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RESUMEN

CatSper, es un canal de Ca?* especifico del espermatozoide que se activa por
cambios en el pH intracelular (pHi) y en el potencial de membrana (despolarizacion)
(Hwang et al., 2019), y en ratén, por fosforilacion mediada por la cinasa dependiente
de AMPc (PKA; Orta, et al., 2018), entre otros. El canal esta constituido por diez
subunidades que forman un complejo heteromérico y, tanto ratones macho como
hombres con mutaciones en los genes de CatSper presentan infertilidad. En los
mamiferos como en los erizos de mar, CatSper es el responsable principal del
aumento de Ca?* citosdlico indispensable para las funciones necesarias en la
fecundacion, por lo que se ha propuesto como un blanco excelente para
anticonceptivos para hombres. Hay evidencias de que en los espermatozoides de
erizo de mar (eem), CatSper participa en la quimiotaxis (Seifert et al., 2015;
Velazquez-Pérez et al., 2016) y en la via de senalizacion del speract (decapéptido
presente en la cubierta del 6vulo) cuyo receptor esta en el flagelo. En este modelo,
la motilidad se regula por AMPc, Ca?* y por fosforilacion mediada por PKA y por
PKC (cinasa modulada por fosfatidilserina, diacilglicerol y Ca?*). Anteriormente
mediante el uso de mibefradil y NNC-55-0396 (ambos bloqueadores de CatSper) en
espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus y Lytechinus pictus, se inhibié
la acumulacién de los espermatozoides hacia el speract lo cual sugiere la
participacion de CatSper en la quimiotaxis (Velazquez-Pérez, et al., 2016). En este
trabajo corroboramos que CatSper participa en la quimiotaxis de espermatozoides
de erizo de mar utilizando HC-056456, otro bloqueador de CatSper y un nuevo
indice quimiotactico. Dado que las secuencias de las subunidades de CatSper de
S. purpuratus son diferentes a las de ratén, realizamos un analisis in silico de los
sitios predichos de fosforilacién por PKA y por PKC. Lo que encontramos es que
CatSper de S. purpuratus tiene 7 sitios con una probabilidad de fosforilacién cercana
a 0.8 por PKA y 25 por PKC. Contra lo esperado, cuando evaluamos el efecto de
PKI (inhibidor de PKA) y de queleritrina (inhibidor de PKC) en la quimiotaxis de los
espermatozoides, encontramos que la inhibicién de PKA afecta la quimiotaxis y que
la inhibicion de PKC no tiene efecto. Estos resultados sugieren que CatSper y PKA
participan en la quimiotaxis de espermatozoides. Nuestros resultados al aumentar
los niveles de AMPc con 3-isobutil-1-metilxantina (Beltran et al., 1996), muestran

que dicho compuesto aumenta el diametro de la trayectoria del nado circular de los
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espermatozoides, lo cual imposibilité la evaluacion de la participacion del efector de
la PKA (AMPc) en la quimiotaxis.



INTRODUCCION

La fecundacion

La fecundacion es un proceso en el cual se fusionan los gametos haploides tanto
masculino como femenino para dar origen a otro organismo genéticamente diferente
que sera diploide. Es un evento importante para que los organismos dependientes
de la reproducciéon sexual puedan preservar su especie. La fecundacion depende
de la comunicacion entre los gametos y el ambiente que los rodea. Al liberarse, los
gametos se deben encontrar para que la fecundacion se lleve a cabo en escasos
minutos u horas, de lo contrario mueren. Dicho evento consta de varios procesos
secuenciales: tras el contacto y el reconocimiento de los gametos, empieza la
entrada de los espermatozoides al 6vulo, la fusidon del material genético y la
activacion del cigoto para iniciar con el desarrollo (Yanagimachi, 1994). Mediante la
reproducciéon sexual se consigue la combinacion de genes derivados de los
progenitores, cada célula posee dos juegos cromosomales heredados de cada uno
de los padres respectivamente, en los cuales la produccion de gametos ocurre en
las goénadas (testiculos en machos y ovarios en las hembras) (Vacquier, 1998). La
reproduccion sexual puede ser tanto interna como externa. En la reproduccion
sexual interna encontramos multiples procesos consecutivos como: la migracion de
los espermatozoides a través del tracto genital femenino, la penetracion de los
espermatozoides a las células del cumulus, la adhesion a la zona peldcida, la
induccion de la reaccion acrosomal (RA) y la fusién de las membranas plasmaticas
del espermatozoide y del évulo. Después de esta serie de eventos, los
espermatozoides pueden fecundar al évulo. Estos cambios bioquimicos y
fisioldgicos que le ocurren al espermatozoide para poder fecundar al 6vulo
homdélogo se denominan capacitacion. Algunos componentes necesarios para que
la capacitacion sea completa es la presencia de bicarbonato (HCO3), de albumina
y de Ca?* (Darszon et al., 2011). En invertebrados del filo Echinodermata se ha
estudiado ampliamente la fecundacion ya que brinda algunas ventajas como
generar una gran cantidad de gametos, la facilidad para obtenerlos, el acceso a todo
el proceso de fecundacion y del desarrollo embrionario (Alberts et al., 2007). Los

erizos y las estrellas de mar son los modelos mas usados en embriologia y a los



cuales se debe la mayor parte de la informacion sobre la fecundacion (Darszon et
al., 2008; Espinal Enriquez et al., 2014; Vacquier et al., 2014).

Los erizos de mar

Los erizos de mar (Figura 1), son animales pertenecientes al filo de los
Echinodermata palabra del griego que significa “echino” espina y “dermos” piel. Los
equinodermos se originaron a inicios del Precambrico en habitats hiperbentdnicos,
de un deuterostomado excavador ancestral. La mayoria de los arquetipos se habian
establecido en el Cambrico (de donde son los registros fosiles mas antiguos)
alcanzando su punto maximo a principios y mediados del Paleozoico. Actualmente
se reconocen cinco clases en este filo: 1) Asteroideas (Estrellas de mar) 2)
Ophihuroidea (Ofiuras, estrellas de cesta) 3) Holothuroidea (Pepinos de mar) 4)
Crinoidea (Lirio de mar) y 5) Echinoidea (Erizos de mar). Los integrantes de la clase
Echinoidea poseen un cuerpo globoso o discoidal, placas esqueléticas unidas por
una matriz de colageno e interdigitaciones de calcita formando un caparazén duro
con espinas moviles que ocupan para desplazarse, canales acuiferos dentro del
caparazén, surcos ambulacrales cerrados, aparato masticador interno (linterna de
Aristoteles), situado tras la boca y provisto de cinco dientes calcareos protractiles
que les permiten alimentarse. La clase Echinoidea se divide a su vez en las
subclases Cidaroidea (Erizos lapiz) y Euechinoidea (Erizos de mar). Los integrantes
de la subclase Euechinoidea mantienen un caparazon globular o discoidal, el
numero de pies ambulacrales y espinas por placa varia, la disposicion del ano va
desde aboral a posterior. Los erizos de mar se encuentran en todos los océanos y
en todas las profundidades, principalmente son consumidores de algas, detritivoros
y en algunos casos depredadores. Son deuterostomados, poseen un celoma bien
desarrollado que posee un sistema vascular acuifero compuesto por un conjunto de
canales y camaras derivados del celoma, un endoesqueleto compuesto por osiculos
calcareos exclusivos (compuestos de CaCO3s y MgCOs) cubierto por la epidermis, y
una simetria pentamera con formas larvarias bilaterales. Los erizos regulares
poseen cinco génadas, cada una en el interior de una zona interambulacral. Los

gonoporos estan situados en las cinco zonas interambulacrales del periprocto.



Figura 1. Anatomia de la estructura general interna del erizo de mar. Cuerpo globoso (A), pie
ambulacral (B), linterna de Aristoteles (C), eséfago (D), estémago (E), ano (F), génada (G), periprocto
(H), espina movil (1), ampliacion de una region del endoesqueleto (J), placas interambulacrales (K) y
placa ambulacral (L). Modificado de Calcagno et al., 2014.

El erizo de mar es un organismo de fecundacion externa que se ha usado como
modelo de estudio de la fecundacion por mas de 110 afios. Es un organismo dioico,
posee sexos separados. Estos organismos al no poseer dimorfismo sexual solo se
pueden diferenciar tras la liberacion de los gametos, los espermatozoides presentan
un color blanco y los 6vulos un color naranja (Vacquier 1986; Brusca & Brusca,
2003; Darszon et al., 2011). Los erizos de mar empleados en este estudio son las

especies Strongylocentrotus purpuratus 'y Lytechinus pictus (Figura 2).

Figura 2. Los modelos de erizos de mar utilizados en este estudio. A) Strongylocentrotus
purpuratus y B) Lytechinus pictus



El espermatozoide de erizo de mar

Es una célula haploide altamente polarizada la cual tiene como funcion fecundar al
ovulo. Los espermatozoides de erizo de mar (eem) se pueden obtener en grandes
cantidades siendo de hasta 40,000 millones de espermatozoides en un mililitro por
un erizo al inyectarle KCI 0.5 M en la cavidad intracelémica. En S. purpuratus se
pueden obtener hasta 5 ml de semen. El eem (Figura 3) se divide en: cabeza, cuya
dimensién es ~3x1 um con 2 um de largo la cual contiene al acrosoma, el nucleo y
una mitocondria, y en el flagelo con una dimension de ~0.2x50 ym (Vacquier, 1986;
Vacquier et al., 2014; Darszon et al., 2011).

«— Acrosoma

)

Envoltura
nuclear
redundante

Centriolo
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|
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Par central

Espigas radiales

Figura 3. Esquema del espermatozoide de erizo de mar (eem). La parte superior muestra la
cabeza con los organelos que la integran, y en la parte inferior una seccion transversal del flagelo
compuesto principalmente por el axonema, el aparato motor del flagelo. Modificada de Darszon et
al., 2011.

La motilidad del espermatozoide de erizo de mar

El espermatozoide en el interior de la gonada permanece inmoévil por la alta
concentracion de CO2 y un bajo pH intracelular (pHi = 7.2). La motilidad se inicia a
un pH mayor como el del agua de mar, de 8.0 (Johnson et al., 1983). Posteriormente
hay un eflujo rapido de H*, que eleva el pHi de 7.2 a 7.6 (Lee et al., 1983). El
aumento del pHi activa las dineinas del axonema, las cuales son ATPasas
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dependientes de pH que se activan por alcalinizacién del pHide 7.5 a 8.0 (Christen
et al., 1983). La mitocondria es el principal productor de ATP, y las dineinas sus
principales consumidoras. La respiracién mitocondrial y la motilidad de los
espermatozoides se encuentran ligadas y reguladas por el pHi (Christen et al., 1982;
Shapiro et al., 1985). El pHi del espermatozoide y su motilidad dependen de la
composicion ionica externa del medio (concentracién de sales). La alcalinizacion
artificial del espermatozoide con NH4Cl, ha permitido probar que el aumento del pHi
participa directamente en la motilidad del espermatozoide (Lee et al., 1983).
Manipular la [Ca?*] a la que se exponen los espermatozoides permeabilizados o
desmembranados de invertebrados (0 de mamiferos) altera la asimetria del
movimiento flagelar. Ademas, la alta [Ca?*]i inhibe la motilidad flagelar (Brokaw
1979; Tash & Means, 1982). La regulacion de la motilidad del eem también esta
influenciada por el AMPc (Vacquier et al., 2014; Beltran, 2019), el cual es sintetizado
por las Adenilil ciclasas (ACs), la Adenilil ciclasa soluble (sAC), y ACtm las Adenilil
ciclasas Transmembranales (ACtm) (Garbers & Kopf, 1980; Hanoune & Defer, 2001,
Cooper, 2003; Cooper & Crossthwaite, 2006; Beltran et al., 2007; Vacquier et al.,
2014). Experimentos de inmunofluorescencia y miscroscopia de epifluorescencia
mostraron que la inicialmente, que la sAC esta en el flagelo del espermatozoide
(Bookbinder et al., 1990) y posteriormente mediante microscopia confocal, se
mostré que también esta en la regién de la cabeza (Beltran et al., 2007). Ademas,
el nado basal de los eem se altera en presencia de inhibidores de la sAC como el
2-OHE y KH7 (Loza-Huerta, 2013), y se sabe que ~94% del AMPc del eem proviene
de la sAC (Vacquier, et al., 2014). En eem también se inmunolocalizaron de manera
diferencial cinco ACtms; ACtm1 (area del acrosoma en la cabeza), ACtm2 y ACtm9
(cabeza y flagelo), ACtm5 (areas del acrosoma y mitocondria en la cabeza)
(Beltran et al., 2007, Vacquier et al., 2014). Adicionalmente, el hecho de que un
inhibidor de las ACtm (SQ22536), disminuyera la velocidad de nado basal ende los
eem ~30%, confirma la presencia de dichas ACtms en las células (Loza-Huerta,
2013). Existe evidencia de la participacion de la fosforilacion (Inaba, 2003), de PKA,
de la cinasa dependiente de lipidos (PKC) (White et al., 2007; Loza-Huerta el al.,
2013) y de los sustratatos fosforilados por ambas enzimas (pPKAs, pPKCs) (Loza-
Huerta et al., 2021), en la motilidad de eem. Ademas, en los eem hay una
comunicacion cruzada entre PKA y PKC involucrada en la regulacién de su motilidad
(Loza-Huerta et al., 2021).



La quimiotaxis del espermatozoide de erizo de mar

La quimiotaxis es el movimiento dirigido de una célula hacia un gradiente quimico,
y al agente quimico que lo causa se llama quimioatrayente. En 1884, Pfeffer
demostro por primera vez la quimiotaxis de los gametos masculinos de helecho
(Revisado en Kaupp, 2012; Miller, 1985) y hace mas de 100 anos Lillie lo hizo en
espermatozoides de Arbacia punctulata (Lillie, 1912). La quimiotaxis en
espermatozoides como respuesta a un ligando fue demostrada en A. punctulata
utilizando el péptido activador del espermatozoide resact purificado (SAP;
CVTGAPGCVGGGRL-NH2) (Ward et al., 1985). Mientras que, en los erizos de mar
Hemicentrotus pulcherrimus (Suzuki., 1995) y S. purpuratus, se purifico e identificd
al speract (Hansbrough & Garbers, 1981). Se han desarrollado derivados
fotoactivables del speract, denominado “speract enjaulado”. Estos compuestos
permitieron caracterizar los patrones de nado generados por un gradiente quimico
en las especies L. pictusy S. purpuratus (Tatsu et al., 2002). La trayectoria del nado
del espermatozoide de varias especies de invertebrados se caracterizé por la
alternancia de vueltas pronunciadas y nado recto (Kaupp et al., 2003), siendo el
nado recto el que se observa en presencia de un quimioatrayente, mientras que las
vueltas pronunciadas se presentan en su ausencia (Miller., 1977; Guerrero et al
2010a; 2010b). La union del speract a su receptor en la membrana flagelar dispara
un tren de oscilaciones en la [Ca®'], que genera el nado recto y las vueltas
pronunciadas (Wood et al., 2007). EI movimiento de giros y vueltas pronunciadas
permiten al espermatozoide exponerse a diferentes concentraciones del gradiente
del quimioatrayente. Esto genera un cambio en la asimetria del batido flagelar
desencadenando fluctuaciones de Ca?*, lo que permite un cambio en el patrén de
nado (Kaupp et al., 2003).

También se ha demostrado que la cantidad de receptores en el flagelo de los
espermatozoides resulta crucial para la respuesta natatoria del espermatozoide, ya
que en modelos predictivos sobre la deteccion del quimioatrayente, A. punctulata
tienen mejor deteccion que L. pictus y éste ultimo mejor que S. purpuratus. Aunque
lo anterior correlaciona muy bien con el niumero de receptores que tiene el
espermatozoide de cada una de esas especies (~3x10% 6.3x10* y 2x10%

respectivamente), la pendiente en la concentracién del campo de quimioatrayente



resulta ser de vital importancia para una respuesta quimiotactica en el

espermatozoide (Ramirez-Gémez et al, 2020).

Los canales iénicos del espermatozoide de erizo de mar

Los canales i6nicos son proteinas de membrana que transportan de manera
eficiente iones a través de la bicapa lipidica no conductora. Solo algunos de estos
canales son suficientes para activar, en milisegundos, cambios sustanciales de
electricidad y concentracion en una célula pequefia como el espermatozoide. Los
canales idnicos estan involucrados en la comunicacion entre el espermatozoide con
su entorno y el évulo. La forma en que los espermatozoides nadan, encuentran el
ovulo y lo fecundan depende de los cambios de permeabilidad a los iones
modulados por las sefiales ambientales y los componentes de la capa externa del
6vulo (Darszon et al., 2006). Un canal de Ca?* localizado en la cabeza de los eem
es el receptor de IP3, una proteina generalmente asociada con la liberacion de Ca?*
de las reservas internas de Ca?* (Zapata et al., 1997). Durante la quimiotaxis el
espermatozoide detecta el gradiente de speract mientras éste se va uniendo a los
receptores en el flagelo. Se ha planteado la posible participacion de canales de
iones CI' y K* regulados por Ca?* (CaCC y CaCK, respectivamente) (Figura 4), los
cuales contribuyen con los eventos de hiperpolarizacion y despolarizacién que
promueven la remocion de la inactivacion y la activacion de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje (Cav), relacionados con las oscilaciones de la [Ca?*]i del
eem en la quimiotaxis (Wood et al., 2003, 2007; Guerrero et al., 2010b, 2013;
Espinal-Enriquez et al., 2011). Un modelo de red, validado con los resultados de
analisis protedmico de una fraccion enriquecida con proteinas integrales de
membrana obtenida extrayendo membranas aisladas de flagelos de eem S.
purpuratus con Triton X-114, predice que CatSper es el canal principal de Ca?* en
la motilidad del eem (Espinal-Enriquez et al., 2017). Los canales catidnicos del
receptor del potencial transitorio (TRPC) son detectores celulares multifacéticos
capaces de participar en diversas funciones como la vision, el gusto, la audicién, el
tacto, el olfato, la percepcion térmica y la nocicepcién (Latorre et al. 2009; Wu et al.
2010). Mediante experimentos de inmunocitoquimica en el eem S. purpuratus se

identificaron las proteinas TRPC3, TRPC5 Y TRPCG6 en la cabeza y en los flagelos
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de los eem (Darszon et al., 2012). Otro canal perteneciente a la familia de los TRP
en eem es el complejo TRPP1/TRPP2 conformado por las proteinas policistina1
como receptor y policistina2 como canal idnico conocido como suREJ (por sus siglas
en inglés: “sea urchin Receptor for Egg Jelly”; Neill et al., 2004). Los canales
SpHCN1 y SpHCN2 son canales activados por hiperpolarizacién y regulados por
nucledtidos ciclicos, inmunolocalizados en el flagelo, y se encuentran involucrados
en la via de sefializacién del speract (Figura 4), permitiendo la entrada de iones Na*
ayudando a la repolarizacién del potencial de membrana (Em) (Gauss et al., 1998;
Galindo et al., 2005). Finalmente, como ya mencionamos, cuando el speract se une
a su receptor aumenta la concentracién de GMPc, que se une al canal de K* tetra-
KCNG, el cual es responsable de la hiperpolarizacién inicial que dispara la union del

speract a su receptor en el flagelo del eem (Galindo et al., 2000).

La cascada de senalizacion disparada por el speract

Se propone que la cascada de sefializacion del speract inicia con la union del
regulador de la motilidad speract (de la capa externa del évulo) a su receptor (SpR)
en la membrana del flagelo del espermatozoide, junto con la guanilil ciclasa (GC),
elevan los niveles de GMPc que activan a la fosfodiesterasa 5 (FDE5; Rybalkin et
al. 2003; Su & Vacquier 2006). Con ello se abre el canal de iones K* (Tetra-KCNG)
produciendo un flujo de salida de K* y una disminucién transitoria en el potencial de
membrana (hiperpolarizacion), que a su vez activa un intercambiador de Na*/H*
especifico del espermatozoide (sNHE). Al elevarse el pH intracelular (pHi) se
estimula a la adenilil ciclasa soluble (sAC; Vacquier et al. 2014), aumentan los
niveles de AMPc, activa a las ATPasas dineinas, y al canal de Ca?* especifico del
espermatozoide, CatSper (Chung et al. 2017; Espinal-Enriquez et al. 2017; Ren et
al. 2001; Seifert et al. 2015; Hwang et al., 2019) y la carnitina palmitoil transferasa |
( CPT-l; asociada con la membrana externa mitocondrial) que regula el metabolismo
mitocondrial para producir ATP (Garcia-Rincén et al. 2016). La hiperpolarizacion
inicial provocada por el speract y el aumento de los niveles de AMPc abren el canal
de Na*, SpHCN, lo que permite la entrada de Na* y una despolarizacién de los
espermatozoides. Esta despolarizacion, junto con el aumento de pHi y AMPc,

activan el canal CatSper que induce oscilaciones de Ca?* en el flagelo de la célula.



