

49077 GD | 0,27+ 0,47 | 0,19 | 2,85£2,10 |0,93| 2,27+1,21 |1,83

CG15629 = 08604 KK 0,25+ 0,42 | 2,89 | 2,69+1,45 |0,71| 1,13+0,45 |0,73
CG5731 | 15543GD | 0,21+0,36 | 0,15 | 2,60+1,60 |0,85| 1,59+0,52 |1,28
cGrsag | 16991GD | 0162028 | 0,11 | 4,22+1,04 |1,37| 2,96¢0,08 |2,39
101214 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 1,98+0,38 |0,52| 1,98+1,65 |1,27

CG5873 | 14374GD | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 1,77+1,55 |0,58| 1,36+1,32 [1,10
CG31728 | 55628 V20 | 0,95+0,45 | 0,96 | 3,03+ 1,94 |1,50| 1,20+0,59 |0,82
Reg-5 | 101140KK | 0,15+0,26 | 1,79 | 3,34+1,87 |0,88| 1,93+1,64 |1,24
co1zsg | 3567260 | 236£1,90 | 1,66 | 1,731,02 |0,56| 0,73:0,80 |0,59
107499 KK | 0,50+ 0,44 | 5,86 | 2,59+0,98 |0,68| 2,81+0,84 |1,80

Tabla 14. Screen mediante RNAi de los genes no agrupados. La tabla representa el porcentaje medio
obtenido para cada fenotipo y su desviacion tipica en cada control, segun la linea de RNAi empleada (GD, KK,
en este caso para el control TRiP se empled un control especifico, aunque el resultado no variaba con respecto
a las moscas ISO utilizadas en los grupos anteriores). También se indican los genes de dicho grupo, las lineas
de RNAi empleadas (VDRC: KK o GD; TRiP: V10 o V20), el promedio de cada fenotipo en los tres cerebros
analizados y el fc con respecto a sus controles correspondientes. El promedio del fenotipo se calculé para
cada linea de RNAI, en una cantidad de tejido comprendida entre 160 y 180um en cada cerebro. Los nimeros
resaltados en negrita indican los genes con fenotipo con un fc=2 y con fenotipo en los 3 cerebros, o los genes
con fenotipo en M1 en los 3 cerebros analizados al menos en una de las lineas de RNAI testadas. *: Genes
seleccionados.

Re-screen mediante el sistema Rh6 GMR-Gal4.

R8s en M1 R8s Post M3 ‘ R8s en M6
Controles % % %
GD 1,42+ 5,76 3,1+ 1,62 1,2+ 1,35
KK 0,1+ 0,22 3,8+ 1,58 1,55+ 0,98
TRiP 0,98+1,42 2,01+1,49 1,46+ 0,93
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R8s en M1 ‘ R8s Post M3 R8s en M6

