RECUADRO 1

¢ Macho o hembra ? Para las abejas meliferas, un

sologen marca ladiferencia

Traduccion de Nicole O'Dwyer, Nadine Soeder y lleana Aranzamendi, del articulo de Mary Hoff «Male or
female? For honeybees, a single gen makes all the difference». PLoS Biology. Vol. 7, Issue 10, October 2009.

. Macho o hembra? La manera en que los genes guian a
C los embriones en desarrollo en una direccion u otra
varia considerablemente entre especies. En las abejas
meliferas (Figura 1), todo depende de que un locus particular
de los cromosomas tenga la misma version de un gen
(denominado homocigoto) o dos versiones distintas
(heterocigoto). Las abejas meliferas que poseen dos versiones
distintas del locus de determinacion del sexo (sex determination
locus, SDL) desarrollan rasgos femeninos. Aquellas que poseen
dos de la misma version (o, con mas frecuencia, que poseen
una sola version porque se desarrollaron de un huevo no
fertilizado) se convierten en machos (Recuadro 1). Este
enfoque, conocido como determinacion complementaria del
sexo, se encuentra en varios insectos sociales, aunque ain no
se lo conoce mucho (Recuadro 2, Figura 2).

En 1845, Dzierzon informdé que el sexo en las abejas
meliferas (Apis mellifera) es determinado por la fertilizacion y la
no fertilizacién de los huevos, y esto sucedid6 méas de 50 afios
antes del descubrimiento de los cromosomas sexuales. La
observacién clave de Dzierzon fue que una reina virgen que
no habia realizado su vuelo de fecundacion (las reinas sélo se
aparean mientras estan volando lejos del nido) produce solo
progenie masculina. A partir de este resultado, dedujo que
los huevos que no estan fertilizados se transforman en machos,
mientras que los huevos fertilizados se diferencian en abejas
reina y obreras, lo cual fue confirmado luego por los estudios
citolégicos. Los huevos que no estan fertilizados tienen una
serie haploide de 16 cromosomas cuando se comparan con
los huevos fertilizados, en los que se identificaron 32
cromosomas.®

Macho
n

Macho
n

Reina

2n

Hembra Macho Machos Hembras
2n 2n n 2n

Figura 2: Haplodiplodia y determinacion del sexo en Aphis mellifera.
Las barras negras representan cromosomas y los recuadros, alelos
diferentes del gen de determinacién del sexo (csd). La figura muestra
una reina (heterocigota) y dos parejas machos (hemicigotas). Sin
fecundacién, la reina puede producir descendencia de machos
haploides, en la cual se separan los alelos para csd. Si ocurre
fecundacién, la descendencia es diploide. Si el descendiente es
heterocigota para el gen csd, serd hembra, sino sera macho. Los
machos diploides en la naturaleza no sobreviven ya que son
eliminados de la colmena. Fuente: adaptada a partir del articulo
«Molecular basis of sex determination in haplodiploids», de Jay D. Evans.
Trends in ecology and evolution. Vol 19, N 1, january, 2004.

Hay estudios sobre el sistema de determinacion
del sexo de las abejas que han identificado un gen
del SDL, denominado csd, que es indispensable para
el desarrollo de la hembra cuando es heterocigoto.
Otro gen del SDL necesario para el desarrollo de la
hembra, denominado fem, no precisa ser
heterocigoto para realizar su tarea. En un nuevo
estudio, Martin Beye, Tanja Gempe y otros colegas
investigan la funcién que tienen estos genes en la
determinacion de la trayectoria de desarrollo en la
que se embarca un embrion y el proceso de
diferenciacion subsiguiente. Con la ayuda de una
variedad de herramientas de manipulacion genética,
los investigadores descubrieron algunas respuestas
sorprendentes.

Antes de enfocarse en el csd y el fem, los
investigadores se preguntaron primero si podria
estar involucrado algin otro gen del SDL. Las
técnicas bien establecidas para la caza de genes
confirmaron la existencia de tres genes (ademas
del csdy el fem) en el locus: el GB11211, el GB13727
y el GB30480. La represion de transcriptos de estos
genes demostro que ninguno estaba involucrado en
la determinacion del sexo. En cambio, la represion
de productos del csd o del fem en las hembras dio
como resultado el desarrollo de génadas masculinas,
mientras que la represion de productos del csd o
del fem en los machos no tuvo efecto. Por lo tanto,
el csd y el fem parecen ser los Unicos genes del
SDL que estan involucrados en la activacion de la
magquinaria para producir hembras en las abejas
meliferas (Figura 3).