El aumento de la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca?']i) cambia el batido
flagelar, lo que hace que el espermatozoide gire. Un intercambiador Na*/Ca?*
dependiente de K* (NCKX; Su & Vacquier, 2002), y probablemente una bomba de
Ca?* de membrana plasmatica (CaP; Gunaratne et al. 2006), restablecen los niveles
de Ca?* en el reposo. Posiblemente, el aumento de [Ca?*] también abre canales de
CI- regulados por Ca?* (CaCC) y / o canales K* regulados por Ca?* (CaKC), que
luego contribuyen a hiperpolarizar nuevamente el Em, eliminando la inactivacién de
los canales Ca?* activados por voltaje (Cav) y abriendo canales de SpHCN. Este
mecanismo se repite ciclicamente para generar un tren de aumentos de Ca?*. La
secuencia continla hasta que uno o mas de los componentes moleculares en la ruta
se regulan negativamente. Ademas, el AMPc activa una via de entrada de Ca?* poco
caracterizada, que puede contribuir a un aumento toénico en la [Ca?*].. Finalmente,
las dineinas hidrolizan ATP en concierto con las oscilaciones de [Ca?*] para regular
el nado de los espermatozoides (basado en Darszon et al. 2011; Espinal-Enriquez
et al. 2017; Gonzalez-Cota et al. 2015; Guerrero et al. 2010b; Nishigaki et al., 2014).
El aumento en el pHi disparado por la union del speract a su receptor, también
desfosforila (inactiva) a la GC (Ward et al. 1985). Es posible que ademas del
aumento de pHiy de la despolarizacion que regulan a CatSper, la estimulacién del
canal por la elevacion en los niveles de AMPc esté mediada por PKA (como en

espermatozoides de raton; Orta et al., 2018) y/o por PKC.
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Figura 4. Modelo de cascada de seializaciéon activada por speract. Ver descripcion en seccion
“La cascada de sefalizacion disparada por speract”. Guerrero et al., 2020.

El canal catiénico especifico del espermatozoide CatSper

CatSper (Figura 5) pertenece a una clase de canales de Ca?*, cuya expresion se
limita a los testiculos y es el principal canal mediante el cual el Ca?* entra al flagelo
del espermatozoide (Espinal-Enriquez, et al., 2017; Lishko & Mannowetz, 2018). El
canal CatSper es débilmente dependiente de voltaje, selectivo para Ca?*, sensible
a pH y a Ca?, tanto en primates como en humanos se regula por progesterona
(Liskho et al., 2011, 2012; Strunker et al., 2011; Hwang et al., 2019; Rahban et al.,
2020). En espermatozoides de mamiferos, su actividad sirve para la hiperactivaciéon
y la fertilidad masculina (Lishko et al., 2011; Nishigaki et al. 2014; Singh & Rajender,
2014). El canal CatSper esta codificado por al menos 10 genes y el poro se
encuentra formado por un heterotetramero de cuatro subunidades a (CatSper 1-4).
CatSper1 tiene un dominio N-terminal rico en histidinas (que inicialmente se
pensaba era responsable de la sensibilidad a pH (Kirichok et al., 2006; Ren et al.,
2001)), CatSper2 tiene residuos cargados positivamente en el cuarto segmento

transmembranal en cada cuarta posicion, mientras que las subunidades 3 y 4 solo
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tienen dos residuos cargados positivamente lo que explica su poca dependencia al
voltaje (Quill et al., 2001). Ademas, hay otras seis subunidades accesorias
CatSperf, CatSpery, CatSperd, CatSpere, CatSper{ y EFCAB9 (EF-Hand Calcium
Binding Domain 9) (Chung et al., 2017; Hwang et al., 2019). Dada su complejidad,
CatSper no se ha podido expresar en sistemas heterélogos (Sun et al., 2017). Los
ratones macho que carecen de alguno de los genes que codifican para las
subunidades a o & (Chung et al., 2011), son infértiles debido a la perdida de la
funcion del canal y a la falta de hiperactivacion (Carlson et al., 2003, 2005; Quill et
al., 2003, Qi et al., 2007; Ren et al., 2001), al igual que en varones, que presentan
pérdida de la funcion (Avenarius et al., 2009; Smith et al, 2013). Los
espermatozoides de raton carentes (nulos) de la subunidad CatSperd reducen la
expresion de la subunidad a formadora del poro CatSper1, lo que indica que
CatSperd es esencial para la expresion correcta y funcional del complejo CatSper
(Chung et al., 2011). Ademas del hecho de que los espematozoides de ratones
nulos en la subunidad CatSper1 no expresan CatSper2 y viceversa (Babcock, 2007,
Qi et al., 2007), asi como las subunidades accesorias CatSperf3 y CatSpery (Liu et
al., 2007; Wang et al., 2009), indica que para el ensamblaje correcto del canal
CatSper se requiere de todas sus subunidades accesorias (Chung et al., 2011). Los
espermatozoides de humano con mutaciones en CatSpere presentan una motilidad
normal pero no pueden realizar la fecundacién in vitro ya que no presentan
hiperactivacion (Williams et al., 2015; Brown et al., 2018). CatSper solo se ha
encontrado en mamiferos sugiriendo que este mecanismo es especifico de estos, y
los ratones carentes de CatSper se ven afectados en la disposicion cuadrilateral
del nanodominio de CatSper sin afectar su funcionalidad, (Chung et al., 2017). En
2001 se demostro, tanto mediante experimentos de inmunocitoquimica como de
microscopia electronica, que CatSper se localiza en el flagelo del espermatozoide
de ratén (Ren et al., 2001), y en 2014 se mostré mediante STORM (stochastic optical
reconstruction microscopy, por sus siglas en inglés) y fosfoproteémica, que CatSper
se requiere para la formacion de cuatro dominios de Ca?* lineales que organizan
proteinas de sefnalizacion como la calmodulina cinasa Il (CaMKIl), la fosfatasa 2B-
Ay (PP2B-Ay) y la caveolina-1 (marcadora de microdominios de membrana), a lo
largo del flagelo tanto en humanos como en ratones (Chung et al., 2014, 2017). El
uso de los bloqueadores para CatSper NNC y Mibefradil permitieron evidenciar su

actividad en espermatozoides de humano y de ratdn (Strinker et al., 2011; Lishko
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et al., 2011) y mediante experimentos de patch-clamp en espermatozoides de
humano, se mostré6 que 2 uM de NNC bloquea la corriente de CatSper en
espermatozoides estimulados con progesterona (Lishko et al., 2011). Ademas, en
espermatozoides de raton se sabe que en ausencia de CatSper no hay influjo de
Ca?* mediado por AMPc (Ren et al., 2001) y que el AMPc regula la actividad de
CatSper mediante fosforilacién por la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA)
(Orta et al., 2018).

Outside
OO

Inside

Figura 5. Modelo del canal iénico CatSper. La caricatura ilustra la interaccion y la topologia
predicha de las 10 subunidades del complejo de canales CatSper de mamiferos (Hwang et al., 2019).
Las flechas solidas indican las subunidades detectadas mediante analisis protedmico en
espermatozoides de S. purpuratus (Sp; CatSper1 (XP_011664201.1), CatSper2 (XP_011679404.1),
CatSper4 (XP_011682209.1), CatSperf (XP_011679115.1), CatSperd (XP_011664202.1), CatSpery
(XP_011679048.1; Espinal-Enriquez et al., 2017), CatSpere (XP_011664202.2 y XP_030855090.1)
y EFCAB9 (XP_003728906.1) (C. Beltran, no publicado). Es importante mencionar que las
subunidades *CatSperd, *CatSpery y *CatSpere de S. purpuratus, carecen de region
transmembranal y que, aunque CatSper3 (XP_011666090) esta en el genoma de S. purpuratus, no
se ha dectado por analisis protedmico en eem (Figura modificada de Hwang et al., 2019).
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La fosforilacion de proteinas

La mayoria de las enzimas, sus rutas metabdlicas y de sefalizacion asociadas estan
reguladas mediante fosforilacion reversible. Las proteinas cinasas son enzimas que
dependen de ATP que anaden un grupo fosforilo al grupo —OH de una tirosina,
serina o treonina (Tyr, Ser o Thr) en alguna proteina. Este proceso se hace
reversible mediante una segunda clase de enzimas denominadas fosfatasas que
hidrolizan los ésteres de fosfato resultantes de la cadena lateral, liberando Pi.
Durante la fosforilacién, el grupo terminal fosfato (y) del ATP se transfiere a residuos
de serina o treonina por una clase de cinasas de las familias AGC y CaMK, o a
residuos especificos de otro tipo de cinasas de la familia de las PTK. La reaccion de
fosforilacién suele llevarse a cabo en el citoplasma celular, donde el ATP es mas
abundante. Las fosfatasas revierten el efecto de las cinasas al remover el grupo
fosfato unido a la proteina blanco. La frecuencia entre el estado fosforilado y
defosforilado dependen de la actividad relativa de las cinasas y las fosfatasas, y no

en todos los casos es reversible (Mathews et al., 2014).

-Las proteinas cinasas

Las cinasas eucaridticas comprenden una de las superfamilias mas grandes de
proteinas y genes homologos. Dentro de esta superfamilia hay cientos de miembros
con secuencias conocidas. Las cinasas conforman mas del 1% de todas las
proteinas codificadas en el genoma humano; aproximadamente una de cada tres
proteinas en células de mamiferos se fosforila (Hanks & Hunter, 1995; Hunter,
1987). Todas las cinasas conservan un motivo en su secuencia que da la evidencia
de cdmo pueden transferir el grupo fosfato-y del ATP o GTP a un grupo hidroxilo de
una serina, treonina o tirosina de la proteina sustrato. La comparacién de la
secuencia de aminoacidos en el fragmento catalitico 250-300 de las cinasas se
utilizé para organizar estas enzimas en arboles filogenéticos y agruparlos en
subfamilias con funciones similares. La actividad catalitica de las cinasas esta
designada por su dominio cinasa, al cual se le atribuyen tres funciones: i) la
orientacion y unién del donador del fosfato-y del ATP o GTP, como un complejo con
cationes divalentes generalmente Mg?* o Mn?* ii) la unién y orientacion de la
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proteina sustrato e iii) la transferencia del fosfato-y del ATP o GTP al residuo

hidroxilo en la proteina sustrato.

-La cinasa dependiente de AMPc (PKA)

La PKA es un heterotetrdamero compuesto por dos subunidades regulatorias Ry dos
subunidades cataliticas C, con cuatro tipos diferentes de subunidades R (Rla, RIB,
Rlla y RIIB) y cuatro tipos diferentes de subunidades C (Ca, CB, Cy y PrKK) (Taylor
et al., 2004; Zimmermann, 1999). Las subunidades regulatorias pueden formar
homodimeros o heterodimeros y de esta forma contribuir a la diversidad molecular
de la PKA. La holoenzima R2C2 es inactiva debido a que la subunidad catalitica
inhibe la unién del AMPc al sitio de union del fosfato en la subunidad regulatoria. El
AMPc se une a los sitios A y B, de la subunidad regulatoria. Sélo el sitio B se
encuentra expuesto para la union del AMPc en la holoenzima inactiva, después de
la unién del AMPc al sitio B se induce la unién del AMPc al sitio A (Francis et al.,
2002). La unién de las cuatro moléculas de AMPc en la holoenzima R2C2 inactiva
(dos moléculas de AMPc en cada una de las subunidades regulatorias), conduce a
un cambio conformacional y la disociacion del dimero de la subunidad regulatoria y
dos mondmeros de la subunidad catalitica, el cual convierte a la PKA en una enzima
cataliticamente activa (Francis et al., 2002; Kopperud et al., 2002; Taylor et al.,
2004). La subunidad catalitica reconoce los residuos de serina o de treonina de las
secuencias de aminoacidos, RRXS o RXXT (R es arginina; S, serina; T, treonina y
X cualquier aminoacido) de las proteinas. El asa de activacion es una de las
regiones mas dinamicas de la estructura de las cinasas debido a que contiene sitios
de fosforilacion criticos para su funcion. Al no haber fosforilacién, el asa obtiene una
estructura irregular en una conformacion no 6ptima para llevar a cabo la catalisis
(Johnson, et al., 1996). La actividad de muchas cinasas se regula por el estado de
fosforilacién de esta asa de activacion. Regularmente la subunidad catalitica de la
PKA se encuentra ensamblada como una enzima activa con su asa de activacion
fosforilada (Shoji, et al., 1979). En el asa de activacion de la subunidad catalitica
se sabe que existe un mecanismo regulatorio in vivo que involucra la fosforilacién y
la defosforilacion de la treonina 197 (Thr-197). La fosforilacion es un evento

necesario para la maduracion y actividad biolégica 6ptima de la PKA (Steinberg et
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al., 1993). Aunque la subunidad catalitica se fosforila también en la serina 338 y en
otras serinas de la PKA, tanto en bacterias como en células de mamifero; estas
fosforilaciones no afectan la actividad de la subunidad y tienen sélo efectos menores
en la movilidad de la proteina en geles de poliacrilamida desnaturalizante (PAGE)
(Shoji et al., 1979; Steinberg et al., 1993; Yonemoto, et al., 1993). La Thr-197 se
encuentra dentro del subdominio VIII que esta asociado con sitios de fosforilacion
en muchas otras cinasas de la familia AGC incluyendo CDC2K, MAPK, MAPKK y
muchas otras cinasas de tirosinas (Hank & Hunter, 1995; Yonemoto et al., 1993).
La secuencia de esta region esta altamente conservada en las subunidades
cataliticas de los mamiferos en las isoformas Ca, CB y Cy (Beebe et al., 1990). La
via de PKA dependiente AMPc es importante para la regulacion de la motilidad de
los espermatozoides de ratén ya que los ratones deficientes en sAC son infértiles,
mediante el uso de HCOs este entra al espermatozoide y activa a la sAC
aumentando los niveles de AMPc (Jaiswal & Conti., 2003; Xie et al., 2006).

-La proteina cinasa C (PKC)

La PKC es una familia de proteinas cinasas del grupo de cinasas AGC activadas
principalmente por la hidrolisis de lipidos (fosfatidilserina, DAG) y Ca?* (Nishizuka,
1984). PKC participa en la regulacion de la funcidén de otras proteinas mediante la
fosforilacién de residuos de serina y treonina (Kennelly & Krebs, 1991). Se identifico
por primera vez en cerebros de rata y se definié como una enzima con actividad de
cinasa de histonas (Inoue, et al., 1977). Los miembros de la familia de la PKC
poseen un polipéptido formado por una region regulatoria en el amino terminal (20-
40 kDa) y una region catalitica en el carboxilo terminal (~45 kDa) separados por una
bisagra que se proteoliza cuando la PKC se une a la membrana plasmatica (Newton,
1993). La PKC se divide en cuatro dominios conservados: C1, C2, C3 y C4
(Coussens et al., 1986). La funcion de cada uno de estos dominios se establecio
por analisis bioquimicos y por mutaciones. ElI dominio C1 es un motivo rico en
cisteinas, duplicado en algunas isoformas, ademas en este dominio se encuentra el
sitio de union para ésteres de forbol y DAG. Previo al dominio C1 se encuentra una
secuencia denominada “pseudosustrato”. EI dominio C2 contiene el sitio de

reconocimiento para los acidos grasos y el sitio de unién para el Ca?*. Los dominios
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C3 y C4 forman la regidon catalitica donde se unen el ATP y el sustrato,
respectivamente. La superfamilia de PKCs se divide en tres subfamilias con base
en su estructura y formas de regulacién: convencionales, nuevas y atipicas
(Nishizuka, 1995). Las convencionales: son las que se descubrieron primero y las
mejor caracterizadas, comprenden las isoformas a, BI, Bll y y. Esta subfamilia se
caracteriza por ser reguladas por DAG y Ca?*. Ademas, son blanco para ésteres de
forbol los cuales activan a la PKC, eliminando el requerimiento de DAG vy
disminuyendo la concentracion de Ca?* necesaria para su activacion (Castagna, et
al., 1982). Entre las nuevas isoformas estan n, €, 8 y 6. Estas son estructuralmente
similares a las convencionales, excepto que son insensibles al Ca?* porque el
dominio C2 aunque mantiene su estructura, no tiene el grupo funcional de unién a
Ca?*. Ademas, siguen siendo sensibles a DAG y ésteres de forbol. Las formas
atipicas son las menos estudiadas y comprenden las isoformas A, 1y . Estas son
sensibles a Ca?* y no responden a DAG ni a ésteres de forbol (Ono et al., 1989) ya
que no tienen el dominio C2 ni el dominio C1 y solo tienen un motivo rico en cisteinas
en vez de dos. En el quinoma de S. purpuratus se cuenta con cuatro diferentes
genes de PKC los cuales son: B (perteneciente al grupo de las PKCs
convencionales), 1 (perteneciente al grupo de las PKCs atipicas), & y ¢
(pertenecientes al grupo de las PKCs nuevas) (Newton et al., 1993; Bradham et al
2006).

El indice quimiotactico

La quimiotaxis de los espermatozoides se ha estudiado ampliamente en los
invertebrados marinos debido a que dependen de respuestas quimiotacticas
perdurables en un medio sometido a cambios como lo es el mar (Ralt et al., 1994).
El estudio de la quimiotaxis de los espermatozoides se ha abordado en distintos
niveles, como el analisis cualitativo de las respuestas de la poblacion o a la
evaluacion cuantitativa de los parametros de motilidad del nado de los

espermatozoides en respuesta al estimulo (Ramirez-Gémez et al., 2020).

Algunas medidas indirectas de los cambios de natacion de los espermatozoides son

la curvatura y la asimetria, sin embargo, estas medidas no determinan si la posicion
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del espermatozoide esta a una distancia cercana o lejana del 6vulo (Bohmer et al.,
2005; Cosson et al., 1984; Fukuda et al., 2004; Guerrero et al., 2010a; Miller, 1982;
Shiba et al., 2005; Wood et al., 2007; Yoshida et al., 2002). Para el estudio del
comportamiento quimiotactico del espermatozoide se emplea el angulo de
orientacion con respecto a la fuente del quimioatrayente como parametro de

natacion, para saber asi la orientacién del espermatozoide.

En el afio 2002 Riffel y su grupo implementaron un vector de longitud media. Este
se refiere al desplazamiento que incorpora informacion sobre los angulos de
orientacion y calcula un vector unitario que refleja el comportamiento quimiotactico,
mostrando un valor de 1 cuando hay quimiotaxis y un valor de 0 cuando no la hay.
En el mismo afo, Yoshida y su grupo propusieron el indice quimiotactico de la
ecuacion lineal (LECI) para poder estudiar la respuesta a extractos de gelatina de
ovulos de especies de ascidias en la motilidad de los espermatozoides (Yoshida et
al., 2002). Esto determina que cuando se aproxima una célula espermatica a la
fuente del quimioatrayente tendra un valor positivo, por el contrario, si el
espermatozoide se aleja del punto de origen del quimioatrayente mostrara un valor
de LECI negativo. Si el valor de LECI fuese 0 significa que no se vio alterado el nado
del espermatozoide que continué nadando en circulos concéntricos en la misma
posicion. Uno de los problemas con el uso de LECI para cuantificar la quimiotaxis
del espermatozoide es que no considera el comportamiento previo a la estimulacion
del quimioatrayente, y después de llegar a la fuente del quimioatrayente puede

presentar un valor de 0 um/s al no desplazarse progresivamente.

Los métodos previamente establecidos pueden medir las respuestas quimiotacticas
robustas del espermatozoide hacia el dvulo, pero es dificil cuantificar las respuestas
quimiotacticas marginales, por lo que se debe de emplear otra forma de evaluar la
quimiotaxis con mayor precision. El uso de quimioatrayentes fotoactivados brinda
ventajas importantes para estudiar y caracterizar el comportamiento quimiotactico
de espermatozoides individuales. Estos quimioatrayentes modificados se activan
con un flash de una longitud de onda determinada, lo cual propicia respuestas
quimiotacticas hacia el quimioatrayente. Esto impide la perturbacién externa
producida por métodos experimentales como el pipeteo o la perfusion del
quimioatrayente a la camara donde se encuentran los espermatozoides. Los

espermatozoides de los erizos de mar tienen una respuesta tipica de giro y carrera
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durante la natacién quimiotactica. Estos espermatozoides muestran un
comportamiento tigmotactico circular de las trayectorias cuando nadan cerca de los

limites de un contenedor (Miller, 1985).

Teniendo en cuenta que los diferentes métodos para cuantificar quimiotaxis de
espermatozoide en organismos de fecundacién externa anteriormente expuestos
(Brokaw, 1979; Crenshaw, 1993a, 1993b; Crenshaw & Edelstein-Keshet, 1993c;
Miller, 1982; Riffell et al., 2002; Yoshida et al., 2002) no consideran el movimiento
de deriva previo al estimulo, el angulo entre la direccién de deriva, ni la direccion
del gradiente al mismo tiempo, se ha propuesto un indice quimiotactico (Cl) que si

incorpore estos parametros (Ramirez-Gémez et al., 2020).

El ClI propuesto elimina el componente circular de una trayectoria comun de eem,
suavizando la trayectoria original utilizando un filtro de promedio. Para garantizar
que sigue la direccion de la trayectoria, se ajusta un modelo lineal a la trayectoria
suavizada y la linea correspondiente es forzada a pasar por el punto medio de dicha
trayectoria. EI Cl se define en funcion del desplazamiento progresivo de los
espermatozoides como CI = (|u|cos 6 — |v|cos®)/ (lu| + |v|) , donde @ y B son los
angulos de orientacion y |v| y |u| y la velocidad progresiva antes y después de la
fotoactivacion del quimioatrayente, respectivamente (Figura 6). El angulo de
orientacion se calcula entre el desplazamiento progresivo de los espermatozoides y
el vector de referencia (el cual apunta hacia la fuente del quimioatrayente). Los
angulos de orientacion pueden tomar valores de 0 a 180, dependiendo del
desplazamiento del espermatozoide al quimioatrayente. Para calcular el valor del
desplazamiento progresivo, se cambia el sistema de coordenadas de la trayectoria
suavizada por el sistema de regresion lineal, cambiando la trayectoria suavizada por
un vector a lo largo de la longitud de coordenadas traspuestas, representado por un
vector gris y un vector negro antes y después de la fotoactivacién del
quimioatrayente, respectivamente. La velocidad progresiva se representa como el
desplazamiento progresivo del espermatozoide por unidad de tiempo. Para eliminar
la posibilidad de calificar un indice quimiotactico influido por el movimiento de deriva
previo al estimulo, se considera el desplazamiento del espermatozoide antes de la
activacion del quimioatrayente y luego se resta de la respuesta quimiotactica del
espermatozoide posterior al estimulo. Para casos donde el espermatozoide nada

en circulos concéntricos con poco movimiento de deriva, el desplazamiento
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progresivo del espermatozoide antes de la activacion del quimioatrayente no brinda
contribucién alguna al Cl. Sin embargo, influird considerablemente al valor del Cl si
el movimiento de deriva previo al estimulo es grande segun la respuesta
quimiotactica. Para medir la respuesta quimiotactica se utilizan valores que van de
-1 a1, representando el valor 0 la nula respuesta quimiotactica (Ramirez-Gémez et
al., 2020).