Genes | Lineas RNAi % Fc % Fc % Fc
GstE11 * | 38243 GD | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 14,45+ 2,80 |4,71| 10,24+ 4,61 | 8,26
Tsf1 * 55936 v20 | 7,85+ 2,83 |11,32| 0,67+1,15 |0,33| 1,67+2,89 |1,14
AlphaPss* 100120 KK | 0,47+0,61 | 5,53 | 4,11+3,16 |1,08| 5,85%+2,74 |3,75
6647GD |3,93+5,71 | 2,76 | 1,76+1,72 |0,57| 4,59+2,09 |3,70
51842 V20 | 5,48+2,53 | 5,55 | 1,01+0,85 |0,50| 1,49+1,11 |1,02
S-HTIB 33418Vv20 | 1,76+1,25| 1,78 | 1,37+0,85 |0,68| 3,45+1,55 |2,36
Ppn * 16523 GD | 5,37+4,56 | 3,77 | 1,46+1,10 |0,48| 1,59+1,42 |1,28
109847 KK | 0,29+ 0,59 | 3,46 | 6,10+4,35 |1,60| 5,82+1,67 |3,73
CG43462 *| 102322 KK | 2,71+ 1,72 |31,90| 0,47+0,65 |0,12| 2,56+2,30 |1,65
18706 GD | 5,52+ 1,80 | 3,88 | 0,62+1,24 |0,20| 3,24+2,25 |2,61
CG13033 *| 14250GD |2,33+3,24 | 1,63 | 1,47+1,09 |0,48| 6,34+2,69 |5,12
CG6421 * | 100892 KK | 7,12+ 3,44 (83,84 | 3,16+2,26 |0,83| 4,40+3,92 |2,82
CG17265 | 101468 KK | 1,67+1,55 |19,71| 3,46+2,43 |0,91| 1,53+1,93 |0,98
CG12880 1313GD |0,05+0,33 | 0,03 | 4,75+2,71 |1,55| 1,66+1,37 |1,34
CG13062 | 101832 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 5,38+2,93 |1,41| 1,80+0,75 |1,15
Ssl2 102870 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 4,14+0,34 |1,08| 1,73£0,91 |1,11
CG7330 | 35620V22 | 0,00+0,00 | 0,00 | 3,09+1,47 (0,96| 0,67+1,15 |0,35
Mtn A 105011 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 4,05+1,76 |1,06| 2,80+1,51 |1,80
CG14132 | 106561 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,93+1,99 |0,77| 1,64+1,60 |1,05
CG31808 | 101864 KK | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 2,74+1,01 |0,72| 1,27+0,98 |0,82
Coop 29350 V10 | 0,00+ 0,00 | 0,00 | 3,00+1,30 |0,93| 4,22+2,19 |2,18
CG9782 | 102259 KK | 1,93+2,26 |22,69| 0,74+1,27 (0,19 3,48+2,33 |2,23
CG13532 | 105696 KK | 0,80+ 0,81 | 9,38 | 2,61+2,12 |0,68| 2,47+1,92 |1,58

Tabla 15. Re-screen mediante el sistema Rh6 GMR-Gal4. En la tabla se indica el porcentaje medio obtenido
para cada fenotipo y su desviacidn tipica en cada control, segun la linea de RNAi empleada (GD, KK, en este
caso para el control TRiP se empled un control especifico, aunque el resultado no variaba con respecto a
las moscas ISO utilizadas en los grupos anteriores). La tabla representa los genes seleccionados para su re-
screen mediante el sistema Rh6 GMR-Gal4, las lineas de RNAi empleadas (VDRC, KK o GD; TRiP, V10 o V20),
el porcentaje medio de cada fenotipo en los cerebros analizados y el fc con respecto a sus controles
correspondientes. Los numeros resaltados en negrita indican los genes con fenotipo con un fc>2 y con
fenotipo en todos los cerebros en al menos una de las lineas de RNAI testadas. Con respecto al fenotipo
en M1, es relevante mencionar que se observan fc elevados debido a que la media obtenida de este
fenotipo en los controles, es bastante baja. Por lo que al hacer el cociente para obtener el fc, resulta en un
numero relativamente elevado, el cual no es el reflejo de un fenotipo. El porcentaje promedio del fenotipo
se calculd para cada linea de RNAI en una cantidad de tejido comprendida entre 160 y 180um en cada
cerebro. Los genes que presentan un fc>2 y no han sido seleccionados, no mostraron el fenotipo en todos
los cerebros observados en al menos una linea de RNAI. Cerebros analizados, n= 4-10, *: Genes con
fenotipo con el sistema STaR GMR-Gal4 y con el sistema Rh6 GMR-Gal4.
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Re-screen con ey.3.5-Gal4 + GMR-Gal4.

R8s en M1 R8s post M3 R8s en M6 ‘
Controles % % %
GD 0,00+ 0,00 9,10+ 2,73 3,17+ 2,59
KK 0,00+ 0,00 10,31+ 2,57 3,20+ 1,91
R8s en M1 R8s post M3 R8s en M6 ‘
Gen Lineas RNAi % Fc % Fc % Fc
CG17265 | 101468 KK | 0,00+ 0,00 0 | 8,18+2,78 |0,79| 2,68+1,25 |0,84
CG12880 1313 GD 0,00+ 0,00 0 | 15,73+5,40 |1,73| 6,69+2,26 (2,11
CG6421 15805 GD 0,20£0,20 |0,2| 7,26x2,70 |0,80| 1,24+1,09 |0,39
CG13062 * | 101832 KK || 55 moscas permanecen dentro de la pupa con cabeza o con
GstE11 * 38243 GD una pequefia cabeza sin ojos

Tabla 16. Re-screen mediante el sistema ey3.5-Gal4 + GMR-Gal4. La tabla representa los genes seleccionados,
las lineas de RNAi empleadas (VDRC, KK o GD; TRiP, V10 o V20), el porcentaje medio de cada fenotipo en los
tres cerebros analizados y la desviacion tipica, y el fc con respecto a sus controles correspondientes. El
porcentaje promedio del fenotipo se calculd para cada linea de RNAI, en una cantidad de tejido comprendida
entre 160 y 180um en cada cerebro. Cerebros analizados, n= 10, *: Genes con una funcidn temprana en el

desarrollo.