En las moscas de la fruta, un gen parecido al
fem controla la diferenciacion de las células
somaticas, pero no la de las células germinales.
Para aclarar el grado de influencia del gen fem en
las abejas meliferas, los investigadores bloquearon
la transcripcion de fem. Descubrieron que la
represion no tenia ninglin efecto en los machos, sin

(1) Texto adaptado a partir del articulo: Sex Determination in Honeybees: Two Separate Mechanisms Induce and Maintain the Female Pathway. Tanja Gempe et. al. PLoS Biology. Vol. 7,
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RECUADRO 2
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Figura 2: En la siguiente figura los
recuadros representan proteinas, si

ARNm ARNm estan en color rojo estdn activas,
fem Am -dsx Factor de mientras que en verde estan inactivas.
csd m transcripcisn En las hembras la CSD activa
{heterocigota) " gue participa interviene en el splicing (flechas
el naranja y celeste) del ARNm de la
ARNm ARNm J A e i e proteina FEM. A partir del ARNm
fem (F} f Am-dsx (F) / R obtenido (ARNm fem (F)) se produce
A F LY 5 (flecha punteada) la proteina FEM
- - - - activa. Luego, la proteina FEM activa
interviene en el splicing del ARNm de
la proteina DSX. A partir del ARNm
Mac hCIS obtenido (ARNm Am-dsx (F)) se produce
la proteina DSX activa, la cual actua
como factor de transcripcion de genes
ARNmM ARMNmM involucrados en la determincacion y
desarrollo sexual. En los machos, la
csd e, fem kit (T ausencia de CSD activa impide el
(hemiu | l | | | | splicing de los ARNm fem y AM-dsx, de
homocigota) —— — — modo que a partir de ellos se producen
A A proteinas inactivas. Fuente: imagen
ff'% “‘%" disefiada ad-hoc para Boletin
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embargo en las hembras, no s6lo inducia el desarrollo de 6rganos reproductivos masculinos (aunque con testiculos
mas pequefios que los normales), sino que también provocaba que las células germinales femeninas se diferenciaran
en espermatozoides en lugar de 6vulos, y guiaba el desarrollo hacia la morfologia de las patas del macho. Cuando
se reprimia el csd, las hembras se transformaban en machos, con testiculos normales de tamafio natural. Por lo
tanto, queda claro que los genes csdy fem organizan tanto el desarrollo de las células somaticas como el de las
germinales.

En las moscas de la fruta, las moscas domésticas y las mariposas de seda, dsx es un gen que regula la
transcripcion de otros genes e influye en la diferenciacion sexual de las células somaticas. Que el gen dsx guie al
embrion hacia la masculinidad o hacia la femineidad depende de si sus productos proteicos estan influenciados por
los productos de un gen parecido al fem para tener una cadena de nucleétidos especificamente masculina o
especificamente femenina en un extremo. Esto sugirié que tal vez un mecanismo similar también podria estar
funcionando para la versién del gen de la abeja: Am-dsx.

La diferenciacion sexual es un proceso fundamental de la vida. En los organismos superiores, no sélo incluye la diferenciacion sexual
de los érganos reproductivos, sino que también afecta a casi todos los aspectos de un organismo, incluso el comportamiento, la fisiologia
y la morfologia. Las actividades genéticas diferenciales especifican las diferencias fenotipicas entre los sexos. Hay una sefial principal que
determina el sexo al comienzo de la cascada reguladora y brinda la informacion necesaria especifica del sexo. Sin embargo, los organismos
han desarrollado una variedad de sistemas para la determinacion del sexo que son aparentemente diferentes y que generan los dos
sexos. Las sefales genéticas principales para la determinacion del sexo se diseccionaron hasta llegar a los componentes moleculares y
genéticos sélo en algunos organismos que tienen cromosomas sexuales, como por ejemplo, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster
y el nematodo Caenorhabditis elegans que utilizan la proporcion X:A (balance génico), y algunas especies mamiferas que utilizan Sry, un
solo factor masculino dominante en el cromosoma Y. No se ha encontrado ninguna correspondencia molecular entre las sefiales principales
de estos grupos filogenéticamente distantes.