¢ =112.83
A 0=19.82

-1001 9.99 secs

0
o

Y coordinate (um)
o

-100 -50 0 50 100
X coordinate (um)

Figura 6. indice quimiotactico. (A) Grafica general de una trayectoria de espermatozoide de erizo
de mar quimiotacticamente positivo de un video de 9.99 segundos. (B) Ampliacion de los elementos
medidos mediante el indice quimiotactico. Los puntos grises y negros representan las trayectorias
del espermatozoide antes y después de la fotoactivacion del quimioatrayente, respectivamente. Las
espirales en verde y azul indican el suavizado de la trayectoria del espermatozoide antes y después
de la fotoactivacion, respectivamente. Los vectores en gris (u) y negro (v) indican el desplazamiento
progresivo del espermatozoide antes y después de la fotoactivacion del quimioatrayente,
respectivamente. Los vectores de referencia son representados mediante un color rojo (6) o magenta
(®) y apuntando hacia la fuente del quimioatrayente. Los puntos morados representan la trayectoria
durante el disparo de luz UV de 200 ms (Modificado de Ramirez-Gémez et al., 2020)

ANTECEDENTES

Esta descrito que la motilidad de los espermatozoides de erizo de mar de S.
purpuratus se regula por AMPc, PKA y la [Ca*?]i (Tash & Means, 1983; Loza-Huerta
et al., 2013b; Darszon et al., 2008) y que la sAC participa de manera importante en
dicho proceso (Loza-Huerta, 2007; Loza-Huerta et al., 2013a y 2013b; Vacquier et
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al., 2014). Ademas, tanto la motilidad como la respuesta al speract, cambian el
patrén de fosforilacion por PKA y por PKC de proteinas de solubilizados totales de
eem separadas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (PAGE) (Bracho, &
Tash, 1998; White & Gagnon 2007; Loza-Huerta et al. 2013a).

Como mencionamos inicialmente, CatSper es un canal cationico de Ca?* especifico
del espermatozoide que se activa por cambios en el pHi, por despolarizacién de la
membrana y por AMPc (Hwang, et al., 2019) y que los ratones machos carentes de
CatSper y hombres con mutaciones en seis de los diez genes de CatSper, son
infértiles. Dado que tanto en mamiferos (Hwang et al., 2019) como en erizo de mar
(Espinal-Enriquez, et al., 2017) CatSper es el principal responsable de los aumentos
de Ca?* citosdlicos indispensables para las funciones necesarias para la
fecundacion, se ha propuesto como un blanco excelente para generar un
anticonceptivo masculino, ya que cerca del 15% de los farmacos actuan sobre
canales ionicos (Garcia & Kaczorowski, 2016; Wang et al., 2020).

Mediante experimentos de inmunofluorescencia con un anticuerpo generado contra
la secuencia predicha de la subunidad CatSper1 (XP_011664201.1) de S.
purpuratus, en nuestro grupo se demostré que, al igual que en espermatozoides de
erizo de mar A. punctulata (Seifert, et al., 2015) como en mamifero (Ren et al.,
2001), CatSper se expresa en el flagelo del espermatozoide de S. purpuratus
(Velazquez-Pérez, et al., 2016). Ademas, el analisis protedmico de una fraccion
enriqguecida en proteinas integrales de membrana obtenida a partir de la
solubilizacién de flagelos de eem de S. purpuratus con Triton X-114, revel6 la
presencia de 6 subunidades (CatSper 1, 2, 4, B, 6, y y) (Espinal-Enriquez et al.,
2017) (Figura 5). En la misma especie, recientemente se identificaron también
mediante analisis protedmico de microdominios de membrana de eem, a 2
isoformas de la subunidad € (XP_011664202.2 y XP_030855090.1) y a EFCAB9
(XP_003728906.1) (C. Beltran, no publicado). Es importante mencionar que el
genoma de S. purpuratus, ademas contiene a CatSper3 (XP_011666090). Lo
anterior indica que en S. purpuratus estan al menos nueve de los diez genes que
codifican para CatSper en mamiferos (Figura 5). El uso de los bloqueadores de
CatSper, Mibefradil y NNC en experimentos en poblaciones de eem marcados con
un indicador fluorescente de Ca?* (Fluo-4AM), y estimulados con speract (Espinal-
Enriquez, et al., 2017) o con 10 mM de NH4Cl (Loyo-Celis, et al., 2021), permitié
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mostrar que CatSper participa en la via de sefalizacién disparada por el speract.
Los dos bloqueadores de CatSper mencionados (Mibefradil y NNC) también inhiben
la acumulacién de los eem de L. pictus y de S. purpuratus en respuesta a la
activacion de speract fotoactivado (Velazquez-Pérez, et al., 2016). Lo anterior
corrobora lo observado en A. punctulata, donde utilizaron 10 yM del bloqueador de
CatSper, MDL12330A (Seifert, et al., 2015). Aunque en ambos trabajos se propuso
que CatSper esta involucrado en la quimiotaxis, los resultados de esos
experimentos no son suficientes para afirmar que CatSper participa en la
quimiotaxis de los espermatozoides, ya que en ambos casos solo miden

acumulacion y no quimiotaxis (Ramirez-Gémez, et al., 2020).

Con los antecedentes mencionados, ademas del hecho de que en espermatozoides
de ratén PKA modula la actividad de CatSper (Orta et al., 2018), en este proyecto,
nos propusimos determinar si CatSper participa en la quimiotaxis y si la fosforilacion
mediada por la cinasa dependiente de AMPc afecta dicho proceso. Utilizamos eem,
-el modelo por excelencia para el entendimiento de Ila quimiotaxis de
espermatozoides- de S. purpuratus y/o de L. pictus, debido a que son las especies
mejor caracterizadas y a que sus etapas de maduracion no se sobreponen a lo largo
del afo. Se utilizé speract fotoactivable (inactivo) para evitar causar perturbaciones
en el medio y asi evitar afectar el movimiento (y la quimiotaxis) por la adiciéon de

este con una pipeta en la camara durante los registros.

JUSTIFICACION

Investigar sobre la participacién de CatSper y de la cinasa dependiente de AMPc
(PKA) en la quimiotaxis puede brindar informacion que nos permita avanzar en el
entendimiento de los estimulos, entidades moleculares y su correspondiente

correlacion en la fecundacion.

HIPOTESIS

CatSper y PKA afectan la quimiotaxis de los espermatozoides de erizo de mar.
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OBJETIVOS

* Objetivo general:

Determinar si la inhibicién de CatSper, de PKA, de PKC y de la sAC, afectan la

quimiotaxis del espermatozoide de erizo de mar.
* Objetivos especificos:

1. Hacer un analisis in silico de los sitios probables de fosforilacion por PKA y

por PKC en el complejo CatSper.
2. Determinar en la quimiotaxis de los eem:
-El efecto del bloqueador de CatSper HC-056456.
-La participacion de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA).
-La participacion de la proteina cinasa modulada por DAG (PKC).
3. Determinar la participacion de la sAC en la quimiotaxis de los eem.

4. Determinar el aumento de la concentracion de AMPc intracelular mediante el
inhibidor de FDEs, IBMX.

MATERIALES Y METODOS

Analisis in silico para la prediccion de los sitios de fosforilacion por PKA y
PKC

Se realizé una busqueda de las secuencias de todas las subunidades que
conforman a CatSper, tanto en erizo de mar (S. purpuratus) como en ratéon (M.
musculus) y humano (H. sapiens). Para ésto se consultaron las bases de datos
Uniprot (https://www.uniprot.org/) y BLAST de proteinas
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSe

arch&LINK LOC=blasthome). Una vez obtenidas las secuencias de cada una de

las secuencias que conforman a CatSper de humano, ratéon y erizo de mar en
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formato FASTA, se realizd un alineamiento mediante el programa Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para determinar qué tan diferentes eran.

Para analizar los sitios probables de fosforilacién por PKA y por PKC en las
subunidades del complejo CatSper del genoma de S. purpuratus y de M. musculus
utilizamos la version 3.1 del servidor NetPhos
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/).

Obtencion de espermatozoides de erizo de mar

Los espermatozoides de erizo de mar (eem) se obtienen de las especies L. pictus
(Obtenidos de South Coast Bio-Marine LLC en California, USA
https://scbiomarine.com) y S. purpuratus (Javier Garcia Pamares. Ensenada, Baja
California, México). Los erizos se mantienen en agua de mar artificial (AMA)
compuesta por, en mM: NaCl 485, CaCl2 10, KCI 10, MgS0O4 30, NaHCO3 2.5, MgCl2
26, HEPES 10 y EDTA 0.1 a ~1000 mOsm y pH 8) a una temperatura de 14-15 °C.
Los erizos se inyectaron en la region intracelémica con 0.1-1 ml de KCI 0.5 M para
obtener los gametos, los cuales se colectaron con una pipeta Pasteur y se
almacenan en tubos Eppendorf en un termo con hielo a 4 °C durante 2-3 dias. A

estos espermatozoides se les denomina “secos” (Figura 7).

C

Almacenar los espermatozoides

- “Secos” 24°C
Espermatozoides e 2

Figura 7. Obtencion de gametos. Los erizos son inyectados con KCI 0.5 M en la regiéon
intracelomica (A). Posteriormente los erizos liberan sus gametos en el gonoporo (B) de donde son
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recolectados por medio de una pipeta Pasteur (C) y almacenados en refrigeracion (D). Modificado
de Galindo, 2000.

Experimentos de quimiotaxis

Para los experimentos de quimiotaxis los espermatozoides “secos” se tocan con
una punta para micropipeta (2-200 ul), y se transfieren a 500 yl de Agua de Mar
Artificial en que contiene speract fotoactivable 100 nM a pH 7.2 para L. pictus 'y pH
7.8 para S. purpuratus en la camara de registro. Al AMA se le agregan 10 uM del
bloqueador del canal CatSper HC-056456 (Cat. No.531948 Medkoo Bioscience), o
los inhibidores de PKA (PKI 10 uM; Cat. No. 2546 Tocris), de PKC (Queleritrina 2.5
MM; Cat. No. C-400 Alomone), de FDEs, (IBMX 150 yM; Cat. No. I-5879 Sigma-
Aldrich), de la sAC, (KH7 1 uM; Cat. No. K3394 Sigma-Aldrich), o Dimetilsulféxido
(DMSO Cat. No. D2650 Sigma-Aldrich) en volumenes equivalentes del disolvente
de HC e IBMX 10 y 150 puM respectivamente. Como controles negativos se
emplearon AMA, AMAOCa (AMA al cual no se le adiciona CaClz, para inhibir la
quimiotaxis) y AMA40K (AMA conteniendo 40 mM de KCI que despolariza la célula
e inhibe la cascada de sefializacion que dispara el speract) al pH correspondiente
segun la especie. Se dejaron incubar los espermatozoides en la camara durante 5
minutos a 14°C antes de comenzar con el registro. Para el registro se utilizaron
cubreobjetos redondos (25 mm de diametro; marca VWR) pretratados con poli-
HEMA (Cat. No. P3932 Sigma-Aldrich) a una concentracion de 1 mg/ml disuelta en
etanol al 95%. Dichos cubreobjetos se colocaron en camaras de registro circulares
para microscopio. Para eliminar el exceso de poli-HEMA, particulas de polvo y evitar
que los espermatozoides se peguen al vidrio, la camara circular se enjuagoé con 500
Ml agua destilada tres a cuatro veces y se realizé un lavado final con AMA, AMAOCa
o AMA40K, dependiendo de la condicidn experimental. La camara de registro se
posiciond en la platina de un microscopio invertido de epifluoresencia Nikon Eclipse
TE 300. Para enfocar los espermatozoides se utilizé el objetivo de 40X y se tomaron
imagenes con la camara AndoriXon con el programa Andor iQ2. Para activar el
speract enjaulado se utilizé un disparador (Kinetic trigger device, Kinetic Imaging) y
una ldmpara de UV (UVICO-UV Rapp Optoelectronic) conectados al microscopio

mediante una fibra 6ptica de 2,000 ym de diametro (F2000 plateada). Se usa la
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misma fibra en ambas especies de erizo de mar. Esta fibra se aline6 en el area del
centro de la imagen para generar la fuente del quimioatrayente en el centro del
campo (Guerrero et al., 2010b; Ramirez-Gémez et al., 2020) (Figura 8).

A)

iusy |

AMA, AMAOCa o AMA4OK

+ Speract fotoactivable
+ Blogueador de CatSper (HC)
+ Inhibidor de PKA (PKT), PKC

(Queleritrina), sAC (KH7) o de
FDEs (IBMX)
4

Incubacion a

Esperm;ltozoides Nikon Eclipse 14°C durante 5
TE 300* minutos

Figura 8. Estrategia experimental para la determinacion de quimiotaxis en eem. Los
espermatozoides “secos” colectados de erizo de mar (A), se depositan en una camara de registro
(B) en Agua de Mar Artificial (AMA), sin Ca?* (AMAOCa) o conteniendo 40 mM de KCI (AMA40K).
Para la condicion experimental se utilizd AMA en presencia o ausencia del bloqueador de CatSper
HC-056456 o de inhibidores de las cinasas PKA (PKI) y PKC (Queleritrina), inhibidor de la sAC (KH7)
o inhibidor de las FDEs (IBMX) con speract fotoactivable 100 nM. La camara de registro (B) se
coloca en un microscopio Nikon Eclipse TE 300 (C) sobre un regulador de temperatura a 14°C
dejando incubar durante 5 minutos (D), donde se registra el nado de los espermatozoides antes y
después del flash de luz UV mediante una camara AndoriXon (E) que envia las imagenes captadas
a una computadora mediante el programa Andor iQ2 (F) que genera un video de 15 segundos
compuesto de 430 imagenes para hacer posteriormente, un analisis de trayectorias (G).

Protocolo de captura de imagenes

Se utilizé el programa Andor iQ2 para crear los protocolos y obtener archivos de
video (.tif) para el analisis de las trayectorias. El protocolo se programé para grabar
un video de 15 segundos dividido en 430 imagenes, donde los primeros 5 segundos
son el control de nado sin estimulo, y del segundo ~5 al 5.2 la irradiacién con luz
UV que fotoactiva el speract enjaulado. Los 10 segundos restantes se utilizan para

ver la respuesta de los espermatozoides al speract fotoactivado.

25



Analisis de trayectorias de espermatozoides de erizo de mar

Mediante el programa ImagedJ se analizan los videos obtenidos del programa Andor
iQ2 restandoles la fraccion inmdévil mediante un algoritmo que calcula una
proyeccion de intensidad media de los 15 segundos que dura el video. Mediante el
plugin MTrackdJ se rastrearon las trayectorias de cada uno de los espermatozoides
y generaron archivos de Excel (.xlIs). Se utilizé el lenguaje de programacién R para
realizar analisis estadisticos, en el cual se generd un codigo (script) que genera un
archivo de texto (.txt) con una lista de los valores de los indices quimiotacticos
obtenidos de cada una de las diferentes condiciones (diferentes concentraciones de
speract y control negativo). Si el valor del Cl generado era CI>0 la trayectoria
analizada era quimiotacticamente positiva, si el ClI=0 se considera que es nula y si

ClI<0 presentaba una respuesta quimiotactica negativa (Figura 9).
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Figura 9. Ejemplos de los movimientos de los espermatozoides experimentando quimiotaxis
positiva (A), nula (B) y negativa (C). El experimento se realizé con una concentracién de 100 nM
de speract. Los puntos grises y negros representan las trayectorias del espermatozoide antes y
después de la fotoactivacion del quimioatrayente, respectivamente. Las espirales en verde y azul
indican la trayectoria del espermatozoide antes y después de la fotoactivacion, respectivamente. Los
vectores en gris y negro indican el desplazamiento progresivo del espermatozoide antes y después
de la fotoactivacién del quimioatrayente, respectivamente. Los vectores de referencia son
representados mediante un color magenta o rojo y apuntando hacia la fuente del quimioatrayente.
Los puntos morados representan la trayectoria durante el disparo de luz UV de 200 ms.

Analisis estadistico de las respuestas quimiotacticas de los eem

Posteriormente con el mismo script se realizé una prueba de normalidad (Shapiro
test) sobre la distribucién de los indices quimiotacticos de cada condicién para

determinar qué tipo de analisis estadistico se debia realizar en cada poblacién. Al
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no tratarse de una distribucién normal (p>0.05) se realiz6é un analisis estadistico no
paramétrico (Wilcoxon-test) (p<0.05). El valor de p entre la comparacién de dos
distribuciones determiné si estas poseen o no diferencia significativa siendo p<0.05
significativamente diferente y p>0.05 sin diferencia significativa. Una vez
determinados los valores mediante la comparacion de poblaciones de cada

condicion, el script generd una grafica de cajas de cada una de ellas (Figura 10).

indice quimictéciico (G1)

i 8 5 § ¢ E G 3 Result of
F2000_Spurpuratus_
AMA_100nMCS.xlsx

Figura 10. Andlisis de trayectorias y estadistico de los eem. El andlisis de trayectorias de
espermatozoides con el programa ImageJ esta representado en los paneles de A-D. La seccién con
una flecha roja (a partir del panel E) representa el analisis estadistico en el lenguaje de programacién
R. La transicién para generar el archivo al que se resto la fraccion inmévil se representa del panel A
al panel C, la transicion del panel D al E muestra el analisis de trayectorias que genera el archivo de
Excel con las coordenadas de cada espermatozoide rastreado. La transicion del panel E al F muestra
la lectura del archivo generado de Excel con el lenguaje de programacion R, a partir del cual se
realiza el analisis estadistico y que genera una grafica de cajas. En el panel G en base a los valores
del indice quimiotactico obtenidos por condiciéon experimental.

RESULTADOS

Analisis in silico de los sitios de fosforilacién por PKA y por PKC en CatSper
de S. purpuratus y M. musculus

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar si CatSper participa en la

quimiotaxis del espermatozoide de erizo de mar. Aunque esta reportado que en
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espermatozoides de raton la actividad de CatSper se regula por PKA (Orta et al.,

2018), es posible que en erizo de mar no sea asi.