Anexo 2: Genes candidatos con funcidn
desconocida o sin lineas mutantes disponibles

Genes Fenotipo R8 pri::ue%::;a SUSens | SUPros Categoria funcional
Clect27 M6 No agrupados X X MSC
CG9444 M6 No agrupados X MSC
CG5883 M1 No agrupados MSC

CG11069 M6 No agrupados X MSC
Tsf1 M1 Especifico de R8 MSC
co13033 | M6 | i empos X Msc
CG32137 M6 No agrupados X X Citoesqueleto
CG40485 M6 No agrupados REDOX
CG5653 M6 No agrupados REDOX
CG6421 M1/M6 RS Enzimas
Scp2 M6 No agrupados X X Otros
CG30154 M6 No agrupados X Otros
Cprd49Ae M6 No agrupados X X Otros
CG10126 M6 No agrupados Otros
CG17777 M6 No agrupados Otros
CG14567 M6 No agrupados Otros
CG13117 M6 No agrupados Otros
CG1722 M6 No agrupados Otros

Tabla 17. Genes candidatos del screen mediante RNAI, con funcion desconocida o sin lineas mutantes disponibles. La
tabla indica el tipo de fenotipo que produjo cada gen, el grupo de procedencia, la presencia de sitios putativos de union
para Sens y/o Pros y la categoria bioldgica a la que pertenecian. MSC: moléculas de superficie celular, REDOX: procesos
de oxidacién-reduccion.
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Anexo 3: Validacion del fenotipo con lineas
mutantes viables

Tabla 18. Validacién fenotipica de los

Gen ‘ Mutante % R8s post M3 genes candidatos mediante mutantes

Tpr2M111295/Df 3,74+ 2,72 viables. La.tabla repres¢.anta los g’enes

. que al validar el fenotipo con lineas

Tpr2 TpraMitizss /, 0,00+ 0,00 mutantes no reprodujeron el fenotipo

RNAI. Se indica el porcentaje medio del

Df/+ 1,45+ 1,1 fenotipo post M3y la desviacidn tipica de

NpC2b19/Df 2 05+ 2.04 la condicion experimental (Mutante/Df),

i el control del mutante en heterocigosis

Npc2b Npc2b®/+ 0,80+ 0,58 (Mutate/+) y el control de la deficiencia

en heterocigosis (Df/+). El porcentaje

Df/+ 0,20+ 0,20 promedio del fenotipo se calculé en una

M11998 + cantidad de tejido comprendida entre

(G6026 /Df 0,00£ 0,02 160y 180 um en cada cerebro. *: Genes

CG6026 CG6026M119%8 /4 0,01+ 0,00 localizados en el cromosoma X, por lo

que su condicidn experimental consistia

Df/"' 0,02+ 0,02 en machos que portaban la mutacién en

MI01533 homocigosis y el control fueron

alphaPS5 /Df 2,57£ 2,05 hembras, estando asi la mutacién en

alphaPS5 alphaPS5M01533 /1 0,11+ 0,26 heterocigosis. **: Genes analizados en

una primera ronda inicial, en los que al

Df/"' 1,01+ 0,92 no haber detectado un fenotipo en la

KG1042 condicién  experimental, no  se

CG33178* €633178 0,67%0,36 emplearon los controles de la mutacion

CG33178K61042 /4 0,00+ 0,00 en heterocigosis ni el de la deficiencia en

heterocigosis. Cerebros analizados, n=6-

. CG32521M11815 1,22+ 0,76 8. Test estadistico: Kruskal-Wallis y T-

€G32521 CG32521M'11815/+ 0.09+ 0.20 Student, p-valor=0,05.
CG11686M

CG11686** UAS.6.11.LA001S5 / 0,80+ 1,86
CG2016** CG2016M04%% /pf 0,18+ 0,42
5-HT1B** 5—HTlBA”’/Df 1,05+ 0,88
CG6218** CG6218K609249/D]‘ 1,07+ 1,12
CG32052** CG32052M102380/pf 0,84+ 0,56
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Anexo 4: Interaccion genética con Sens