Los haplodiploides presentan un modo distinto de determinacion sexual, en el cual los machos derivan de huevos haploides no
fertilizados y las hembras se desarrollan de huevos fertilizados que son diploides. Este método de reproduccion se describié primero en la
abeja melifera, lo cual sucedi6 mas de 50 afos antes del descubrimiento de los cromosomas sexuales. En la actualidad, los estudios
demuestran que alrededor del 20% de las especies animales son haplodiploides, entre los que se incluyen las garrapatas y a los acaros
(Acarina), la mosca blanca (Aleyroidea), algunas cochinillas (Coccoidea, Margarodidae), los trips (Thysanoptera), los escarabajos de la
corteza (Scolytidae), el rotifero (Monogononta) y el orden completo de los insectos Hymenoptera que contiene mas de 200.000 especies.

Este método de reproduccidon cuenta con una posicion especifica en la determinacion del sexo porque los machos uniparentales
heredan una mitad aleatoria de genoma materno, mientras que las hembras heredan tanto los genes maternos como los paternos, lo cual
hace que cualquier sistema de determinacion de sexo basado en los cromosomas sea imposible.

El ejemplo genético de determinacion de sexo mejor estudiado en los haplodiploides se puede ver en algunos insectos himenépteros
(abejas, avispas, hormigas) en los que s6lo un locus con varios alelos dirige el desarrollo sexual, el lamado mecanismo complementario de
determinacion del sexo.

El mecanismo se propuso valiéndose de los resultados de los machos diploides en las cruzas endogémicas de las avispas Barcon
hebetor. En estas cruzas, 50% de los machos diploides surgen de los huevos fertilizados, lo cual sugiere que la composicion complementaria
de alelos en un solo locus es la sefial primaria de determinacion del sexo y no un proceso de fertilizacion. Los macho diploides surgen
cuando los alelos en el locus de determinacion del sexo son iguales (composicion homacigoto). Las hembras se desarrollan cuando los alelos
son diferentes (composicion heterocigoto). Los huevos que no se fertilizan se convierten en machos porque son hemicigotos en este locus.

Texto adaptado a partir del articulo: The gen csd is the primary signal for sexual development in honeybee and encodes an SR type protein. Martin Beye et. al. Cell, Vol. 114, 419-429,
August 22, 2003.
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Para comprobar esa posibilidad, los investigadores observaron las transcripciones de los genes, o ARN mensajeros
(ARNm), encontrados en abejas meliferas pseudo machos y generados al reprimir el csd o el fem en las hembras
genéticas. Cuando se reprimio el csd, se encontraron fragmentos de proteinas correspondientes al ARNm fem de
los machos y al Am-dsx. Esto sugiere que el ¢sd es la sefial principal que determina la diferenciacion de la hembra
y que macho es el modo predeterminado. La represion del fem en pseudo machos también dio como resultado
ARNm fem masculinos y ARNm del Am-dsx , lo cual indica que el ferm es necesario para producir Am-dsx femenino
y que algo induce a la actividad del fem mas tarde en el desarrollo, ain cuando ésta haya sido reprimida.

¢Qué es lo que hace que el mecanismo de la determinacién del sexo siga funcionando a lo largo del resto del
proceso de desarrollo? En las moscas de la fruta, un gen que esta activo en las hembras codifica una proteina que
dirige el procesamiento de los productos de ese mismo gen hacia una version femenina. Para comprobar si ese
feedback positivo podria también estar presente en las abejas meliferas, los investigadores les dieron a los machos
ARNmM que codifica fem. Comprobaron que los insectos producen entonces su propio ARNm fem. Esto sugiere que
efectivamente el fem forma parte de un ciclo de retroaccién positivo en el cual su proteina induce su propia sintesis.

Segun estos resultados, los investigadores proponen un modelo para la determinacion del sexo de las abejas
meliferas en el cual un embrién se convierte en macho por defecto a menos que tenga dos formas distintas de csd.
Si el csd es heterocigoto, produce una forma activa de la proteina para la cual codifica, la cual luego hace que el
fem produzca la forma femenina del mARN fem. La proteina producida por el fem no s6lo causa la diferenciacion
femenina de las células somaticas y germinales, sino que también mantiene la trayectoria hacia la femineidad al
inducir la produccion de versiones femeninas de sus proteinas, creando un ciclo de retroaccion en el fem.

¢Como hace exactamente la heterocigosidad para iniciar esta cascada de actividad genética para desviar el
género? Los investigadores suponen que el secreto yace en diferencias de las desviaciones en ciertas areas
sumamente polimdrficas de la proteina que es producto del csd. La heterocigosidad ha demostrado que dirige el
desarrollo en las plantas y en los hongos, pero el mecanismo involucra dos genes. Por lo tanto, este estudio parece
abrir la puerta a estudios sobre un mecanismo completamente nuevo para la regulacion genética y el control de un
Unico gen por medio de la heterocigosidad.
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