Se sabe que existen diferencias en las propiedades de CatSper de ratén y de
humano y que en el genoma de S. purpuratus las subunidades € y { del canal, estan
ausentes. Debido a lo anterior, decidimos hacer un alineamiento con las secuencias
del canal de erizo de mar (S. purpuratus), de ratén y de humano utilizando el
programa Clustal Omega. Las tablas SI-SX muestran que las secuencias de las
subunidades de CatSper de S. purpuratus son diferentes a las de raton y de
humano, lo cual sugiere que su regulacién por fosforilacion podria ser diferente.
Utilizando la version 3.1 del servidor NetPhos, analizamos los sitios probables de
fosforilacién por PKA, PKC y por otra cinasa (PKB) en las subunidades del complejo
CatSper del genoma de S. purpuratus y de M. musculus de los cuales se
seleccionaron solo aquellos que tuvieran un puntaje 20.8 donde el maximo es de 1
(Tablal). En la seccion de material suplementario se muestran las tablas con el total

de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC (con una probabilidad de ser

fosforiladas 20.5) en las subunidades de CatSper de M. musculus (Tablas SXI-SXIi),

de S. purpuratus (Tablas SXIII-SXllIc) y las tablas correspondientes con el resumen
donde se muestra solo el numero de sitios que fosforilan las enzimas PKA y PKC
en las dos especies (M. musculus, Tabla SXIl y S. purpuratus, Tabla SXIV). Dado
que las cinasas solo fosforilan los sitios accesibles en las proteinas, también se
muestran las tablas con los sitios predichos de fosforilaciéon por PKA y por PKC de
las subunidades de CatSper, donde se excluyen las regiones transmembranales (S.
purpuratus Tabla SXV-SXVd y M. musculus, Tabla SVII-SVIIg) asi como aquellas
con los resumenes correspondientes (S. purpuratus, Tabla SXVI y M. musculus,
Tabla SXVIII). Es interesante que, aunque CatSper de ratén posee 43 sitios
predichos de fosforilacion por PKC y solo 8 por PKA (Tabla I), es ésta ultima enzima
la que participa en la regulacion de CatSper (Orta et al., 2018). De manera similar,
el canal de S. purpuratus también posee mas sitios predichos probables de
fosforilarse por PKC (25 sitios) que por PKA (solo 7) (Tabla I).
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Tabla I. Comparacién de sitios predichos (probabilidad = 0.8) de fosforilacién
por PKA, PKC y otras cinasas en las subunidades de CatSper de M. musculus
(mCatSper, en letras rojas) y S. purpuratus (SpCatSper, en letras negras)

excluyendo las regiones transmembranales

Subunidad No. Identificacion No. sitios de fosforilacion
Por PKA | Por PKC |Otras cinasas
mCatSperl NP_647462.1 0 7 0
SpCatSperl XP 011664201 0 0 0
mCatSper2 A2ARP9.2 2 | 0
SpCatSper2 XP_011679404.1 2 2 0
mCatSper3 NP 001239416.1 1 2 0
SpCatSper3 XP_011666090 0 0 0
mCatSper4 NP_808534.1 0 1 0
SpCatSper4 XP_011682209.1 1 1 0
mCatSper 8 NP 766611.2 1 4 PKB
SpCatSper B XP _011679115.1 1 6 0
mCatSper y XP 006540153.1 1 8 0
SpCatSper y XP_011679048.1 0 5 0
mCatSper 6 NP 780559.2 0 5 0
SpCatSper XP 011683737.1 1 3 0
mCatSper € NP_780559.2 1 10 0
SpCatsper € XP_011664202.2 1 5 0
SpCatsper € XP_003728906.1 0 3 0
mCatSper C NP 001034583.1 2 3 PKB
Ausente —_— 0 0 0
mEFCAB9 NP 081307.2 0 2 0
SpEFCAB9 XP 003728906.1 1 0 0
Total de sitios de fosforilacion en M. musculus 8 43 2
Total de sitios de fosforilacion en S. purpuratus 7 25 0
Subunidad de M. musculus; subunidad de S. purpuratus; No aplica (NA)
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
Respuesta quimiotactica de los espermatozoides diferentes

concentraciones de speract

Se realizaron experimentos de quimiotaxis con los espermatozoides de erizos S.

purpuratus (Spur) y de L. pictus (Lpictus) (Tabla Il) de los cuales se analizaron 126
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trayectorias en 50 videos. Estos experimentos se hicieron usando agua de mar
artificial (AMA) conteniendo diferentes concentraciones de speract fotoactivable (10,
100 y 1000 nM). En la Tabla Il mayor porcentaje de espermatozoides que
presentaron quimiotaxis (CI>0) en S. purpuratus fue de 31% en espermatozoides
en el control negativo en ausencia de Ca%* (AMAQOCa) con speract 10 nM. En los
espermatozoides de L. pictus a una concentracién de speract de 1000 nM en AMA
solo el 15% de los espermatozoides experimentd quimiotaxis, en cambio los
espermatozoides tratados con 100 nM de speract en el mismo medio presentaron
una respuesta quimiotactica del 55%. Los valores de quimiotaxis de S. purpuratus,
son comparables a los obtenidos en AMAOCa en ambas especies. Cabe aclarar que
las fechas en las cuales realizamos los experimentos (abril-mayo, ver Tabla SXVII)
corresponden al final de la temporada reproductiva de S. purpuratus e inicio de la
de L. pictus (en las cuales ni los erizos ni sus espermatozoides estan en las mejores
condiciones), contribuyeron a que no se observara quimiotaxis después de
desenjaular el speract. Una complicacién adicional fue que el cubo de emisién que
tenia el microscopio usado para los experimentos sdlo permitia el paso de un 20%
del flash de luz UV. Sin embargo, estos experimentos ayudaron a establecer las
condiciones para los experimentos subsecuentes en L. pictus, donde se empled una

concentracion de 100 nM de speract.

Tabla Il. Experimentos de quimiotaxis con diferentes concentraciones de

speract
Experimento| [Speract] Quimiotaxis Normalidad| Wilcoxon
{pH) nM N n CI>0 % CI>0 p-value

Spur (7.8) 10 24 19 4 21 No n.s.

100 17 1 5.8 No n.s.

1000 23 6 26 No n.s.

10 (AMAOCa) 16 5 31.2 No n.s.

Lpictus (7.4) 10 26 7 3 42.8 No n.s.

100 9 5 55.5 No n.s.

1000 20 3 15 No n.s.

10 (AMAOQCa) 15 3 20 No n.s.

N: numero de videos analizados; n: nimero de trayectorias analizadas; Cl: indice de quimiotaxis;
CI>0: numero de espermatozoides con respuesta quimiotactica positiva; %CI>0: % de
espermatozoides con respuesta quimiotactica positiva; p-value >0.05: determina que “No” hay una
distribucion normal. La prueba de Wilcoxon muestra que no hay diferencia significativa (n.s., p-
value>0.05) entre las diferentes concentraciones de speract.
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CatSper participa en la quimiotaxis

Como se mencioné previamente, hay evidencias que sugieren la participacion de
CatSper en la quimiotaxis de espermatozoides de erizo de mar. En A. punctulata se
demostré que el bloqueador de CatSper MDL12330A, inhibe el aumento de Ca?*
inducido por GMPc (similar a lo que se observa cuando el speract se une a su
receptor; Figura 4) y por alcalinizacion con 30 mM de NH4Cl, asi como la
acumulacion de los espermatozoides hacia el péptido quimioatrayente resact
(Seifert et al., 2015). De manera similar se demostrd, en espermatozoides de S.
purpuratus, que los bloqueadores de CatSper, NNC-55-0396 y Mibefradil, también
inhiben tanto el aumento de Ca?* inducido por el péptido quimioatrayente speract,
como la acumulacién de los espermatozoides, tanto en S. purpuratus como en L.
pictus (Velazquez-Pérez et al., 2016). Sin embargo, en ninguno de los trabajos
mencionados se calculé el indice quimiotactico (Cl) que determina con certeza si la
acumulacion de los espermatozoides hacia una fuente de quimioatrayente, es o no
quimiotaxis. En este trabajo, utilizamos el bloqueador de CatSper HC-056456 (HC)
10 uM, el cual inhibe la corriente de Ca?* registrada en experimentos de patch
clamp, el aumento de Ca?* inducido por la despolarizacion debida a KCl y la
hiperactivacion en los espermatozoides de ratén (Carlson et al., 2009). La Figura 11
muestra la quimiotaxis de espermatozoides de L. pictus en AMA (control positivo),
y que tanto en ausencia de Ca?* como en presencia de 40 Mm de KCI (controles
negativos) y del bloqueador HC, se inhibe su quimiotaxis. Estos resultados
confirman la participacion de CatSper en la respuesta quimiotactica de los
espermatozoides de erizo de mar como se habia propuesto anteriormente (Seifert
et al., 2015; Velazquez-Pérez et al., 2016).

PKA participa en la respuesta quimiotactica

Como se menciond arriba, de acuerdo con los programas predictores de
fosforilaciéon, CatSper tiene mas sitios de fosforilacion por PKC que por PKA (Tabla
). Sin embargo, la Figura 11 muestra que el inhibidor de la PKC (Queleritrina 2.5

MM), no afectd la quimiotaxis de los eem, en tanto que el inhibidor de PKA (10 uM
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de PKI), si inhibi6 la quimiotaxis de manera significativa. Lo anterior sugiere que la
PKA participa en la quimiotaxis de espermatozoides de erizo de mar como se

reportd para los espermatozoides de raton (Orta et al., 2018).

La participacion de AMPc en la quimiotaxis

Como ya mencionamos anteriormente, la quimiotaxis depende de Ca?* y la
despolarizacion de los espermatozoides con KCl 40 Mm, inhibe la cascada de
sefalizacion que dispara la union del speract a su receptor en el flagelo de los
espermatozoides. Ademas, se sabe que en los eem el 94% del AMPc es producido
por la sAC y que el blanco principal del AMPc es la PKA (Vacquier et al., 2014). Con
la idea de evaluar la participacion de la sAC en la quimiotaxis de los eem, se evalué
el efecto de KH7 (el mejor inhibidor de la sAC) a una concentracion de 1 uM (que
no afecta el nado de eem (Vacquier et al., 2014). La Figura 11 muestra que la sAC
no participa en la quimiotaxis. Como existe la posibilidad de que el AMPc provenga
de las Actm, responsables de ~ 6% de la produccion de AMPc en los eem (Vacquier
et al., 2014), se aumentaron los niveles del nucleé6tido (AMPc) en los eem mediante
el uso de un inhibidor de FDEs (IBMX). Sin embargo, lo anterior no fue posible
debido a que en el 90% de los casos, el IBMX 150 uM (Beltran et al., 2007a),
incremento en el diametro del patron de nado circular de los eem antes de la
fotoactivacion del speract modificado. Lo anterior, provocd que las trayectorias
rastreadas salieran del campo visual imposibilitando su rastreo y la determinacién
de la quimiotaxis en presencia de IBMX y por tanto el efecto del aumento de AMPc

en la quimiotaxis.
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Figura 11. CatSper y PKA participan en la quimiotaxis de los eem. Se determiné la quimiotaxis
de los espermatozoides como se describe en la seccién de Materiales y Métodos. La grafica de cajas
muestra valores del indice quimiotactico (CI, por sus siglas en inglés, siendo CI>0 quimiotaxis
positiva) de los espermatozoides preincubados (5 min a 14 °C) en las diferentes condiciones: Agua
de mar artificial (AMA; Completa), AMAOCa (0Ca), AMA40K (40K), dimetilsulféxido (DMSO al 0.15%,
diluyente de HC, Queleritrina, KH7 e IBMX), Queleritrina (Chel) 2.5 yM, HC 10 yM, KH7 1 uM, y PKI
10 uM. Las cajas de la grafica estan divididas por el valor de la mediana, las lineas punteadas arriba
y debajo de cada caja representa el margen de la distribucion de los valores y las muescas de cada
caja es la diferencia entre cada poblacion. Si las muescas de cada poblacion coinciden unas con
otras significa que no hay diferencia significativa. El nimero de trayectorias analizadas y el de erizos
utilizados para cada condicién, asi como la prueba de Wilcoxon que muestra las diferencias
significativas entre las diferentes condiciones se encuentran en la Tabla Ill.

Tabla Ill. Analisis estadistico entre poblaciones representativas de las

condiciones experimentales

Medio N n Normalidad Diferencia entre poblaciones mediante prueba Wilcoxon
AMA |AMAOCa| AMA40K| DMSO HC PKI Chel KH7 IBMX

AMA 14 271 F 1 s i n.s. o ks n.s. n.s. i
AMAOCa 14 296 F e 1 . e ns. n.s. il g n.s.
AMA40K| 14 147 \% - b 1 i n.s. * i - n.s.

DMSO 6 176 F n.s. s b | ot il n.s n.s .
HC 3 146 \% e n.s n.s s 1 n.s pind ol n.s.
PKI 3 70 \% i n.s. x i ns. 1 il e n.s.
Chel 3 113 F n.s i i n.s ki i 1 n.s "

KH7 3 75 F ns. b - n.s e e n.s. 1 .

IBMX 2 23 \Y% ad n.s n.s » n.s. n.s ** * 1

N: numero de erizos; n: numero de trayectorias (ver pie de Figura 9); V: (p-value <0.05) si la prueba
de Shapiro-test tiene distribucién normal y F, si no es normal. Se realizé estadistica no paramétrica
para determinar la diferencia entre poblaciones. “n.s.” representa una diferencia no significativa (p-
value >0.05) y 1 si las poblaciones son idénticas; * p-value < 0.05; ** p-value < 0.01; *** p-value <
0.001. Ver Tabla SXVIII para consultar los valores de p-value.
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DISCUSION

Como se menciond, CatSper es un canal de Ca?* que en mamiferos se regula por
pH alcalino, por despolarizaciéon, por AMPc y por Ca?*, cuya ausencia causa
infertilidad (Ren et al., 2001; Carlson et al., 2003; Chung et al., 2011; Hwang et al.,
2019). Como en mamiferos, CatSper se expresa en el flagelo de espermatozoides
de erizo de mar, lo cual se ha demostrado mediante experimentos de
inmunofluorescencia y por analisis protedmico (Seifert et al., 2015; Velazquez-
Pérez et al., 2016; Espinal-Enriquez et al., 2017). Aunque existe evidencia que
sugiere que CatSper participa en la quimiotaxis de eem de A. punctulata (Seifert et
al., 2015) y de L. pictus y de S. purpuratus (Velazquez-Pérez et al., 2016), en esos
trabajos, lo unico que se determiné fue una acumulacion de los espermatozoides
hacia la fuente del quimioatrayente. Cabe hacer notar que recientemente se
demostré (opuesto a lo reportado con anterioridad por Guerrero et al., 2010a), que
los espermatozoides de S. purpuratus también son quimiotacticos (Ramirez-
Gomez et al., 2020). En este trabajo se demuestra por primera vez la participacion
de CatSper en la quimiotaxis de los espermatozoides de L. pictus mediante el uso
del indice Quimiotactico (CI, por sus siglas en inglés) (Figura 11). Mediante registros
electrofisiolégicos de fijacién de voltaje (patch clamp) en espermatozoides de ratén
se demostrd que CatSper se modula por fosforilacion mediada por PKA (Orta et al.,
2018). Sin embargo, se desconoce si esto es asi en eem. A pesar de que los
resultados de un analisis in silico de los sitios predichos de fosforilacion por PKA 'y
por PKC en las subunidades de CatSper de S. purpuratus -excluyendo las
porciones transmembranales- mostré que el complejo posee 25 sitios con una
probabilidad = 0.8 (donde el maximo es 1) de fosforilarse por PKC y 7 sitios para
PKA (Tabla I), encontramos -contra lo esperado- que, solo PKA y no PKC participa
en la quimiotaxis de los eem. Es interesante ver que también en el caso de raton, el
numero de sitios fosforilables (con probabilidad = 0.8) por PKC (43 sitios), es mayor
que el de fosforilables por PKA (8 sitios). Es importante recordar que el flagelo del
eem posee todas las proteinas de la cascada de sefalizacién que dispara la union
del speract a su receptor, muchas de las cuales se regulan por fosforilacion mediada
por PKA y/o por PKC (Ward et al., 1986; Hanoune et al., 2001; Su & Vacquier 2006;
Darszon, A. et al., 2008; Loza-Huerta et al., 2013; Vacquier et al., 2014). Los

resultados que sugieren que sAC no participan en la quimiotaxis de los eem (Figura
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11) concuerdan con los obtenidos en los espermatozoides de la ascidia
Ciona savignyi donde muestran que el Ca?* participa en la quimiotaxis, pero no el
AMPc (Yoshidaet al, 1994), y en contra de lo reportado en Ciona
intestinalis (Shiba & Inaba, 2014). En este modelo sugieren que la sAC esta
involucrada tanto en el aumento de la frecuencia del batido flagelar como en la
quimiotaxis dependiente de Ca?*, en tanto que las ACtms participan en la activacion
de la motilidad mediante la fosforilacion de proteinas dependiente de AMPc (PKA)
(Shiba & Inaba, 2014). La evaluacion de la participacion del AMPc en la quimiotaxis,
inhibiendo a las FDEs con IBMX, no fue posible, debido a que en el 90% de las
trayectorias analizadas, aumento el diametro de la velocidad circular de los eem
sacandolos del campo visual del microscopio. Dado que en eem de S. purpuratus,
~94% del AMPc lo sintetiza la sAC y el resto lo producen las adenilil ciclasas
transmembranales (ACtms) (Beltran et al., 2007a; Vacquier et al., 2014), podria ser
que, como en el caso de Ciona intestinalis, la sAC y las ACtms tengan funciones
diferentes (Shiba & Inaba 2014). En ese sistema encontraron que las ACtms
participan principalmente en la activacion de la motilidad mediada por PKA, en tanto
que como ya mencionamos, la sAC participa en la frecuencia del batido flagelar y
en la quimiotaxis de los espermatozoides (Shiba & Inaba 2014). Aunque los
resultados de este trabajo sugieren que CatSper podria regularse por fosforilacion
a través de PKA, no podemos descartar la posibilidad de que dicha modulacién sea
de manera indirecta. Recientemente se encontré por espectrometria de masas (C.
Beltran, no publicado), que el eem posee dos subunidades de CatSpere
(XP_011664202.2 y XP_030855090.1) carentes de regién transmembanal. Lo
anterior abre la posibilidad de que al menos una de estas subunidades (CatSpere)
cumpla con la funcion de CatSperd, que en el espermatozoide de mamifero interatua
con EFCAB9 de manera dependiente Ca2* y que se disocia por el aumento de pH.
Dado que el genoma de S. purpuratus carece de CatSper(, es posible que alguna
de las subunidades del complejo en eem que no tienen regiones transmembranales
(6, e yy) interactie con EFCAB9 para regular la activacion de CatSper dependiente
de pH y de Ca?*. Un analisis preliminar in silico alineando 8, £ y y con {, mostrd que
solo € presenta una secuencia similar con una regidén de . Aunque es necesario
realizar estudios de la interaccién de 6, € y y con EFCABY, lo anterior sugiere que €
podria ser la subunidad que sustituye a ¢ en eem. Finalmente, es importante

mencionar que, por su complejidad, no se ha logrado expresar a CatSper de manera
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funcional en sistemas heterdlogos, para estudiarlo. Sin embargo en nuestro grupo
de trabajo, utilizando la técnica de patch clamp y la configuracion de célula unida en
eem hinchados (diluidos 10 veces en agua de mar artificial (AMA)), se registré un
canal permeable a Na*, levemente dependiente a voltaje y a pHi, que se bloquea
por Mibefradil, NNC5503-96 y RU1968 (mejor bloqueador del canal reportado hasta
ahora; (Carlson et al., 2009; Lishko et al., 2011; Brenker et al., 2012; Rennhack et
al., 2018)) con las caracteristicas de CatSper (Loyo-Celis, et al., 2021). Lo anterior
corrobora la presencia de un CatSper funcional en los espermatozoides de erizo de
mar y su participacién en la quimiotaxis. Los resultados que se obtengan con esta
estrategia utilizando inhibidores de PKA y de PKC ayudaran a concluir si CatSper

se regula de manera directa por algunas de estas cinasas.

CONCLUSIONES

En espermatozoides de erizo de mar:

e CatSper y PKA participan en la quimiotaxis

e PKC y la sAC no parecen estar involucradas en la quimiotaxis

e La elevacion de la concentracion de AMPc por IBMX, aumenta el radio de la
trayectoria circular del ~ 90% los espermatozoides, lo cual impide evaluar su

efecto en la quimiotaxis.

PERSPECTIVAS

Evaluar la quimiotaxis de los espermatozoides de erizo de mar en diferentes

condiciones experimentales:

e Usando otro inhibidor de PKA (Rp-Camp) y otro bloqueador de CatSper
(RU1968F1).

e Pre-incubados con PKI en ausencia y presencia de los bloqueadores de
CatSper HC-056456 y RU1968F 1.

e Con el agonista de la sAC, bicarbonato (HCO3").
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e Con los inhibidores (SQ22536 y 2' 5' Dideoxiadenosina) para evaluar la

participacion de las ACtms.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla Sl. Alineamiento de secuencias de CatSper1 de erizo (XP_011664201),
raton (NP_647462.1) y humano (NP_444282.3)

Erizo 0
Ratoén RDESYHETHPGSLDP---SHQSHPHPHP--====——eecc e e e e e e e e e e 31
Humano MDQNSVPEKAQNEADTNNADRFFRSHSSPPHHRPGHSRALHHYELHHHGVPHQRGESHHP 60
Erizo  —--ememmmrrrrrrrr 0
Ratén = =  —-mmmmmmmmmmmmmmmm e HPTLH-=====- RPNQGGV-======== YYDS-P 48
Humano PEFQDFHDQALSSHVHQSHHHSEARNHGRAHGPTGFGLAPSQGAVPSHRSYGEDYHDELQ 120
Erizo  ——mmmmmmrrrrrrrrrrrrrrrr e ———— 0
Ratoén QHGMFQOPYQOHGGFHQONELQHLREFSDSHDNAFSHHSYQQDRAGVSTLPNNISHAYGG 108
Humano RDGRRHHDGSQYGGFHQQSDSHYHRG--====——~ SHHG------ RPQYLGENLSHYSSG 165
BErizo @  —--meememerrrrrrrrrrr e 0
Ratoén SHPLAESQHSGGPQSGPRIDPNHH--PHQDDPHRPSEPLSHPSST (o] H - 161
Humano VPHHGEASHHGGSYLPHGPNPYSESFHHSEASHL--SGLQHDESQHHQVPHRGWPHHHQV 223
Erizo @ ——ecccccmcccdmcnnsrrrrr e ——— 0
Ratoén SYRSS YRSH SF RPHLHADH-HHEGHHAH 216
Humano = HHHGRSRHHEAHQHGKSPHHGETISPHSSVGSYQRGI-====-- SDYHSEYHQGDHHPSE 276
Erizo  ——-cemmmmcemceeeeeea MRTDLINMASEDDLQOKSNSATYLMSLSYQRNVMRNHRKKAA 41
Ratoén SHHGEHPHHKEQRHYHGDHMHHHIHHR-=--=====-=-cccmcmm e SPSASQ 249
Humano YHHGDHPHHTQ-HHYHQTHRHRDYHQH---QDHHGAYHSSYLHGD-YV===== QSTSQLS 326
Erizo AAHPVSRLAARQ ”HLuPQSIVLPAHLQHLQGEDNSESKLDETTL%2L“"u::AHAYQAH 101
Ratoén HKSHSTLATSPSE E 292
Humano IPHTSRSLIHDAPGPAASRTGVFPYHVAHPRGSAHSMTRSSSTIRSRVTQMSKKVHTQDI 386
* * * *
Erizo DINKHED--EEEEELEV AGFLRHQLYDLTES 138
Ratoén SA--SLSEGEDHVQKRKKAQRAHKKAH IFQLLWEKISHLLLGLQOMILSLTQS 350
Humano STKHSEDWGKEEGQFQKRKTGRLQRTRKKGHSTNLFQWLWEKLTFLIQGFREMIRNLTQ’ 446
* .. . . Qt
Erizo PLFTGFILCVILFNAFMLCALTFSVIKVRAEWHFKLIDYILLVIYFMECAIKIYVWRWDF 198
Ratoén LGFETFIFIVVCLNTVILVAQTFTELEIRGEWYFMVLDSIFLS JLEAVLKLIALGLEY 410
Humano LAFETFIFFVVCLNTVMLVAQTFAEVEIRGEWYFMALDSIFFC EALLKIIALGLSY 506
® kg kg gz oW % Rk ook ko ok ko kW ok, 3R s
Erizo LAILSIFRAMRALKALRVLKTVR 293
Ratoén V FRILKVFKSMRALRAIRVLRRLS 470
Humano FF:FWNNLDFFZMAHA'L FLLHQT:“JFA:Y SLFRILKVFKSLRALRAIRVLRRLS 564
* H - :!ﬁ:!: * Rk x H . <2t tﬁ.:ﬁ:::kﬁt:t:iﬁﬁ:

Erizo FLRSLOVIMNTCLESVQSMGAIIMLISLFLYIFAVIGRGLYADIDKERFGNIGSAALTLF 313
Ratoén ILTSL JAGTLSGSLPSITAILTLMFTCLFLFSVVLRALFQDSDPKRFQNIFTTLFTLF 530
Humano GTLGQSLPSIAAILILMFTCLFLFSAVLRALFRKSDPKRFQNIFTTIFTLF 624

X 2 k3 ko ko keoks o * ko s * s kk k% e s kkk

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL 0(1.2.4). Fosforilacion por PEC
Erizo: 1 Ratén: 20 Total: 21. Fosforilacién jpor PKA Erizo: 1 Ratén: 5 Total: 6. Inicio
de regidén fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra secuencia
fosforilada por la misma cinasa. Inicio de regién fosforilada por PKC sobrepuesta sobre
el final de la secuencia fosforilada por PKA o viceversa. Regién transmembranal.
Aminodcido conservado (*); Aminodcido con conservacién de grupos débil (.) y Aminoacido
con conservacién de grupos fuerte (:).