Gen Genotipo % R8s post M3
esn’® [+ senstl/+ 1,4+ 0,59
Df 1 esn/+; senst/+ 2,3+ 1,06
esh esn’¥ /Df; senstl/+ 4,6+ 1,2
esn’¥/Df 1 esn 4,5+ 2,18
alphaPS5M01533 /1. - senstl/+ 0,9+ 0,7
AlphaPs5 Df alphaPS5/+; senst/+ 3,4+ 1,08
alpha""1333/Df: senstl/+ 3,6+ 0,78
alphaPS5M"°1533 /Df alphaPS5 2,6 2,05
TpraMiizss /. senstl/+ 0,1+ 0,28
Tor2 Df Tpr2/+; senstl/+ 2,6+1,12
Tpr2Miti255 /pf- senstl/+ 2,6£1,71
Tpr2Mii255 /pf Tpr2 3,7+ 2,72
Cyp31a1/°?39L/+; sensti/+ 1,7+ 1,12
Df Cyp31al/+; senst/+ 0,8+ 0,68

Cyp31lal

Cyp31a1/92391/Df; senst/+ 6,4+ 2,05
Cyp31a1/9%391/Df Cyp31al 5,5+ 3,01
Thor’/+; sens™/+ 0,59+ 0,6
Thor Thor?; senst/+ 6,4+ 3,24
Thor?/Df Thor 4,5+ 1,8

Tabla 19. Interaccidn genética con Sens
y los genes validados. En la tabla se
indican los genes validados y dos genes
extra (Tpr2 y AlphaPS5) en los que se
testd la interaccion genética con Sens.
También se representan las moscas
controles empleadas en cada caso, el
fenotipo post M3 detectado en R8s (%
promedio de R8s) y la desviacién tipica
observada. El porcentaje promedio del
fenotipo se calculé en una cantidad de
tejido comprendida entre 160 y 180um
en cada cerebro. Cerebros analizados,
n= 4-7. Test estadistico: T-Student, p-
valor=0,05.
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Anexo 5: Interaccidon genética Esn-Fmi Opcion 2

% R8en M1 % R8s post M3 ‘ % R8s en M6

GMR 1,4+ 5,76 3,1t 1,62 1,2£1,35
esn*%5/Df 1; GMR 1,4+ 5,76 16,1+ 2,9 7,5¢ 3,03
GMR>RNAI fmi 65,61 6,03 6,1% 3,43 23,6+ 5,19
esn“%/+; GMR>RNAI fmi 80,5+ 6,2 2,8+ 1,02 12,4+ 5,48
Df 1/+; GMR>RNAi fmi | 57,8+ 16,81 1,5¢ 1,44 7,6+ 3,68
esn*%5/Df 1; GMR>RNAi fmi | 78,7+ 6,63 4,1£2,57 13,1+ 3,41

Tabla 20. Interaccion genética entre Esn y Fmi. La tabla representa las moscas controles empleadas y
las experimentales. Se indica el porcentaje promedio de cada fenotipo observado y la desviacion tipica.
El porcentaje promedio del fenotipo se calculé en una cantidad de tejido comprendida entre 160y 180
um en cada cerebro. Cerebros analizados, n= 6-8. Test estadistico: T-Student, p-valor= 0,05.
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Anexo 6: Genotipos

RESULTADOS

Figura 24. A. ken193/+: w; ken'9%/+; sens-Gal4, UAS-utrGFP/+. ken'1%*/Df(2R)ken: w; ken?1%3/
Df(2R)Chi[g230];sens-Gal4,UAS-utrGFP/+. B. ken'!%/+; senst’: w; ken''*/+; sens-Gald, UAS-
utrGFP/senstl. ken’'%3/ Df(2R)ken; sensE1: w; ken'%®/ Df(2R)Chi[g230];sens-Gal4, UAS-utrGFP/
senst?,