Tabla Slb. Alineamiento de secuencias de CatSper1 de erizo (XP_011664201),
ratéon (NP_647462.1) y humano (NP_444282.3) (continuacion)

Erizo 373
Ratén 588
Humano 682
Erizo ERDALRKAALKEAEDALFDDGIHTH NAHIKMKTIDDYYDEEDYSTSEK 433
Ratén EKVKLEQAAR--VHEKLLDDSLTDLNKAD--ANAQMTEEALKMQLIEGMFGN--NM KOR 642
Humano EKAKOLRAAR--'OLKLLE SLT~LRAAE--PKLVAQ_GTHL(RLTEKKFGL--MTEKQQ 736
. e w * . * . . . ..
Erizo XYLSHFLQLLASIEHNG DKVVLLVQDTVDDA--- 474
Ratoén VLHFQFLQLVAAVEQHQ IDEL"“HAFEAGDDDYGK 686
Humano LLLF~VLQL'ASVFOLQQKFRSOAAJT /DTTFEAGEEDFRN 780
L L - * - LN .. ..

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL O(1.2.4). Fosfori'aﬁ*é
Erizo: 3 Ratén: 1 Total: 4. Fosforilacién por PKA Erizo: 2 Ratén: 2 Total: 4.
regién fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra secuencia
fosforllada por la misma cinasa. I 1 i 5

el final de la secuencia fosforilada por PKA ¢ ce sa. Regidn transmembranal
Aminodcido conservado (*); Aminodcido con conservacién de grupos débil (.) y Aminoécido
con conservacién de grupos fuerte (:).

xi



Tabla Sll. Alineamiento de secuencias de CatSper2 de erizo (XP_011679404.1),
raton (A2ARP9.2) y humano (NP_742093.1)

Erizo MARNDADEPNIHSSGIFDELTPLAEIFRSKLIEDFHLLESFDDHGHSDVPKFYSKDLADE 60
Ratén = @ —----———- MAQEQGH--FQLLRADAIRSKLIDTFSLIEHLQGLS-QAVPRHTLREILDP 48
Humano MA---——-- AYQQEEQ-—MQLPRADAIRSRLIDTFSLIEHLQGLS QAVPRHTIRELLDP 50
ﬁ: Qk ﬁﬁ * ﬁ-t ¢ . & ﬁ! . gsa *
Erizo ATLDKMMLTNPHGLVKFHAYTRKDNTENVGSIDRRKNRVRNKNSKNPPIDMWAHYLLETS 120
Ratén SYQOKLMSGDOEQLVRFSIKPRR--MGHITHSRRLLSRLRVRCSRMPPLSLWAGWVLDSS 106
Humano SROKKLVLGDQHQLVRFSIKPQR--IEQISHAQRLLSRLHVRCSQRPPLSLWAGWVLECP 108
HEES S L s: sie * kgg 3 kg kkg okk ook
Erizo YFONFMLILILANSLSLGLLSEVADRTDPSLAGTRRFLEIFDYCALFLFMVEILLKWVDN 180
Ratoén VFSKFIISLIFLNTFVLMVEIELMESTNTALWPVKLALEVADWFILLSFIVEILLMWLAS 166
Humano LFKNFIIFLVFLNTIILMVEIELLESTNTKLWPLKLTLEVAAWFILLIFILEILLKWLSN 168
k skp: k3 ko3 ko3 k3 oo kX o kkp 3 kg kpokkkk kg
Erizo FPLFWKNGWNIFDFVVTVASFIPEIIASAAGDLEDLKVIVGNIRVFRIFRALKMVSRFRQ 240
Ratén FSLFWKDAWNVFDFFVTLLSLLPELVVLLGV--PAHSVWLQLLRVCRVLRSLKLFARFRQ 224
Humano FSVFWKSAWNVFDFVVTMLSLLPEVVVLVGV--TGQSVWLOLLRICRVLRSLKLLAQFRQ 226
* :ﬁﬁt._ﬁﬁzﬁﬁﬂ.tﬁ: t::ﬁk::. . _ﬁ ] :h: ﬁ::ﬂ:ﬁﬁ:.::ﬁ*t
Erizo ARMIALAITKAFNAMSFILVLFLLFLYIFAITGIIFFDSYSRSMRDDLTHQHSFNNLGNA 300
Ratén I LALVRALKSMTFLLMLLLIFFYIFAVTGVYFFREYSRSTIEG NMFFSDLLNS 284
Humano IQIIILVLVRALKSMTFLLMLLLIFFYIFAVTGVYVFSEYTRSPRQDL VFFSDLPNS 286
ik Kk g skpokgkokokokokokkkkokk;y ok kokk ok o Kk ok kg
Erizo MITLFQLFTLDOWYKILKDMWKVMGS--VAPTFYIMLWICIGSFIFKNLFVGIMVNNFQN 358
Ratén LVTVFILFTLDHWYAVLODIWKVPESSRVFSSIYVILWLLLGSIIFRN AMMVTNFQON 344
Humano L /FILFTLDHWYALLQDVWKVPEVSRIFSSIYFILWLLLGSIIFR AMMVTNFQN 346
::t:ﬁ ﬁtttﬁ:tt :k:!:&iﬁ H ::t_:kh: -ﬁ!:hﬁ:- R LR
Erizo IRNELFMEVKEQEVMVOMQOLDADKFNEELERQDQELNTGRRVSSEMK === mmmmmm e e 404
Ratén IRSELSEEMSHLEVQY----KADMFKQQIIQRROHSESLRGTSLGKVSEDIIETSDASDD 400
Humano IRKELNEEMARREVQL----KADMFKRQIIQRRKNMSHEALTSSHS---KIEDSSRGA-- 397
ii - ﬁ- . - . ht t:.:: i . . . .i
Erizo 418
Ratén Y 460
Humano = = =-=-=====-- SQQRESLDLSEVSE---VESNYGAT----======== EEDLIT----SASK 429
* * *
Erizo ==PSRDR- === —mm e e KSHKSVASSDALFRRVS 440
Ratén PEKSYPEKSHPEKSYPEKSHPKKSYDEQAEAEKVKEESKEKAYPVSHSIS-————- SHGS 514
Humano TEET-=-=——mm e e LSKKREY(SSSCVSSTSSSYSSSS 457
. .. *
Erizo RMMGEITKKSGDWEKTVHDNLQLLVSS--SSETIWPRDTLFRYFQLMEALQENLQERQDL 498
Ratoén TAADTAFLENLDWETLVHENLPGLMDMDQDDRIVWPRDSLFRYFELLEKLQYNLEERKKL 574
Humano ESRFSESIGRLDWETLVHENLPGLMEMD(QDDR-VWPRDSLFRYFELLEKLQYNLEERKKL 516
iﬁk. Qﬁ:ﬁﬂ h:. o :ﬁﬁﬁﬁ:ﬁtﬁtﬁ:k:* * * ﬁt:tﬁ:.ﬁ
Erizo QNMTYHALINIFDS 512
Ratoén QEFAVQALMSFEDK 588
Humano QEFAVQALMNLEDK 530

e sl o ﬁ.

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL O(1.2.4). Fosforilacion por PEC
Erizo: 6 Ratén: 11 Total: 17. Fosforilacién por PKA Erizo: 7 Ratén: 6 Total: 13. Inicio
de regién fosforilada por PKC sobrepuesta sobre el final de la secuencia fosforilada
por PKA o viceversa. Regién transmembranal. Aminodcido conservado (*); Aminodcido con
conservacién de grupos débil (.) y Aminodcido con conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla Slll. Alineamiento de secuencias de CatSper3 de erizo (XP_011666090),
raton (NP_001239416.1) y humano (NP_821138.1)

Erizo MHESESSESLPSRQDSDLII----- DDEGEIKRWVRPDFQFHHFIQRLTESNWFNTIIMF 55

Ratoén --MSQHFHHNPVRVKSGSLFATASEALQARLSKIKRKDKECQAYFRKVIKSTFFQIVMIT 58

Humano --MSQHRHQRHSRVISSSPVDTTSVGFCPTFKKFKRNDDECRAFVKRVIMSRFFKIIMIS 58

* . * * . . * . . . ... * ek ...

Erizo TIVMNAVTMAAETGDTIKAKYRTAFVTLDGI FLG"”A FILKIYAEPIKYFYSAYNLFD 115

Ratoén TVTTNSFLLVLGTNYDI /YVDPITYWKDGYNILD 118

Humano T NAFFMALWTSYDIF YVDPINYWKNGYNLLD 118
. ®*3, 2. ®. *: . : LIS S T L S e L

Erizo VLLISFVQIFLGQIQTTQGPNLSALRTLRALRTLRTLRTV -(SLO"L"TALLDTL« 175

Ratoén VIILIILTIPYLLRKIKGNHSA---YLHFADGIQSLRI L(LZC SRGIR 175

Humano V VMFLPYALRQLMGKQFT---YLYIADGMQSLRILKLI JGIF 175
JHooz: : * 2t .t * L "

Erizo NSVFNVILLLLLLMFLFAIMGYYIFGYKEGMSDKEHWGDLPTAMLTLFT WTDVQ 235

Raton -TVASVLTLLFLLMFVFAILGFCLFGVTD- ”“L"NWGNLASAFFTLFSLA“'“ WTDLQ 233

Humano -TVASVLLLLFLLMYIFAILGFCLFGSPD-NGDHDNWGNLAAAFFTLFSLATVDGWTDLQ 233
:t .t: ht:tﬁﬁ..ﬁht:t: .iﬁ H -ﬁ :'tﬁ:ﬁ :t::tﬁt:t.tﬁ.titi:h

Erizo AELDKL-TEMSRIYTIIFIILGHFIFTNVFIGMIIMNIH AYQOHDOMVERELTIQRK 294

Ratén EELDKRKFTVSRAFTILFILLASFIFLNMFVGVMIMH FERDLTLERNLAIMEE 293

Humano KQOLDNREFALSRAFTIIFILLASFIFLNMFVGVMI HHTEDSIRKFERELMLEQQEMLMGE 293
skk L shkdk okk sk kkk kokokosokkos ase i sese e . H

Erizo KEYLIRRHLXKVRLMLEKQONQGDYKDFYDMVKEFQGTLRHDDYTLSLDLATSLRWIEAYI 354

Raton KQIILKRQOEEVNRLMNT G-SMNFIDMVEGFKKTLRETDPMVLDDFSTSLSFIDIYL 352

Humano KQVILQRQQEEISRLMHIQKNADCTSFSELVENFKKTLSHTDPMVLDDFGTSLPFIDIYF 353
ko2 HH HE T JEopiky R kk %k & : ko hkk sk kg

Erizo TTLDHODNTMYRLOQOLEFEMCNLLAMALEKKLKERYGL------~- 392

Raton VTLDNQDVIVSKLQELYCEIVNVLSLMLEDMPKESSSSLSGLS-- 395

Humano STLDYQDTTVHKLQELYYEIVHVLSLMLEDLPQEKPQSLEKVDEK 398

R H sk sk s el s *k HEd

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL O(1.2.4). fosforilacion por PEC
Erizo: 1 Ratén: 4 Total: 5. Fosforilacién por PKA Erizo: 1 Ratén: 4 Total: 5. Inicio de
regién fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra secuencia
fosforilada por la misma cinasa. Regidén transmembranal. Aminodcido conservado (*):;
Aminoacido con conservacién de grupos débil (.) y Aminodcido con conservacidédn de grupos
fuerte (:).
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Tabla SIV. Alineamiento de secuencias de CatSper4d de erizo
(XP_011682209.1), raton (NP_808534.1) y humano (NP_937770.1)

Erizo MSDEGGNEQGGDIDVVAPQSPMGW‘R«A KQ--FGNAGAAFKKI--RLKVKIANKLGSRN 56
Ratén MSEKH---KWWQQVENID-ITHLG----======—cecccccee—- PKRKAYELLGRH- 32
Humano MRDNEK---AWWQQWTSHTGLEGWGGTQEDRMGFGGAVAALRGRPSPLQSTIHESYGRP- 56
Erizo KNKVEIDDTPRLFTFDPNAIQRGAELCDLFETDEVEEDFNQIVDLDDERVEEVVSQELVG 116
Ratén EEQV---mmee e LINRRDV=-===== MEKKDAWDVQEFITQOMYIK 62
Humano EEQV-=emememc e e e e e e e e e e LINRQEI------ TNKADAWDMQEFITHMYIK 86
R * .. .. * .. ... .
Erizo KMVDSIWFRGLILGVIVMNAIL:T"“'i"LJO<VAWLFF FDYTVLSIFVCELILKWYN 176
Ratoén QLLRHPAFQLLLAFLLLSNAITIALRTNSYLGQK LTILICEVLLGWLN 122
Humano QLLRHPAFQLLLALLLVINAITIALRTNSYLDQKHYELFSTIDDIVLTILLCEVLLGWLN 146
] t: h: i . x i. :ﬁt h_hﬁ: - . :ﬁ iﬁ:ﬁ::ih::ﬁ * *
Erizo GFIIYWKVGWNILDFFIIVILLLGPTLKFLGSSRILRILR-======meemc e e 216
Ratén GFWIFWKDGWNILNFAIVFILFMGFFIKQLDMVAITYPLRVLRLY CMAVEPLARIIKV 182
Humano GFWIFWKDGWNILNFIIVFILLLRFFINEINIPSINYTLRALRLY CMAVEPLARIIRV 206
* * ﬁ:ﬁﬁ tiﬁ!ﬁ:t t- ﬁh HH ] s * *
Erizo VLRAFRNMSNIALLLVILMLVLSVVGVFLFGEDFPSLFGNLQSAMFSLFICVTQDGWMGL 276
Ratén ILQSMPDLANVMALILFFMLVFSVFGVTLFGAFVPKHFQNMGVALYTLFICITQDGWLDI 242
Humano ILQSVPDMANIMVLILFFMLVFSVFGVTLFGAFVPKHFONIQVALYTLFICITQDGWVDI 266
:ﬁ::. :::Q: t....ﬁﬁﬁ tk.ﬁﬁ - .ﬁ. * ﬁ: ﬁ:::tﬁih ﬁtkﬁ!:..
Erizo FERFKNTPH----YMIGAGYFILAITIGSFVFANLVVAVVVTNLVNKNIHG-=-======- 323
Ratoén YTDFQMDEREYAMEVGGAIYFAVFITLGAFIGLNLFVVVVTTNLEQMMKTGEEEGHLNIK 302
Humano YSDFQTEKREYAMEIGGAIYFTIFITIGAFIGINLFY TTNLEQMMKAGEQGQQQORIT 326
h: H H - * -~ H ﬁ!:ﬁ:!. tt.k !ﬁ.ﬁiﬁ H *
BErizo  —-ccccmcmmcmmmrrrrrr e 323
Ratén FTETEE-DEDWTDELPLVHCTEARKDT: EPLVGGPLSNLTEKTCDNFCLVLEAIQE 361
Humano FSETGAEEEEENDQLPLVHCVVARSEKSGLLQEPLAGGPLSNLSENTCDNFCLVLEAIQE 386
Erizo  =-cemmmmmemmmmmrrrrrrmemmre e e ——————————— 323
Ratoén NLMEYKEIREELNMIVEEVSSIRFNQEQONVILH KSATFLSEP----PEGANKQDL 417
Humano NLRQYKEIRDELNMIVEEVRAIRFNQEQESEVLNRRSSTSGSLETTSSKDIRQOMSQQQODL 446
Brizo @  ——ececccccccccccccreceeee e 323
Ratén ITALVSREKVSDSNINMV-NKHKFSH442
Humano LSALVSMEKVHDSSSQILLKKHKSSH472

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL 0(1.2.4). Fosforilacion por PKEC
Erizo: 1 Ratén: 5 Total: 6. Fosforilacién por PKA Erizo: 1 Ratdén: 2 Total: 3. Inicio de
regién fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra secuencia
fosforilada por la misma cinasa. Inicio de regidén fosforilada por PKC sobrepuesta sobre
el final de la secuencia fosforilada por PKA o viceversa. Regién transmembranal.
Aminodcido conservado (*); Aminodcido con conservacidén de grupos débil (.) y Aminoacido
con conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla SV. Alineamiento de secuencias de CatSperp de erizo (XP_011679115.1),
raton (NP_766611.2) y humano (NP_079040.2)

Raton MESPLIYVMLVLLNVFVFSSGVIHNKGKERTYFSCSGEGILTGLHETIKLFLTMDNLKVRC 60
Humano MESPLIYVSVLLLNIFEFSSGIVYNKDDTEKRFACSNKGFPQENEIIKLYLFLENLKIQC 60
EElZo  rmemmrmmmemaem e e e e e e e e s R e R e R e e 0
Ratén FFRNENQSPSKEILGLFTSGGLAPNMIITNSTFYGGYYFKLTPFSNRLEWLIDIPRONIT 120
Humano FFQTENEIASKAMLSVFTSGGLAPSLGIMNSTYNGIFHFNLTLFSDRILWLVDIPRENIT 120
EEIZ0 2 scommcmmmccmmcc e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 0
Ratoén VNTDIAAVEQWMIKITMHEGLNIYDTEGTLLDLVREPILOWNLGRVLTEMEVRDLYPEVN 180
Humano QSTDIAAVEEWLVRITLHHGLNIYATEGTLLDVIREPILOWTPGDVIPESEISKLYPHVV 180
Erizo @  —-mcccccccccccsmccsnccnc s nn s r e rr e r e r e e e e e e e e —— 0
Ratén DIKVTKSPCANDVALIGFMMKPSSNGVFIGKTISGFWTYKECIWHDLTEIIYAELKDEHQ 240
Humano DLKVTKCPCANDVALLGFIVDTIVDGVYIGITFGGFWHDYDTTWFNMTQTIYSQLOEEYE 240
Erizo = - 0
Ratoén GLTVIDLVLTNHFLVILTSLGLYVSSDLRYPTTSQIKLSRAEFCGFERVDYIRGNLWYNE 300
Humano DLSLVDMVLTNHFLVILTSLGLFVSEDLRYPSRHSLSFSRADFCGFERVDYVKGKLWYNE 300
1 4 5 1 B L et e 0
Ratoén KCFANRESFEVDYVTITFNRNRTLSESSSCFFSKEPFLHWLPCVFSTIKNEKSIPRVITF 360
Humano RCFANREHFEVDYVTVTFERNRTLSESSSCFYSQEPFLEWVPCLPHIFKGIKIFPTVLTF 360
Exi2z0d @ ——————————————— e e e e 0

Ratén LIDQETDSGIYLFNVQDTKET AMLKDGKPSPRPKFPS TLPLGMIFHPRS 420
Humano LVDQERGTGVYLFYNKVRKTAIASVSTLRNNEPNSQSKFPIFRFPSSFSSPVGMVFHPRS 420
Erizo @  ——-;emmmmmmmrrrmrrrrr e 0
Ratén HFLYV ) IWVSMDGGNTFEMLCNLFSHHVTKTSNSFYTSDIVFIVEDGRILTTKAGLT 480
Humano HFLYAYGNQIWLSVDGGNTFQLIANFHDDIIKKTFHSFYTSAITFVSQRGKVYSTKAGMG 480
10} & & 4 I et et et e ittt 0
Ratén TYSELGILKDAIFTLYYDQLGYIHKLTPENFDAGSKLLGHGNSGSIFGKRPDLGFEAILV 540
Humano RYSAVGSVTERIFTLYYDHLGFLHKLTLGRFEASGPPTAFGNSRNLFGQPPDMGFETALA 540
Erizo @  —--;ecmmmcrrrrmrrrrrr e e 0
Ratén PQYISTNEMYFFAHVPLTMPTNIQWKKRFKTIHLGKTIEFSKTGLANIKNVYMHKTEPVG 600
Humano POHTSLDEIIFFAYVPENEPQETIYSKKFGNIHYGKVIHSGKTGRAYIRKVLQO-HTTPKG 599
Erizo ——;emmmmmmmmmmmeeeeee MLWQDG===== e e m e NHG 9
. *
Ratén FQTSIHTEIIVPFGIENSKDSPCLLSDLEITYSGKLYYTIKLLSKNPLHELKSTDVEKSV 660
Humano FLSSVIAEMKEPFGLEEVNESSCLSSSLLINKAGNVYK-LTLDSQVVQALFEDTDIEKTV 658
Erizo NQTDTE-======—m e e e e DEGKNVLNKTAVGQEI 31

o % 5 s &
Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL 0(1.2.4). fosforilacion por PEC
Erizo: 0 Ratén: 22 Total: 22. Fosforilacién por PKA Erizo: 1 Ratdén: 3 Total: 4. Inicio
de regién fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra secuencia
fosforilada por la misma cinasa. Inicio de regién fosforilada por PKC sobrepuesta sobre
el final de la secuencia fosforilada por PKA o viceversa. Regién transmembranal.
Amino&cido conservado (*); Aminodcido con conservacién de grupos débil (.) y Aminoéacido
con conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla SVb. Alineamiento de secuencias de CatSperf de erizo
(XP_011679115.1), raton (NP_766611.2) y humano (NP_079040.2)

(continuacion)
Ratoén LIPGYSSFLIMNITDKW--TASALATMPQ-AIKSNLKFLTGSWFLYNFGTAGGRKWSIST 717
Humano VLPGYSSFLITSILDNK--NALAIATMPE-SAPNNMTFLKSTWFLYNFGORNGRTWKIYS 715
Erizo VGSGM-RLLITNMRSLSDGTLVAMATSQEPSLHANMRTPDI---==-—-- AENVIDLLLKE 82
: * Hiok S B . % 3 HE %32 . :
Ratén ROCNYWIQQODSLDFMSLNLVKYIDVGNTIDFQFKIIPK--AMSTFPIPPVSMVVGNPGLV 775
Humano KPCNYWFQHDDS--PSLNIVKYIDLGNSYVLKAKVIRNAKGFRMLEIPLLTVFVGNPNLL 773
Erizo SPCQHVMTPHSS--VAKQ PTRYMDVGDAFTFQVSASYVG‘ IN 139
kos o . RN .
Ratoén EVKTQGVFDLNENYYLDIHEVSGRFFQKGSTS VLWEGSSKCYAITLLPTIKSSCSYLR 835
Humano EVTAEVTFDDTDSYVITISAASKVLHQGSTSLAFIMWSASTECFVTTMVPTLKSSCSYLR 833
Erizo HVQTRRSYNRYGMETAFITVRHRVYNKGVSSILISIPSASLRCDSVSFTFTMHCTCPPTK 199
PR HH * ., e 28% Wy 2 3 we¥® % HH 3tua¥ .
Ratoén MGISIPLTDNFYHADPSKP 895
Humano SMHHIPSKFIPFEDWISGVHKDSQGFNLIKTLPINYRPPSNMGIAIPLTDNFYHADPSKP 893
Erizo RLHEFIYDPPVTSQEFLYGSPKNRKNQSLLSTLDVNYRPPSRLGISVPLTNNIYNADPSQP 259
:t‘ & 2 -3 * !- . o * . tt!t!! tt iﬁt-i t:k!tﬁ
Ratoén 'KQCANVTSRAMCNCSEH 3 955
Humano IPRNMFHMSKKTGKFKQCANVSTREECNCTKDQKFSHAVAFSDCREKVPRFKFPITQYPV 953
Erizo RLNDHYEV YKQCAGKQSREDCHCTDEMRLSSLELFTDCREKVYRITYTENLYPH 319
. 2. * * :k :ﬁ!kh_ :t k:t:_. ::t t.ﬁﬁ.ﬁﬁﬁ k:.: . * *
Ratoén VLEIFNERDKISAEPPYLVTMTEVNMRKNWQLKHNEPENVKKMKHYLEPLLKTPVYNPLG 1015
Humano SLEIINEDGRVPLOSPYLVTVTEVNMRENWKLKHTVPENIKRMKOQLVEPILGAAVYNPSG 1013
Erizo LVIGERGKDDEVLAAPYILTIKEVNDREDFVIEAADVVYMSEIGKVVE-IPVNQLHSPNQ 378
: . . ks olg ek ok 22 22 Siad 5 2™ HECP R
Ratén LNLTIQGSELFHFKVSVVPGVSFCELSEEFQIYVDEVPLPFPGHALIAVATSVVLGVLIF 1075
Humano LNLSIKGSELFHFRVTVISGVTFCNLIEEFQIYVDEAPLPFPGHTLIAVATAVVLGGLIF 1073
Erizo VIDGFSYCKLEDEVQVFVDRAPLPGLSOMIIFATVSLLMGGVVF 438
e SoWiR ok Woldw, Wkw ot 0% 50003 g%
Ratoén IAFVFQLRNIHPLKALKKSIRGNPGLTSSTTVSS-=-=====—- 1109
Humano ’AFHFQLQGIHPWRTFQRWIRRNQBKFSSISLSELIHRSKSEE 1116
Erizo AIYLNY SQLART ——===~ RSNMALFQ——-=—====r==—r= 461
.. .. . .. * *

N Y N Y .

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL 0(1.2.4). fosforilacion por PEC
Erizo: 21 Ratén: 14 Total: 35. Fosforilacidén por PKA Erizo: 10 Ratén: 7 Total: 17.
Inicio de regidén fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra
secuencia fosforilada por la misma cinasa. Inicio de regidén fosforilada por PKC
sobrepuesta sobre el final de la secuencia fosforilada por PKA o viceversa. Regién
transmembranal. Aminodcido conservado (*); Aminodcido con conservacién de grupos débil
(.) y Aminoacido con conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla SVI. Alineamiento de secuencias de CatSperY de erizo
(XP_011679048.1), raton (XP_006540153.1) y humano (NP_067008.3)

Erizo ssececccmcccccccccccccccccsr s s s s r s s nr e s e e e e 0

Ratén MOPLAKRCVTLWVWVWVGITKLSKEIE (YLDRPLSEAKCSW {VSRPAMS 60
Humano  —--cecccccccccccccrccc e e ———— MCGPAMF 7
Erizo 2  —mceeemcccccccccccccccc s s s s crc e ncc s e e e e e 0

Raton PVSPVWPRKPNLWAFWVLRLVLLLSL AEDTLQHCTWLLVLNKFEKVGLELSKDRFQD 120
Humano PAGPPWPRVRVVQVLWALLAVLLASWRLWAIKDFQECTWQVVLNEFKRVGESGVSDSFFE 67

Erizo ==cemmccmemcmmncmm s m s e e e e e e e e e e ————— 0
Raton HEPIDTVAKVFQKLTDSPIDPSENYLSFPYYLQINFSCPGONSEELARKGHLMGMKPMVR 180
Humano QEPVDTVSSLFHMLVDSPIDPSEKYLGFPYYLKINYSCEEKPSEDLVRMGHLTGLKPLVL 127
Erizo  ——mcmmmemmmmmmmmmrrm e e e ——— 0
Ratoén INYMYSVNFYRWEMENLQILMEAAPMRSTGYCPAEAMCILNWYTPMPFKNGSVVSSVDIY 240
Humano VTFQSPVNFYRWKIEQLQIQMEAAPFRSKEPCMAEEVCSMSWYTPMPIKKGSVVMRVDIS 187
Erizo 0

Ratén TNGIGPFIPKKRFYVNMNGFLKRDASGKSLFAIGYESLVLKSSHFRI YTVNHA 300
Humano SNGLGTFIPDKRFQMNINGFLKRDRDNNIQFTVGEELFNLMPQYFVGVSSRPLWHTVDQS 247
Erizo @  —-mecccmmmccddcmccrmrrr e r e - 0

Ratén PVFILGGFYDEKAILFSDSNFQDYVLLELSIDSCWVGSFYCPILGFSATIHDAIATESTL 360
Humano PVLILGGIPNEKYVLMTDTSFKDFSLVELSIDSCWVGSFYCPHSGFTATIYDTIATESTL 307
Erizo 0

Ratén FIRQNQLVY JVRVLPSECIKRLCPVYFSGNGSEYVLALTTGK 420
Humano FIRONQLVYYFTGTYTTLYERNRGSGSWIRVLASECIKKLCPVYFHSNGSEYIMALTTGK 367
13 5 5 1 B et 0

Ratén NEGYIHIGTITDGLVSFEMVPDGWSVCEKLPGKNCSIDWATYITDERNLLLLVKIDS--- 477
Humano HEGYVHFGTIRDGQVSFEMLPROWSVCEQIGVTTCSIIWSEYIAGEYTLLLLVESGYGNA 427
Erizo ssccccccccccccccccccccccc s cc s r e rrcc s e c e e e - 0

Ratén -GQFYLVNFNTEFKTLNILYKIPEFIPEAKELDFLVLLDTVTYTNTPMTPKGLFFNTLNN 536
Humano SKRFQVVSYNTASDDLELLYHIPEFIPEARGLEFLMILGTESYTSTAMAPKGIFCNPYNN 487
Erizo 0

Ratén MLYIWGNFI ) 596
Humano LIFIWGNFLLQSSNKENFIYLADFPKELSIKYMARSFRGAVAIVTETEEIWYLLEGSYRV 547
Erizo 0

Ratén YQVVPSQOGWE KLOKMOKSPLYSTNESLVSLFYQDENLFQLVYLFDVGKERLVKRLLP 656
Humano YQLFPSKGWQVHISLKLMQQSSLYASNETMLTLFYEDSKLYQLVYLMNNQKGQLVKRLVP 607

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL O(1.2.4). Fosforilacion por PEC
Erizo: 0 Ratén: 18 Total: 18. Fosforilacién por PKA Erizo: 0 Ratén: 7 Total: 7. Inicio
de regidén fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra secuencia
fosforilada por la misma cinasa. Inicio de regidén fosforilada por PKC sobrepuesta sobre
el final de la secuencia fosforilada por PKA o viceversa. Aminodcido conservado (*);
Aminodcido con conservacién de grupos débil (.) y Aminodcido con conservacién de grupos
fuerte (:).
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Tabla SVIb. Alineamiento de secuencias de CatSperY de erizo
(XP_011679048.1), raton (XP_006540153.1) y humano (NP_067008.3)

(continuacion)

EELZD = o o o oo o i i s ot e ot e e et e o
Ratén VGTLMEYNLP-KPFTVVNQGNYKMITFTNTCPFKAIHAVDVPKKQHASRTESYVALPPLV
Humano VEQLLMYQQHTSHYDLERKGGYLMLSFIDFCPFSVMRLRSLPSPQRYTRQOERYRARPPRV

Erizo
Ratoén
Humano

Erizo
Ratoén
Humano

Erizo
Ratén
Humano

Erizo
Ratén
Humano

Erizo
Ratén
Humano

Erizo
Ratén
Humano

Erizo
Ratén
Humano

Erizo
Ratén
Humano

Erizo
Ratén
Humano

Erizo
Ratén
Humano

Erizo
Ratén
Humano

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL 0(1.2.4).

Erizo: 12

———————————— MIYQVIVHHLLSEKEDL YQ
SESLGFHNNNTLAVYQGLVYYLLI :

LERSGFHNENSLAIYQGLVYYLLW----LHSVYDKPYADPVHDPTNRWWANNKQDQDYYF

s k% sk k% L] * o * Rk ke .. -
YLFONKNLOSGIHIDPDAYYLOPFGNTPEDTKTLPSTIYLDKHEVFEFAISLELGLTHSN
YLFSNRLAAEGIYINMNAYQKLY---NMSGDYGIPDLFFLDKGNWFTFTVVLLSHQDTFT
FLASNWRSAGGVSIEMDSYEKIY---NLESAYELPERIFLDKGTEYSFAIFLSAQGHSFR

LR ke *: 1% e se 2%, 2vAw : ®zaz ®

ALELQAGP
) /DKKLSLSLVLADPECLSVTATREFLLNRNTLL IDKKRCSEQGMV
TQSELGTAFQLHSQVDVGVVLADPGCIEASVKQEVLINRNSVLFSITLKDKKLCYDQGIS

M elal k% *,

GVDLYPASVLIHVWHSTFSCFIKEGDIFKPEGIYTMDIMLGCPPGRKLVFDLQLSID
GRNIKKTSMLIKVLGAPGNCIQRTYLGDHIQGIRLVPIFIGCPPGKRLAFDVSYTI
GHHLMETSMTVNVVGSSGLCFQETHLGPHMQGNLMVPVFIGCPPGKRLAFDITYTLEYSR

* oS = sk H * 2 . H .k ¥ trskkkhkk o ok ki

LOTTFYYDCPIVTQNRPCLHYHDVFRPMFKVVDFTTGEASLFEGLYTLTVLGGSHSSEED
EINKHYFDCVIKDAEMPCFLFRDLFQPFFLVQDLVTGDSGSFLGSYVLKVVGGGRTLN-T
LKNKHYFDCVNVNPEMPCFLFRDIFYPFFLIQDLVTGDSGSFQGSYVLLVVGGGPTLD -S

R P kR rakak kak 2 kg kkra Kk Rk Kk Rk kkk

IVLFTPEEQQRYNNL-DISGSRILQPVKVESIINDSIPVYSLHNNTIKWVCKGGSPCSDV

IRDYTEEEIFRYNSPLDTTNSLIWKTKVERTTEDKKFYIMSHESPGVEWLCLENSPCYDI
LKDYSEDEIYRFNSPLDKTNSLIWTTRTTRTTKDSAFHIMSHESPGIEWLCLENAPCYDN
* * ok * - * * - --t-’ . *

PPSKLLRSPEYYFLIEMSNHGVDTDSTYCQYDLQFVVHVHGMD
IPQSI-YPPEFFFKLLVSNRGVDN-STYCDYKLTFIVHIHGLPL:
VPQGI-FAPEFFFKVLVSNRGVDT- STYCNYQLTFLLHIHGLPLSPKRALF'

* . HRrak 2 R kRN KRk sk k RrakrkE: : * e e

”LIVVGIYTMD
FIVMVSTSFF
"-)A\) v F

SLFEGLYTLTVLGGS-------

---ETYSSSSSSGGFTLHS

* s e L * - .

INDSIPVYSLHNNTIKWVCKGGSPCSDVPPSKLLRSPEYYFLIEMSNHGVDTDSTYCQYD

715
667

48
771
723

108
828
780

159
888
840

217
948
900

277
1007
959

336
1067
1019

396
1125
1077

456
1159
1111

508
1203
1157

568
1203
1159

628
1203
1159

Fosforilacién por PKC
Ratén: 22 Total: 34. Fosforilaciédn por PKA Erizo: 2 Ratén: 9 Total:

Inicio de regién fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra
secuencia fosforilada por la misma cinasa.
sobrepuesta sobre el final de la secuencia fosforilada por PKA o viceversa.

B

Inicio de regién fosforilada por PKC
Regidn

transmembranal. Aminodcido conservado (*); Aminodcido con conservacién de grupos débil
(.) y Amino&cido con conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla SVic. Alineamiento de secuencias de CatSperY de erizo
(XP_011679048.1), raton (XP_006540153.1) y humano (NP_067008.3)

(continuacion)

Erizo LVKNDEDYYGFPPDEYDELEY 688

Ratoén 1203

Humano @ -—-=---;eemccmrrmmrrrrrr e 1159

Erizo NMDSSR DRSKT 717

Raton ==memrsaeree s eaane e 1203

Humano ---------—--m o 1159

Los allneamlentos se h1c1eron con el programa CLUSTAL 0(1 2.4). Fosforilacién r PKC

Erizo: 3 Ratén: 40 Tot 43. Fosforilacién por PKA Eriz 4 Ratédn: 16 Total: 20
regién :csf ) o laa: por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra
fosforilada por la misma cinasa. Inici le regién fosforilada

ine d : cuer f Amlnoac1do

conservado (*); Aminodcido con conservacién de grupos débil (.) y AmlnoaCLdo con
conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla SVII. Alineamiento de secuencias de CatSperd de erizo
(XP_011683737.1), raton (NP_780559.2) y humano (NP_689997.3)

EEXZo - ——mmmmmmm e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 0

Ratén MLVLMLARAVATMV---RAHTLCRVHTVRTGKVFKSNIQLQGDPLFYAFPNTFVLKNVCK 57
Humano MLMLMLVAAVTMWLRPLVTAQLCRSRTVRTGKVFNLIQDVQGDRLYFHPTTTRLIKHPCE 60
Erizo @  —-memmmrmrrerrmrrrmrrrr e 0

Raton ADISVYLGQKVFLTIDNFESSLLPLTVPKSLAVGVPSITSAHFVSGSLVLFVISGKGYSY 117
Humano KNIALYLGKQVFFTMDNFETSLLPFTIPTSMQVGVPEVTSAHFA-GSLLLLVVDOKVYIY 119

Erizo  ——mmemmemmmmrmmrrrr e 0
Ratén DYYENTWRKLEGISEPVSHISGDVCCFKGS-FCLELSNNLFAYLRGGQIPGTNIYFSDNG 176
Humano DYENNSWSMSLGIKHPVTHVSGDNCCYTGSLFCVHVSNLVFAYFRGDQISQTYIYYSNTG 179
Erizo 0

Ratén GFSFQLMNTDKLSHLTGTLGGIFHLHSMSQVGVLMVENNLGTFHYMEYPLNHSMGIAFSY 236
Humano GFSFWKYHYDRQAEIIGSLGGIFHFFSLSQVAMLVVNQGKGMFKYSDHPLNRSFGLSFDY 239
Erizo F 15
Ratén KNLLEVIMKPYQRGFMVLWNQKSILVSS :SQIVEHVRLIDQKIFTDLDVEHANINIYSV 296
Humano NGTLDILIAPGQRGILLLWFENSLLFSHNAGQLVDTVRVKKGDO)TLFSSIFEAKITIHNI 299
. * . . .
Erizo @  —--;mmmemmmmmmmmrmemeeeee e LHVDDLIDSNSAIIFDKQSNIFIMNA---- 41
Ratén ASNAYELAFLVAEDHLYYGSQSYMGTYVIKLPHQPLWSTHTSIYFEDIGILQVLTPVADP 356
Humano AVTENELAVITREDNLYYGNLGIVPSSIIKFADQYIWSEDVALMFRSPGTLEILTPLRDT 359
. .. * . e
Erizo -=-RHYDLD SSLVYLASELIYPSEVLEEQGHDLPTCPFLLFTADFGSELFYIDIG 99
Ratén HFAAYDFDK CTVNVQ)SSLMDEKLALQPCNVELLESTMINTMFTIDMN 403
Humano AFPAFDFQK-=========——— CLVNIQALLMDPELHVGKCKIEFLTGEFIYRMYTIDMH 406
.. . * - - .. - .
Erizo HSLILRASFIPSLWONSNIMIYPSNPSIITVSTSLTTGDPIGHGLQKIEVSASIS----L 155
Ratén SKLKLSALMIPRKGENPTPLVMVSNPHALGFKANLNEFGNTFDGNSKYKLDIELKQQHHW 463
Humano SQLELTASLIPQPGTSLIPLVMVSNPHSLGFQATFYENGYTSDGNTKYKLDIFLKQQQHW 466
SRRk skk . g waw 1 3.3 . L O
Erizo TGDQPDIEDGEYIDGLTTVTFTTAE ( : 214
Ratén GNSDFNFTASIE ;IADKTLSCVDL/PLSTL"" D! /'VONKISACT 523
Humano GRTDSNFTSSLKKATMSTLTVDIANKEISCVDIKPLSTLISVGCDLDKKIVIQNKVSACS 526
- .. L * . ... . - . * - * * * ...
Erizo W -===- SCEYLKNYVYTFERDEYDPSFLEGTNGISEDQGILSIQYDYGRHGCPD(S > 269
Ratoén MGILNPVQLOKNYTYTIEKEAYDPINHNGE----- AQDDLIVFYEYKDLGCPRLVYYDKP 578
Humano MGILDPLTLQDNYSFIIEKEFYDPGFQGQQ—-=---- SSEDLHVFYSYQQLGCPLLVYYDTL 581
-ht N :ﬁ:: - e . * C i-t - e tt-
Erizo YKPHFDLYMGDEFIEKMDTDYAMIEIHGAHNYDYLMTAKQAGCTORPOSWVEMLTLONTT 329
Ratén WKPVVELWKNGIVEEIMNAEYVISEINGLVTYSYSLTAATANCRSQPONWSTFESDIEN- 637

Humano WKPVVELWRKDSFQEVIDAEYVLLEVNGQFSYSYSLTAQSAMCTSQPQNWTTMIKE--F- 638

EEEEE trrak L eaarw R

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL 0(1.2.4). Fosforilacion por PKC
Erizo: 14 Ratén: 22 Total: 36. Fosforilacién por PKA Erizo: 7 Ratén: 10 Total: 17.
Inicio de regidén fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra
secuencia fosforilada por la misma cinasa. Inicio de regidén fosforilada por PKC
sobrepuesta sobre el final de la secuencia fosforilada por PKA o viceversa. Aminoacido
conservado (*); Aminodcido con conservacidén de grupos débil (.) y Aminoacido con
conservacién de grupos fuerte (:).