Figura 25. A. R8 WT: ey3.5flp(g5d); FRT-42B,Act5C-Gal80/FRT-42B ;sens-Gal4,UAS-utr-GFP/+. R8
ken'19%°: ey3.5flp(g5d); FRT-42B,Act5C-Gal80/ken'%*;sens-Gald, UAS-utr-GFP/+. B. R8 WT;
senst!: ey3.5flp(g5d); FRT-42B,Act5C-Gal80/FRT-42B ;sens-Gal4,UAS-utr-GFP/senst’. R8 ken193;
senst!: ey3.5flp(g5d); FRT-42B,Act5C-Gal80/ken1%3;sens-Gal4, UAS-utr-GFP/senst.,

Figura 26. A. WT: 20C11FLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-tdtom/CyO; GMR-Gal4,UAS-
Dcr2/+. B. GMR>ken: 20C11FLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-tdtom/CyO; GMR-
Gal4,UAS-Dcr2/UAS-ken.

Figura 26. B. Imagen izquierda: sensFLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-tdtom/CyO; GMR-
Gal4,UAS-Dcr2/10XUAS-mCD8GFP. Imagen derecha: w; Bl/CyO;GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-
lacz/10XUAS-mCD8GFP. D. w; Bl/CyO,; LongGMR-Gal4/10XUAS-mCD8GFP.

Figura 28. A. Control: sensFLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-tdtom/+;GMR-Gal4,UAS-
Dcr2/+. GMR>RNAI fra: sensFLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-tdtom/+;GMR-Gal4, UAS-
Dcr2/UAS-RNAifra(29909GD). B. No Dcr2: sensFLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-
tdtom/+;GMR-Gal4 /UAS-RNAIfra(29909GD).

Figura 30. Control GD: sensFLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-tdtom/UAS-WT;GMR-
Gal4,UAS-Dcr2/UAS-WT. Control KK: sensFLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-tdtom/UAS-
WT;GMR-Gal4,UAS-Dcr2/UAS-WT.

Figura 31. Control GD Sistema Rh6 GMR-Gal4: w; +/CyO;GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+.
Control KK Sistema Rh6 GMR-Gal4: w; +/CyO;GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. Control GD
Sistema STaR GMR-Gal4: sensFLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-tdtom/+;,GMR-Gal4, UAS-
Dcr2/+. Control KK Sistema STaR GMR-Gal4: sensFLP(g5d); BRP-FSF-V5-LexA,LexAOp-myr-
tdtom/+;GMR-Gal4,UAS-Dcr2/+.

Figura 34. WT: w; +/+; Rh6-GFP/+. Esn Control Df: w; Df(2R) Df(2R)BSC262/+; Rh6-GFP/+. Esn
Control Mutante: w; esn“°®/+;Rh6-GFP/+. Esn Mutante/Df: w; esn“°®/ Df(2R)BSC262; Rh6-GFP/+.
Cyp31al Control Df: w; Df(2R)BSC880/+; Rh6-GFP/+. Cyp3lal Control Mutante: w;
Cyp301a1723°1/+-Rh6-GFP/+. Cyp3lal Mutante/Df: w; Df(2R)BSC880/Cyp301a1/0230L; Rh6-
GFP/+. Thor Control Df: w; Df(2L)BSC292/+; Rh6-lacZ/+. Thor Control Mutante: w; Thor %/+; Rh6-
lacZ /+. Thor Mutante/Df: w; Thor 2/ Df(2L)BSC292; Rh6-lacZ /+. CG14397 Control Df: w;
Df(2L)Exel7080/+; Rh6-GFP/+. CG14397 Control Mutante: w; CG14397M/94470/+. Rh6-GFP/+.
CG14397 Mutante/Df: w; CG14397"194470/ Df(2L)Exel7080; Rh6-GFP/+.

Figura 36. CG14397M94470/1. senstl/+: w; CG14397M%4470/+. Rh6-GFP/senst. Df /+; senstl/+: w;
Df(2L)Exel7080/+; Rh6-GFP/senst:, CG14397M194470 /Df senstl/+: w;
CG14397M194470 /Df(21 ) Exel 7080; Rh6-GFP/senst?. CG14397M104470 /D f. w;
CG14397M1°4470/Df(21 )Exel 7080; Rh6-GFP/+.
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Figura 40. GstE119%%%: w; GstE119%%%%°/ GstE1199°6%%; Rh6-lacZ/+. GstE119%%%%/+: w;
GstE1199%6%/+. Rh6-lacZ/+. Df a/+: w; Df(2R)BSC399/+; Rh6-lacZ/+. GstE119°%°°/Df a: w;
GstE119%6%/ Df(2R)BSC399; Rh6-lacZ/+. Df b/+: w; Df(2R)ED3683/+; Rh6-lacZ/+. GstE11%°%%°/Df
b: w; GstE1199%%°/ Df(2R)ED3683; Rh6-lacZ/+.