XX



Tabla SVIIb. Alineamiento de secuencias de CatSperd de erizo
(XP_011683737.1), raton (NP_780559.2) y humano (NP_689997.3)

Erizo KDPSTAWTRY LN~ =i = o miom miem e  om cm on cm  m  m c  m m  m  mim 342
Ratén -EEPFLWNRENYVSCHEDNKDNPLLWPNVEYQVLGGOTNNKIIFGQORNGIYTFHLSVVDP 696
Humano GGPFFHNRLNV'cc iDPNNNAPLRWPDVQYQILGGRTANQIIFGH-NGFYVFYISIVDP 696
BELZO 2 memmm e e e o 342
Ratoén YYSYCNLNTIFSVYVHGALPV <FOPLLTZLLH‘TTTLL”AULAVA PKOLRSEKGQRLL 756
Humano YYSYCQLETIFSIYVYGAFPVQLVSAGVVILLIISSILGSVWLAYKTPKLLRTARGRR 756
03 5 I L I it 342
Raton GFC LQLCL ‘RGKLRQWLRPR.’(“ONRu( Q‘AO( iPET805
Humano KCATQLCRRCKTV "OFQAoA”ARAGTEPPuRﬁR PHGGRSDH------- 798

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL O(1.2.4). Fosforilacion por PEC
Erizo: 0 Ratén: 1 Total: 1. Regidén transmembranal. Aminodcido conservado (*);
Amino&cido con conservacién de grupos débil (.) y Aminodcido con conservaciédn de grupos
fuerte (:).
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Tabla SVIIl. Alineamiento de secuencias de CatSpere de erizo
(XP_011664202.2), raton (PODP43.1) y humano (NP_001124429.1)

Erizo = = —---mmmmm oo 0
Ratén MPSAGORKPGSLLALQALQKWLLRGGVGAMLARQVVAALLLWLSCCVSALWRYYINSQDY 60
Humano - -—-———=""———--—-—————————————————— MSAREVAVLLLWLSCYGSALWRYSTNSPNY 30
Erizo = = —ommmmm oo 0
Ratén SIFSTRSSIKLEYEGNSEVSWKIPESCKVENTTSPKTTLHCKRAGIHTIKPIA-GNQEVE 119
Humano RIFSTRSTIKLEYEGTLFTEWSVPETCFVLNKSSPTTELRCSSPGVHAIKPIVTGPDEEE 90
Erizo = oo oo 0
Ratén RHLTVDNSYICYLWYFTVVDVYYNLSQIVTIWVYDPESASTEELIWTAKKPSLSSRVLTK 179
Humano RYLFVESSHTCFLWYYRVRHFFNNFTQLITVWAYDPESADPDELLGNAEEPSINSIVLST 150
Erizo oo 0
Ratén OMNTLGORPFIFTVEKRLTYHPGPLTSEGTWVIHLPMSSDDIAKVIRGNKVAFQDCFIAN 239
Humano QMATLGQKPVIHTVLKRKVYSSNEKMRRGTWRIVVPMTKDDALKEIRGNQVTFQDCFIAD 210
Erizo = = —--mmmmmm oo 0
Ratén LYFMLTYPMTIISEPPGYEPLTVPPGSPLMLSWDTCISTFALLATDQETFQTNDSFQTWT 299
Humano FLILLTFPLLTIPEIPGYLPISSPRGSQLMASWDACVVASAVLVTDMETFHTTDSEFKSWT 270
Erizo = = —--m-mmmm o 0
Ratén RVRAPPGILSDAQRHSLRDVIIFDQGTLFLVDGTVYLRTEDEFTKLDESRGISETGILGE 359
Humano RIRVPPDILSDDERRSVAHVILSRDGIVFLINGVLYIKSFRGEFIRLGGIVNLPDGGITGI 330
Erizo = = —--—-mmmmmmmmm oo 0
Ratédn SKRRWCQIRYLYKLASKKSILIAWSKTTVYAGYATFREVTLTDTAKLKDFLKLPQTDTLE 419
Humano SSRKWCWVNYLLKAKGRRSTFAVWTENEIYLGSILLKFARLVTTTELKNILSLSVTATLT 390
Erizo = = —ommmmmm oo 0
Ratén VMSVEYLWHPLEAAVLLSHCSVCTTNTRNIRIVIYSAIFQTWTLODFELQLPKEAILEFR 479
Humano IDRVEYTGHPLEIAVFLNYCTVCNVT-KKIFLVIYNEDTKQWVSQDFTLDAPIDSVTMPH 449
Erizo = - MTIHNTLD---N-—---— EVEIEPFIKQLTVTMDGCII 29
Ratén FLYSAMPDIIMWDQHHVYYSYKNFTVVGTISTPSGETNLSSLSQGSKIHQVLTDRIGNVV 539
Humano FTFSALPGLLLWNKHSIYYCYHNFTFTGILOTPAGHGNLSMLSNDSITIHEVFIDYYGDIL 509
. % . . K e oo . *
Erizo VLSSHNVLYTSQYHQKV-LIKHSSLAVPDNDLAIYTNEVDQIYILQLD----— GNEAERT 83
Ratén VKMENNVMFEFYIKADITEAVILHTWVNTTAKTV-VLFDKSFEVCILYYNENLDEKYQLQTQ 598
Humano VKMENNVIFYSKINTRDAVKLHLWTNYTTRAF- IFLSTSGQTYFLYAL————DDGTIQIQ 564
* ** . . . * . .k
Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL O(1.2.4). Fosforilacion por PEC
2 Ratén: 28 Total: 26. Fosforilacién por PKA Erizo: 1 Ratén: 9 Total: 10. Inicio

de reglon fosforilada por una cinasa (PKA o PK&) sobrepuesta sobre otra secuencia
fosforllada por la misma cinasa. Z“ o de reg

el final de la secue a S

Amlnoacldo conservado (*),
Am1noac1do con conservacién de grupos débil (.) y Am1noac1do con conservacién de grupos
fuerte (:).
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Tabla SVillb. Alineamiento de secuencias de CatSpere de erizo
(XP_011664202.2), raton (PODP43.1) y humano (NP_001124429.1)

Erizo SYSLKADMGSIVNQLEHTECMYFQFKEGPQYEVYYVDLRDSAIIWAQLVYSADRYNDIET 143

Ratén PYPLILELQSIN-KDLGDWCPYLAFQHNIHSQFYHMDKGESLTIWSQIVYPENRGLYIVV 657

Humano DYPLHLEAQSIA- FTTKDKCPYMAFHNNVAHVFYFLDKGEALTVWTQIVYPENTGLYVIV 623

* % . % ** *:_. .*.:* s ****

Erizo VINRPDKLIVEEQVMTDEFNPGSKLI--KKIFRVRSNFLFEEGRRYEEALALATGLVTIEM 201

Ratén EEYGSS?M——TWTQNLEYEIASGFCTKTMITRFFQTTNYELVDNYYQLQKENTGLMLLQF 715

Humano ESYGPKIL--QESHEISFEAAFGYCTKTLTLTFYQNVDYERISD rETQDKHTGLVLVQF 681

. .. .k *** .

Erizo RPRRLGIGCHSPSKMVSELEIGCPPHRHIRVHK--PTECQDYG-SYIINRRSYVQENDEP 258

Ratén RPSEFSRTCLTAK-PVFEIDVGCDSSKYIMVRGFNKSRCQRRDFSYVID-KELL---RES 770

Humano RPSEYSKACPIAQ KVFQIAVGCDDKKFIAIKGFSKKGCHHHDFSYVIE KSYL———RHQ 736

R . . - O - *0 o FRGEE

Erizo PATEMVVEYDKQLYGCPIILTVKDVFKPEIDLYDEDVFVESMTAGFVMWEDNGRHDFTYT 318

Ratén LSDNLKVRYDVAKYGCPLTLELGQMFQPIVELYDENGFIKIVDANFILWEIHGRNDYTFN 830

Humano PSKNLRVRYIWGEYGCPLRLDFTEKFQPVVQLFDDNGYVKDVEANFIVWEIHGRDDYStN 796
. * * ****: * 5 . *:* b * * . e siee e o’ * ** ** * .

Erizo ASMQSAGCLRLAQTWEKMKEGVSDDLPVKDIWGPHNYKSCFLYEVTETRLLHDSYQILNQ 378

Ratén STMEQNGCINEAQTWDSMIEE-NPDIPLDDVWGPQNYRPCFSYAIGKPGDLGQPYEILNY 889

Humano NTMAQSGCLHEAQTWKSMIEL-NKHLPLEEVWGPENYKHCFSYAIGKPGDLNQPYEIINS 855
:* . **:. ****..* * . .:*:'::***‘**: dk * : : %* H *:*:*

Erizo SGDNSVRWLATGDDQLYLFSLHVVDPYYSYCSLEARVAVIVSDESLVEVRETPLLRISLG 438

Ratén SNKNHIKWPM-TYAGMYVYRLKILDPNYSFCNLTTIFAIESLG--MIPRSSVYLVAALIF 946

Humano SNGNHIFWPM-GHSGMYVFRVKILDPNYSFCNLTAMFAIETFG--LIPSPSVYLVASFLF 912
¥, K 5 F IR SRk Wik ke B g . 58 o N :
Erizo TFAGLTGSILIATYFYYRRGHIHDLAQDLHHNYGEKAEPEEDHEQGDNSDD 489
Ratén VLMLTFISILVLSYFWYLKIYRQFITIEPLHKRPAKQKKN-=-——=——————— 985
Humano VLMLLFFTILVLSYVRYMRIYRRYIYEPLHKPQRKRKKN ———————————— 951

** ** * . . . . **

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL 0(1.2.4). fosforilacion por PEC
Erizo: 10 Ratén: 6 Total: 16. Fosforilacién por PKA Erizo: 7 Ratén: 5 Total: 12. Inicio
de regidén fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra secuencia
fosforilada por la misma cinasa. I gidén fosforilada por PKC sobrepuesta sobre
el final de la secuencia fosforilada por PKA o viceversa. Regién transmembranal.
Aminoacido conservado (*); Aminoadcido con conservacién de grupos débil (.) y Aminoéacido
con conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla SIX. Alineamiento de secuencias de CatSpere de erizo
(XP_030855090.1), raton (PODP43.1) y humano (NP_001124429.1)

BELZO e s e g i MMSKTVVLHLMLIVFGAFLCMDFGGQSKLAN 31
Ratdn MPSAGQRKPGSLLALQALQKWLLRGGVGAMLARQVVAALLLWL----SCC-————--——— v 47
Humane —————————— e ————— MSAREVAVLLLWL-=--=-SCY=-======—— G 17
* * N * . *
Erizo GTQWSANQDTLPEEATLEFSTRLPLKVRYLGDQDTFMRWEAPAHCSAANSSDVETEISCST 81
Ratén SALWRYY--INSQDYSIFSTRSSIKLEYEG--NSFVSWKIPESCKVENTTSPKTTLHCKR 103
Humano SALWRYS--TNSPNYRIFSTRSTIKLEYEG--TLFTEWSVPETCEFVLNKSSPTTELRCSS 73
* . :***‘k :*:.* * * ‘k. * * . *.:. * : *.
Erizo AGLHRVRLQYVHDGQIINDSRVMIMKNTPLCYRWYVLVETGVENTDDIVVKVWIWDPLLS 151
Ratédn AGIHTIKPIA-GN---QEVERHLTVDNSYICYLWYFTVVDVYYNLS-QIVTIWVYDPESA 158
Humano PGVHAIKPIVTGP---DEEERYLFVESSHTCFLWYYRVRHFFNNFT-QLITVWAYDPESA 129
-l B ¥ % Bauz hp A% @ * ByLgd pRE
Erizo SLEEMKQTAIKPSKFSERLTKIFAGKGQVPGLLEVIPDPRFQLDCSNMTFLPSHSMWEFY 21
Ratdn STEELIWTAKKPSLSSRVLTKQMNTLGQRPFIFTVEKRLTYHPG---—— PLTSEGTWVIH 21.3
Humano DPDELLGNAEEPSINSIVLSTQMATTGQKPVIHTVLKRKVYSSN ————— EKMRRGTWRIV 184
. * . . * ~k~k * * s . . **  *x . * . . .. *
Erizo VRVSRCKAHRVQVSGKPSVASHGCFIRDTKAVISSMCIDEILQSEGSLTLKGQLGVSI-V 270
Ratén LPMSSDDI--AKVIRGNKVAFQDCFIANLYFMLTY-PMTIISEPPGYEPLTVPPGSPLML 270
Humano VPMTKDDA——LKEIRGNQVTFQDCFIADFLILLTF PLLTIPEIPGYLPISSPRGSQLMA 241
Er g EEE 33 z; & ; & - I *
Erizo IKDPCNQDTAFLIMSGQCVEFTTDGFKSTDHIMVSPELLMGASVN-VRDIAITSDSIIYQL 329
Ratén SWDTCISTFALLATDQETFQTNDSFQTWTRVRAPPGILSDAQRHSLRDVIIFDQGTLEFLV 330
Humano SWDACVVASAVLVTDMETFHTTDSFKSWIRIRVPPDILSDDERRSVAHVILSRDGIVFLI 301
*  k * * . z . * * * T3 Tz . * :*
Erizo EEGYLLIQDRSSGTFMRLT-—-———- EFQVNAIEGRPACHHSQMRKI--ENAMFLGWDNEY 381
Ratdédn D-GTVYLR--TEDEFTKLDESRGISETGILGFSKRRWCQIRYLYKLASKKSILTAWSKTT 387
Humano N-GVLYIK--SFRGFIRLGGIVNLPDGGITGISSRKWCWVNYLLKAKGRRSTFAVWTENE 358
 r 82 H ® g g P o2 ® % g ® «s2 ¥ *
Erizo IYIWYEAELLQSIQVSK-———————————— EEVSSLQYPFWLSEDIMEASHSS-—--———- 421
Ratén VYAGYATFREVTLTDTAKLKDFLKLPQTDTLEVMSVEYLWHPLEAAVLLSHCSVCTTNTR 447
Humano IYLGSILLKFARLVTTTELKNILSLSVTATLTIDRVEYTGHPLEIAVFLNYCTVCNVT-K 417
* . . . .k * . .
BrAZ@ = e o i i e e e i ot it i e e, e iy o e e o e et 421
Ratdn NIRIVIYSATFQTWTLQDFELQLPKEAILEFRFLYSAMPDIIMWDQHHVYYSYKNFTVVG 507
Humano KIFLVIYNEDTKQWVSQDFTLDAPIDSVTMPHFTFSALPGLLLWNKHSIYYCYHNETETG 477
Eiidsl = o e e e i i i e e 421
Ratdn TISTPSGETNLSSLSQGSKIHQVLTDRIGNVVVKMENNVMEFYIKADITEAVILHTWVNTT 567
Humano ILQTPAGHGNLSMLSNDSITIHEVFIDYYGDILVKMENNVIFYSKINTRDAVKLHLWTNYT 537
Erizo = = ———m e 421
Ratén AKTVVLFDKSFEVCILYYNENLDEKYQLQTQPYPLILELQSINKDLGDWCPYLAFQHNTH 627
Humano TRAFIFLSTSGQTYFLYAL----DDGTIQIQDYPLHLEAQSIAFTTKDKCPYMAFHNNVA 593

Los allneamlentos se hicieron con el programa CLUSTAL O0(1.2.4).

13 Ratén: 28 Total: 41. Fosforilacién por PKA Erizo: 2
Inicio de regién fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobr
secuencia fosforilada por la misma cinasa. Inici le regién fosforilada
rey nal = ia fosforilada g PKA o viceversa. Am1noac1do
conservado ( ) : Amlnoac1do con conservacién de grupos debll (.) y Am1noac1do con

conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla SIXb. Alineamiento de secuencias de CatSpere de erizo
(XP_030855090.1), raton (PODP43.1) y humano (NP_001124429.1)

BRIZIO =~ e e e e e e e e e o e e i e e e e i e 421

Ratén SQFYHMDKGESLTIWSQIVYPENRGLYIVVEHYGSSVMTWTQNLEYEIASGFCTKTMITR 687
Humano HVFYFLDKGEALTVWTQIVYPENTGLYVIVESYGPKILQESHEISFEAAFGYCTKTLTLT 653
Erizo = = —---mmmmmmm e - 421
Ratén FFQTTNYELVDNYYQLQKENTGLMLLQFRPSEFSRTCLTAKPVFEIDVGCDSSKYIMVRG 747
Humano FYQONVDYERISDYFETQDKHTGLVLVQFRPSEYSKACPIAQKVFQIAVGCDDKKFIAIKG 713
Erizo = —ommmmm s e 421
Ratén FNKSRCQRRDFSYVIDKELLRESLSDNLKVRYDVAKYGCPLTLELGQMFQPIVELYDENG 807
Humano FSKKGCHHHDFSYVIEKSYLRHQPSKNLRVRYIWGEYGCPLRLDFTEKFQPVVQLFDDNG 773
Eriizo  semcsemeem e e e e e e e e e e e e e e e 421
Ratén FIKIVDANFILWEIHGRNDYTFNSTMEQNGCINEAQTWDSMIEENPDIPLDDVWGPQNYR 867
Humano YVKDVEANFIVWEIHGRDDYSFNNTMAQSGCLHEAQTWKSMIELNKHLPLEEVWGPENYK 833
Erizo  SErsorsres e e e e e e e e e e e e e S e e e e e e S e e 421
Ratédn PCFSYAIGKPGDLGQPYEILNYSNKNHIKWPMTYAGMYVYRLKILDPNYSFCNLTTIFAI 927
Humano HCFSYAIGKPGDLNQPYEIINSSNGNHIFWPMGHSGMYVFRVKILDPNYSFCNLTAMFAT 893
Eriza  r—memmmmrmemmme e e e e e e m e e e 421
Ratén ESLGMIPRSSVYLVAALIFVLMLTFISILVLSYFWYLKIYRQFITEPLHKRPAKQKKN 985
Humano TFGLIPSPSVYLVASFLFVLMLLFFTILVLSYFRYMRIYRRYIYEPLHKPQRKRKKN 951
Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL O(l1.2.4). Fosforilacion por PEC

Erizo: 0 Ratén: 6 Total: 6. Fosforilacién por PKA Erizo: 0 Ratén: 5 Total: 5. Inicio de
regién fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra
fosforilada por la misma cinasa. ici 1 i 2 ilad KC

el final de a secuencia fosforil

con conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla SX. Alineamiento de secuencias de CatSper EFCAB9 de erizo
(XP_003728906.1), raton (NP_081307.2) y humano (NP_001164654.1)

Erizo MRV-KPCILQHLHLDKTY u“.-.ITRTLMEYFDLIDVFODGSINDIQFCLVLGAMTDLK 59

Ratoén MKLTPGCFLWYLYMDKIYCL JKALMVYFHLLDVHHRNTLNDVLFFHFLOHVTNLN 60

Humano MRLKQGSFLWYLYLDKIYCLLSVRNVKALAEYFBILDVhGKNTLNDVLFYHFthVTDLK 60
ol o8 gWpigded W Ry W g oW R s R als GREE W “” HiodH i H

Erizo RNQIYIVFDMLDIDGSGQIDFDEFYLLICILI DKDEKQFIYE RTVFELLDEDGSQ 119

Raton KSQIGMIFDLLDWTAVGEIGFDQFYVLICILLAHQDHLEDHFM RPVFELLDLDGEM 120

Humano KAQINIVFDMLDWNAVGEIDFEKFYMLVCMLLAHONELEGOQFMYRHSRPVFDLLDLKGDL 120

* * ::ﬁﬁ:ﬂt e ﬁ:ﬁ'ﬁ::kh:ﬁ:ﬁ:ﬂ:: S * :ﬁ:ﬁhﬁﬁﬁ ﬁﬂ:ﬂhﬁ .ﬂ.

Erizo SISAQEFSAFGFLFNFYGDAVKQIFNDFDISGDQELDYKEFKMFAMACIDRONEIDRLKR 179

Ratoén NIGAANFONYRFLFNIKKQELRDLFHDFDITGDRLLNYKEFKLYTIFC IDRK--KR 178

Humano RIGAKNFEMYRFLFNIQKQELKDLFRDFDITGDNRLNYQEFKLYTIIYTDKLQKRO——KT 178
ﬂ.ﬁ :’. H ﬁﬁﬁﬂ: H ..::ﬁ.’ﬁﬁﬁ:ﬁﬁ. ’: ﬁﬁﬂ:::.