Figura 44. A,B. GMR>RNAi GstE11l: w; UAS-RNAi GstE11(32843GD)/CyO;GMR-Gal4,UAS-
Dcr2,Rh6-lacz/+. GMR>RNAI GstE11, Df GstE11: w; UAS-RNAi
GstE11(32843GD)/Df(2R)BSC399;GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. GMR>RNAI GstE11,
GstE119%%%° Df GstE11l: w; UAS-RNAi GstE11(32843GD), GstE119°%%°/Df(2R)BSC399;GMR-
Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. C. Control: w; ap-Gal4/+; tub-Gal80™5/+. RNAi GstE1l: w; ap-Gald/
UAS-RNAi GstE11(32843GD); tub-Gal80™/+.

Figura 47. WT: w; +/+; Rh6-GFP/+. esn”**/Df 1; Rh6-GFP: w; esn’®***’/ Df(2R)BSC262; Rh6-
GFP/+. esn“°°/Df 1;Rh6-GFP: w; esn*°®/ Df(2R)BSC262; Rh6-GFP/+. esn*°°/Df 1; Rh6-lacZ: w;
esn*%/ Df(2R)BSC262; Rh6-lacZ /+. esn*°°/Df 2; Rh6-lacZ: w; esn*°/Df(2R)Exel6283; Rh6-lacZ /+.

Figura 48. GMR: w;+; GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. esn*°¢/Df 1: w; esn*°®/Df(2R)BSC262;
Rh6-lacZ /+. esn*°°/Df 1; esn: w; esn°%/Df(2R)BSC262; Rh6-lacZ /UAS-esn. esn*°°/Df 1; GMR: w;
esn*°®/Df(2R)BSC262;  GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+.  esn*°®/Df 1, GMR>esn: w;
esn°%/Df(2R)BSC262; GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz /UAS-esn.

Figura 49. GMR: w;+; GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. fmi®°/+: w; Rh6-lacz/+; fmit>>/+. fmit>/+;
GMR: w; +/+; fmi®°/GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz.  GMR>RNAi _esn: w; UAS-RNAi
esn(32037GD)/Cy0;GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. GMR>RNAi _esn; fmit>°/+: w; UAS-RNAI
esn(32037GD)/Cy0;GMR-Gal4, UAS-Dcr2,Rh6-lacz/fmit>°.

Figura 50. GMR: w;+; GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. GMR, esn*°°/Df 1: w;
esn%®/Df(2R)BSC262; GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. GMR>RNAi _fmi: w; CyO/+; GMR-
Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/UAS-RNAi fmi. GMR>RNAI fmi, esn*°°/Df 1: w; esn°®/Df(2R)BSC262;
GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/UAS-RNAI fmi.

ANEXOS
Anexo 3

Tabla 18. Tpr2Mii255/pf. w; Tpr2Miti255/pf(21)Exel7066; Rh6-GFP/+. Tpr2Vi1i25/i. w;
TpraMiti295 /s Rh6-GFP/+. Df/+: w; Df(2L)Exel7066/+; Rh6-GFP/+. Npc2b'/Df: w; Rh6-GFP/+;
Npc2b®® /Df(3R)BSC616. Npc2b'/+: w; Rh6-GFP/+; Npc2b' /+. Df/+: w; Rh6-GFP/+
Df(3R)BSC616/+. CG6026M19%8 /Df: w; Rh6-lacZ/+; CG6026M119%  /Df(3R)Exel6183.
CG6026M119%8 /1. w; Rh6-lacZ/+; CG6026"1%% [+ Df/+: w; Rh6-lacZ/+; Df(3R)Exel6183/+.
alphaPS5M"°1533/pf:  w;  alphaPS5M"°1>33/Df(2R)BSC785; Rh6-GFP/+. alphaPS5M"°1>33/+:  w;
alphaPS5M°1533 /1. Rh6-GFP/+. Df/+: w; Df(2R)BSC785/+; Rh6-GFP/+. (CG33178X°1042:
CG33178¢619%2 /c(53317851042: Rh6-GFP/+. (CG33178%6104/+: (€G33178X°19%2/y: Rh6-GFP/+;+.
CG32521M11815. CG32521M11815/ CG32521M11815. Rh6-GFP/+. CG32521M11815 /.
CG32521M11815 /y.  Rh6-GFP/+;+. CG11686Mae-UAS6ILLADISS /iyf. e Rh6-GFP/+; CG11686M7¢
UAS.6.11.LA00195 /Dyf(3R)Exel8158. CG2016M"°4% /Df: w; Rh6-GFP/+; CG2016"°*%/ Df(3R)Exel6143. 5-
HT1B"/Df: w; HT1B*"/Df(2R)Exel6068; Rh6-GFP/+. (CG6218X°%924/pf: w; Rh6-GFP/+;
CG6218K599249 /Df(3R)Exel6174. CG32052M192380/Df: w; Rh6-GFP/+; CG32052M2380/ Df(31)BSC673.
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Tabla 19. esn®%/+; senstl/+: w; esn*7/ +. Rh6-GFP/ sensfl. Df 1 esn/+ senst/+: w;
Df(2R)BSC262/+; Rh6-GFP/senstl. esn®™¥/Df; senst/+: w; esn®*¥/Df(2R)BSC262; Rh6-
GFP/senst’. esn’®/Df 1 esn: w; esn’®**’/ Df(2R)BSC262; Rh6-GFP/+. alphaPS5M/9%533/+ - senstl/+:
w; alphaPS5M01°33 /1. Rh6-GFP/senst. Df alphaPS5/+; senst/+: w; Df(2R)BSC785/+; Rh6-
GFP/senstl. alphaV'°**33/Df; senstl/+: w; Df(2R)BSC785/ alphaPS5""°1533; Rh6-GFP/senstl.
alphaPS5""°1533/Df alphaPS5: w; alphaPS5M91°33/Df(2R)BSC785; Rh6-GFP/+. Tpr2Miizs/4.
senstl/+: w; Tpr2Mii2%/y. Rh6-GFP/senst’. Df Tpr2/+; senst/+: w; Df(2L)Exel7066/+; Rh6-
GFP/senstl.  Tpr2V12%/pf.  senstl/+: w;  Tpr2Mi112%/pf(21)Exel7066; Rh6-GFP/senst:.
Tpr2V12%/Df Tpr2: w; Tpr2Mi12%/Df(21)Exel7066; Rh6-GFP/+. Cyp31a1°?39/+; senst/+: w;
Cyp301a1/°°1/+; Rh6-GFP/senst. Df Cyp31al/+; senst’/+: w; Df(2R)BSC880/+; Rh6-GFP/senst’.
Cyp31a1/°%3° /Df; senst/+: w; Cyp301a1/°%3°1/Df(2R)BSC880; Rh6-GFP/senst:. Cyp31a1°%3°1/Df
Cyp31all: Cyp301a179%3°1/Df(2R)BSC880; Rh6-GFP/+. Thor’/+; senst/+: w; Thor?/+; senst/Rh6-
lacZ. Thor’; senst’/+: w; Thor?/Thor?; senst'/Rh6-lacZ. Thor’/Df Thor: w; Thor ?/Df(21)BSC292;
Rh6-lacZ /+.

Anexo 5

Tabla 20. GMR: w;+; GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. esn°/Df 1, GMR: w;
esn°%/Df(2R)BSC262; GMR-Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/+. GMR>RNAi _fmi: w; CyO/+; GMR-
Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/UAS-RNAi fmi. esn*°®/+; GMR>RNAI fmi: w; esn*°®/+; GMR-Gal4,UAS-
Dcr2,Rh6-lacz/UAS-RNAi fmi. Df 1/+; GMR>RNAi fmi: w; Df(2R)BSC262/+; GMR-Gal4,UAS-
Dcr2,Rh6-lacz/UAS-RNAi fmi. esn*°®/Df 1; GMR>RNAi fmi: w; esn*°°/Df(2R)BSC262; GMR-
Gal4,UAS-Dcr2,Rh6-lacz/UAS-RNAi fmi.
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