Erizo EEIERQKRRREAKALKRLAAGGGTWAWLRTES! 215

Raton RKDREAAREREKEKGK----DKEKYLHLKK 216

Humano EEKEKGERKRSLY----=-—=--- SKCHIK 197

'-’-

Los alineamientos se hicieron con el programa CLUSTAL 0(1.2.4). Fosforilacion por PKC
Erizo: 3 Ratén: 5 Total: 8. Fosforilacién por PKA Erizo: 3 Ratédn: 2 Total: 5. Inicio de
regién fosforilada por una cinasa (PKA o PKC) sobrepuesta sobre otra secuencia
fosforilada por la misma cinasa. Inicio ién fosforilada por PKC sobrepuesta sobre
el final de la secu rsa. Aminodcido conservado (*);
Aminoacido conservado (*); Aminodcido con conservacién de grupos débil (.) y Aminoacido
con conservacién de grupos fuerte (:).
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Tabla SXI. Total de sitios predichos de fosforilaciéon por PKA y por PKC en las

subunidades de CatSper de M. musculus

Subunidad No. Identificacion | No. aa #x Secuencia Puntuacion Cinasa

CatSperl NP_647462.1 686 48 -MDQSSRRD 0.691 PKC
96 S RAGVSTLPN 0.506 PKC
150 S SHPSSTGSH 0.582 PKC
151 T HPSSTGSHQ 0.529 PKC
158 T HQGTTHQQY 0.727 PKC
182 S ADTISYRSS 0.777 PKC
185 S ISYRSSTRF 0.539 PKC
186 S SYRSSTRFY 0.833 PKC
187 T YRSSTRFYR 0.619 PKC
192 S RFYRSHAPF 0.600 PKC
197 S HAPFSRQER 0.552 PKC
246 S HRSPSASQL 0.631 PKA
248 S SPSASQLSH 0.603 PKC
251 S ASQLSHKSH 0.762 PKC
254 S LSHKSHSTL 0.524 PKA
256 S HKSHSTLAT 0.733 PKC
257 T KSHSTLATS 0.540 PKC
260 T STLATSPSH 0.800 PKC
272 S KSTASGARY 0.795 PKC
277 T GARYTFGAR 0.802 PKC
293 S QSRESLRES 0.585 PKC
297 S SLRESASLS 0.564 PKA
322T KKAHTGNIF 0.542 PKC
334 S WEKISHLLL 0.640 PKA
346 S QMILSLTQS 0.522 PKA
346 S QMILSLTQS 0.505 PKC
350 S SLTQSLGFE 0.508 PKA
393 S SIFLSIYVL 0.645 PKA
470 S LRRLSILTS 0.870 PKA
525T NIFTTLFTL 0.518 PKA
539 S LDDWSLIYI 0.566 PKA
607 S LLDDSLTDL 0.543 PKA
638 T FGNMTVKQR 0.885 PKC
664 S QKFRSQAYV 0.541 PKA
CatSper2 A2ARP9.2 588 258S IDTFSLIEH 0.589 PKC

Regiéon transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75;
Probabilidad = 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXIb. Total de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en
las subunidades de CatSper de M. musculus (continuacion)

Subunidad No. Identificaciéon | No. aa #X Secuencia Puntuacién Cinasa
41T VPRHTLREI 0.586 PKC
66 S LVRFSIKPR 0.605 PKA
66 S LVRFSIKPR 0.509 PKC
78S HITHSRRLL 0.733 PKC
838 RRLLSRLRV 0.647 PKA
838 RRLLSRLRV 0.505 PKC
908 RVRCSRMPP 0.678 PKA
106 S VLDSSVFSK 0.668 PKC
109 8 SSVESKFII 0.559 PKC
114 S KFISLIFL 0.702 PKA
154 S FILLSFIVE 0.705 PKC
186 S VTLLSLLPE 0.566 PKA
201 8 VPAHSVWLQ 0.537 PKA
2158 RVLRSLKLF 0.721 PKC
2158 RVLRSLKLF 0.543 PKA
238 S RALKSMTFL 0.515 PKA
265 S FREYSRSTI 0.732 PKA
3108 KVPESSRVF 0.825 PKC
3158 SRVESSIYV 0.728 PKA
316 S RVFSSIY VI 0.512 PKA
376 S RRQHSESLR 0.825 PKA
378 S QHSESLRGT 0.620 PKC
382 T SLRGTSLGK 0.567 PKC
3838 LRGTSLGKV 0.745 PKA
454 S YAKKSYPEK 0.816 PKC
479 S YPEKSHPKK 0.501 PKC

5118 HSISSHGST 0.598 PKC
514 S SSHGSTAAD 0.638 PKC
583 S WPRDSLFRY 0.768 PKA
CatSper3 NP_001239416.1 395 14 S VRVKSGSLF 0.767 PKA
308 QARLSKIKR 0.924 PKC
168 VKSGSLFAT 0.538 PKA
SOT VIKSTFFQI 0.821 PKC
61T ITTVITNSF 0.832 PKC
648 VTINSFLLV 0.546 PKA
108 T VDPITYWKD 0.592 PKC
150 S DGIQSLRIL 0.665 PKC
160 S LISYSRGIR 0.701 PKA
222 8 FTLESLATV 0.626 PKA

Region transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75;
Probabilidad = 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXlc. Total de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuacion)

Subunidad No. Identificacion | No. aa #x Secuencia Puntuaciéon Cinasa
225T FSLATVDGW 0.66 PKC
242T KRKFTVSRA 0.742 PKC
242T KRKFTVSRA 0.633 PKA
274 S HTEDSMKKF 0.842 PKC
311 T | RLMNTQKSG 0.674 PKC
329T GFKKTLRHT 0.623 PKC
3778 VNVLSLMLE 0.504 PKA
3878 MPKESSSSL 0.518 PKA

CatSperd NP_808534.1 442 28 ---MSEKHK 0.656 PKC
8T TALRTNSYL 0.502 PKC
328T ARKDTSTVP 0.564 PKA
330 T KDTSTVPKE 0.908 PKC
398 T LHKYTSKSA 0.637 PKC
399 S HKYTSKSAT 0.711 PKC
403 T SKSATFLSE 0.639 PKC
441 8 KHKFSH--- 0.578 PKA
CatSper B NP_766611.2 1109 198 VEVFSSGVI 0.534 PKC
46T TGLHTIKLF 0.701 PKC
918 IITNSTFYG 0.607 PKC
123 T ITVNTDIAA 0.508 PKC
218T SGFWTYKEC 0.556 PKC
243T HQGLTVIDL 0.684 PKC
259 S VILTSLGLY 0.523 PKA
272T LRYPTTSQI 0.502 PKC
2748 YPTTSQIKL 0.52 PKC
279 8 QIKLSRAEF 0.592 PKA
317T YVTITFNRN 0.717 PKC
346 S PCVFSTIKN 0.675 PKC
347T CVFSTIKNE 0.712 PKC
34T ETYVTVAML 0.53 PKC
401 8 PKFPSFHFP 0.51 PKC
406 S FHEPSTFTL 0.61 PKA

Region transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75;
Probabilidad = 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXId. Total de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuacion)

Subunidad No. Identificaciéon | No. aa #X Secuencia Puntuacién Cinasa
407T HFPSTFILP 0.679 PKC
4288 YVYGSQIWV 0.56 PKC
448 S CNLFSHHVT 0.632 PKC
452°T SHHVTKTSN 0.61 PKC
454 T HVTKTSNSF 0.78 PKC
474 T GRILTTKAG 0.832 PKC
475 T RILTTKAGL 0.646 PKC
480 T KAGLTTYSE 0.607 PKC
494°T DAIFTLYYD 0.597 PKC
558T HVPLTMPTN 0.596 PKC
571 T KRFKTIHLG 0.73 PKA
644 S IKLLSKNPL 0.62 PKC
6538 HELKSTDVE 0.669 PKC
684 T SALATMPQA 0.772 PKC
6918 QAIKSNLKF 0.558 PKC
699 S FLTGSWFLY 0.647 PKA
714 S GRKWSISTR 0.83 PKA
716 S KWSISTRQC 0.702 PKC
17T WSISTRQCN 0.552 PKC
759 T KAMSTFPIP 0.61 PKC
796 S DIHVSGRFF 0.704 PKC
804 S FQKGSTSIA 0.647 PKA
805T QKGSTSIAL 0.531 PKC
806 S KGSTSIALV 0.565 PKA
826T TLLPTIKSS 0.742 PKC
8308 TIKSSCSYL 0.736 PKA
8328 KSSCSYLRT 0.622 PKC
836T SYLRTMHHT 0.677 PKC
880 S HMGISIPLT 0.653 PKA
907 T KSKETGKYK 0.912 PKC
917T | CANVTSRAM 0.687 PKC
9318 HQKFSHAVA 0.708 PKC
1094 S ALKKSIRGN 0.598 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXle. Total de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en
las subunidades de CatSper de M. musculus (continuacion)

Subunidad No. Identificacién | No. aa #X Secuencia Puntuaciéon Cinasa

1094 S ALKKSIRGN 0.518 PKA
CatSper Y XP_006540153.1 1203 10T KRCVITLWVW 0.697 PKA
238 ITKLSKEIK 0.625 PKC
288 KEIKSYNKY 0.533 PKC
46 S CSWASGSGS 0.528 PKC
558 SYMVSRPAM 0.511 PKC
88 VLLLSLKSW 0.659 PKC
114 8 GLHLSKDRF 0.603 PKC
208 8 APMRSTGYC 0.597 PKA
266 S KRDASGKSL 0.711 PKA
288 S HFRLSKSRP 0.851 PKC
2888 HFRLSKSRP 0.502 PKA
2908 RLSKSRPLW 0.581 PKA
296 T | PLWYTVNHA 0.546 PKC
3178 AILFSDSNF 0.521 PKA
32T VYYFTGTYS 0.679 PKC
377 T GTYSTLFDK 0.774 PKC
3858 KSHGSSRWV 0.696 PKC
4108 SGNGSEY VL 0.512 PKA
417 T VLALTTGKN 0.758 PKC
418T LALTTGKNE 0.736 PKC
548 8 FILQSYNRE 0.746 PKC
564 S FPKESTIKY 0.594 PKC
565T PKESTIKYM 0.584 PKC
5728 YMVNSFKGQ 0.765 PKC
607 T QGWRTYLKL 0.562 PKC
683 T MITFINTCP 0.559 PKC
703 S KQHASRTES 0.61 PKA
707 S SRTESYVAL 0.59 PKA
726 T | HNNNTLAVY 0.54 PKC
7428 LWLHSKYDK 0.518 PKC
764 T | WOHKTKDKD 0.629 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXIf. Total de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de M. musculus (continuacion)

Subunidad No. Identificacion | No. aa #x Secuencia Puntuaciéon Cinasa
775 S FYLFSNRLA 0.544 PKC
797 S LYNMSGDYG 0.529 PKA
828T QDTFTSSDS 0.625 PKC
836 T SQGPTINVD 0.544 PKC
844 S DKKLSLSLV 0.828 PKA
846 S KLSLSLVLA 0.571 PKA
872 T NTLLTKIKV 0.896 PKC
8838 KKRCSEQGM 0.72 PKA
85T NIKKTSMLI 0.73 PKC
943 T DVSYTIKHS 0.565 PKC
993 S SFLGSYVLK 0.654 PKC

1007 T RTLNTIRDY 0.795 PKC
10218 FRYNSPLDT 0.621 PKA
1028 S DTTNSLIWK 0.695 PKC
1092 T | VDNSTYCDY 0.559 PKC
1099 T | DYKLTHFIVH 0.749 PKC
1110 S GLPLSSKRS 0.857 PKC
11118 LPLSSKRSS 0.714 PKC
1114 8 SSKRSSFIV 0.575 PKA
11158 SKRSSFIVM 0.677 PKC
11158 SKRSSFIVM 0.629 PKA
1148 S | KAWVSFRWK 0.868 PKC
1161 T | MAPETYSSS 0.727 PKC
1167 S SSSSSSGGF 0.624 PKC
1172 T SGGFTLHSH 0.683 PKC

CatSper 8 NP_780559.2 805 12T AAVATMVRA 0.508 PKC
18T VRAHTLCRV 0.626 PKC
18T VRAHTLCRV 0.553 PKA
24T CRVHTVRTG 0.653 PKC
27T HTVRTGKVF 0.924 PKC
338 KVFKSNIQL 0.604 PKA
83T LLPLTVPKS 0.623 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXlg. Total de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuacion)

Subunidad No. Identificacion | No. aa #x Secuencia Puntuacion Cinasa
102 8 AHFVSGSLV 0.639 PKA
104 S FVSGSLVLF 0.582 PKA
116 S GKGYSYDYY 0.531 PKA
123 T YYENTWRKL 0.621 PKC
147 S CFKGSFCLE 0.637 PKA
168 T QIPGINIYF 0.741 PKC
185 T QLMNTDKLS 0.594 PKC
194T HLTGTLGGI 0.655 PKC
218T NNLGTFHYM 0.51 PKC
235 S GIAFSYKNL 0.813 PKC
263 S SILVSSNSG 0.579 PKC
322T SYMGTYVIK 0.623 PKC
337T WSTHTSIYF 0.641 PKC
367T FDKCTVNVQ 0.699 PKC
404 S IDMNSKLKL 0.539 PKC
449 S FDGNSKYKL 0.591 PKA
466 S HWGNSDFNF 0.676 PKA
473 S NFTASIKRH 0.844 PKC
480 S RHAISSVTV 0.521 PKA
481 S HAISSVIVD 0.795 PKC
501 T KPLSTLISV 0.735 PKC
504 S STLISVGCD 0.547 PKC
510 T GCDMTKKIV 0.525 PKC
609 T NGLVTYSYS 0.595 PKC
611 S LVTYSYSLT 0.635 PKA
708 S NTIFSVYVH 0.762 PKC

CatSper € PODP43 985 38 MPSAGQR 0.555 PKC

118 RKPGSLLAL 0.727 PKA
64 S YSIFSTRSS 0.85 PKC
65T SIFSTR SSI 0.731 PKC
68 S STRSSIKLE 0.682 PKA
68 S STRSSIKLE 0.668 PKC
80S NSFVSWKIP 0.506 PKC
868 KIPESCKVE 0.715 PKC
93T VENTTSPKT 0.56 PKC
97T TSPKTTLHC 0.553 PKC
98T SPKTTLHCK 0.567 PKC
1237 ERHLTVDNS 0.512 PKA

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXIh. Total de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en

las subunidades de CatSper de M. musculus (continuacion)

Subunidad No. Identificacion | No. aa #x Secuencia Puntuacion Cinasa
166 T | ELIWTAKKP 0.763 PKC
1718 AKKPSLSSR 0.793 PKA
173 S KPSLSSRVL 0.654 PKC
174 S PSLSSRVLT 0.617 PKC
178 T SRVLTKQMN 0.621 PKC
183 T |KQMNTLGQR 0.751 PKC
192 T PFIFTVEKR 0.805 PKC
297T DSFQTWTRV 0.514 PKC
299 T FQTWTRVRA 0.598 PKC
3158 AQRHSLRDV 0.62 PKA
333T LVDGIVYLR 0.509 PKC
333T LVDGIVYLR 0.508 PKA
3528 SRGISETGI 0.657 PKA
360 S ILGFSKRRW 0.777 PKC
378 S YKLASKKSI 0.904 PKC
387T WSKTTVYAG 0.521 PKC
394T AGYATFRFV 0.704 PKC
399 T FREVTLTDT 0.575 PKA
401 T FVILTDTAK 0.773 PKC
444°T SVCTTINTRN 0.577 PKC
460 T AIFQTWTLQ 0.531 PKA
499 S HVYYSYKNF 0.909 PKC
532 T HQVLTDRIG 0.639 PKC
562 T VILHTWVNT 0.653 PKC
S97T | YQLQTQPYP 0.778 PKC
638 S DKGESLTIW 0.553 PKA
663 S HYGSSVMTW 0.665 PKC
663 S HYGSSVMTW 0.648 PKA
666 T SSVMTWTQN 0.545 PKC
681 T SGFCTKTMI 0.538 PKC
691 T RFFQTTNYE 0.53 PKC
718 S QFRPSEFSR 0.543 PKA
726 T | RTCLTAKPV 0.802 PKC
7398 VGCDSSKYT 0.653 PKC
759 S RRDESYVID 0.604 PKA
7708 LLRESLSDN 0.652 PKA
936 S MIPRSSVYL 0.566 PKA
937 S IPRSSVYLV 0.818 PKA
951 T VLMLTFISI 0.618 PKC
954 S LTFISILVL 0.533 PKA

Region transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75;
Probabilidad = 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXIi. Total de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de M. musculus (continuacion)

Subunidad No. Identificacion No. aa #x Secuencia Puntuacion Cinasa
CatSper ( NP_001034583.1 194 48 MEESVKPV 0.633 PKC
18 S HRRSSVRSS 0.921 PKC
18 S HRRSSVRSS 0.763 PKA
228 SVRSSLYGD 0.697 PKA
65 S IRKYSQTIS 0.695 PKA
69 S SQTISIRDS 0.585 PKC
73 S SIRDSLNLE 0.794 PKA
1218 SLIFSLWKP 0.678 PKC
159 T KALITYRST 0.881 PKC
162 S ITYRSTIGR 0.534 PKC
163 T TYRSTIGRN 0.81 PKC
EFCABY9 NP_081307.2 216 22 S YCLLSLRNV 0.85 PKC
43 T HHRNTLNDV 0.652 PKA
107 S MYRHSRPVF 0.689 PKA
169 T TIFCTDKSI 0.548 PKC
172 S CTDKSIDRK 0.726 PKC
208 S KIYSSMLSH 0.629 PKC
211 S SSMLSHRSI 0.788 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/

Tabla SXII. Resumen de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC

en las subunidades de CatSper de M. musculus

Subunidad No. Identificacion | No. aa |No. sitios de fosforilacién |
Por PKA Por PKC
CatSperl NP_647462.1 686 12 22
CatSper2 A2ARP9.2 588 14 16
CatSper3 NP _001239416.1 395 8 10
CatSper4 NP_808534.1 442 2 6
CatSper NP_766611.2 1109 11 39
CatSper y XP 006540153.1 1203 16 40
CatSper & NP_780559.2 805 10 23
CatSper ¢ NP_780559.2 985 17 35
CatSper NP_001034583.1 194 4 7
EFCAB9 NP 081307.2 216 2 5]
Total de sitios de fosforilacion 96 203

Forsforilados por PKA; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos
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Tabla SXIIl. Total de sitios predichos de fosforilaciéon por PKA y por PKC en

las subunidades de CatSper de S. purpuratus

Subunidad No. Identificacién No. aa #x Secuencia Puntuacién Cinasa

Catsperl XP_011664201 474 55T ARRQTMLGP 0.563 PKA
918 KRLDSMRSA 0.713 PKC
160 T LCALTFSVI 0.729 PKC
162 S ALTFSVIKV 0.557 PKC
251 T RVLKTVRFL 0.820 PKC
268 S TCLESVQSM 0.505 PKC
280 S IMLISLFLY 0.606 PKA
307 S GNIGSAALT 0.653 PKA
368 T NFQLTLDAA 0.557 PKC
408 S PTLSSLSNA 0.637 PKC
408 S PTLSSLSNA 0.522 PKA
4318 DYSTSEKKY 0.714 PKC
437S KKYLSHFLQ 0.508 PKA
459T NQQGTLDKV 0.666 PKC
Catsper2 XP_011679404.1 512 298 EIFRSKLIE 0.533 PKA
40 S HLLESFDDH 0.712 PKC
81T FHAYTRKDN 0.777 PKC
134S ILANSLSLG 0.612 PKA
136 S ANSLSLGLL 0.630 PKA
197 T DFVVTVASF 0.582 PKC
283 S SYSRSMRDD 0.546 PKC
326 S KVMGSVAPT 0.651 PKC
326S KVMGSVAPT 0.622 PKA
341 S ICIGSFIFK 0.833 PKC
396 T QELNTGRRV 0.825 PKC
401 S GRRVSSMKL 0.871 PKA
402 S RRVSSMKLL 0.622 PKA
4258 RDRKSHKSV 0.725 PKC
428 S KSHKSVASS 0.625 PKC
440 S FRRVSRMMG 0.838 PKA
450 S ITKKSGDWE 0.550 PKA
450 S ITKKSGDWE 0.535 PKC
Catsper3 XP_011666090 392 16 S SRQDSDLIT 0.573 PKA
1T ETGDTIKAK 0.757 PKC
109 S KYFYSAYNL 0.630 PKA
144 T SALRTLRAL 0.783 PKC
150 T RALRTLRTL 0.551 PKC
153 T RTLRTLRTV 0.800 PKC
156 T RTLRTVSFV 0.828 PKC
158 S LRTVSFVKG 0.659 PKA
177 S TLRNSVFNV 0.798 PKA
245 S LTEMSRIYT 0.578 PKA
261 T HFIFTNVFI 0.597 PKC
363 T HQDNTMYRL 0.569 PKC
Catsper4 XP_011682209.1 323 29 S VRRASKQFG 0.839 PKA
54 S NKLGSRNKN 0.903 PKC
143 T IGAQTNREL 0.610 PKC
208 S KFLGSSRIL 0.561 PKC
209 S FLGSSRILR 0.723 PKA
2258 FRNMSNIAL 0.818 PKA
263 S SAMFSLFIC 0.542 PKA
301 S ITIGSFVFA 0.609 PKC

Regiéon transmembranal; Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75;
Probabilidad = 0.8 o mayor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXIlIb. Total de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en

las subunidades de CatSper de S. purpuratus (continuacion)

Subunidad No. Identificacion No. aa #x Secuencia Puntuacién Cinasa
Catsper XP_011679115.1 461 348 EIVGSGMRL 0.548 PKA
41T RLLITNMRS 0.636 PKC
458 TNMRSLSDG 0.524 PKA
47 S MRSLSDGTL 0.754 PKA
93 S MTPHSSVAK 0.509 PKC
94 S TPHSSVAKQ 0.759 PKC
124 S QIWQSDKAM 0.795 PKC
130 S KAMLSVRVI 0.883 PKC
143 T IHVQTRRSY 0.756 PKC
146 S QTRRSYNRY 0.749 PKC
158 T TAFITVRHR 0.693 PKC
179 S IPSASLRCD 0.631 PKC
184 S LRCDSVSFT 0.715 PKA
188 T SVSFTFTMH 0.582 PKC
190 T SFTFTMHCT 0.607 PKC
198 T TCPPTKRLH 0.634 PKC
226 S RKNQSLLST 0.628 PKA
226 S RKNQSLLST 0.502 PKC
229 S QSLLSTLDV 0.516 PKC
230 T SLLSTLDVN 0.516 PKC
244 S RLGISVPLT 0.584 PKA
2718 VSKGSGYYK 0.762 PKC
295 S EMRLSSLEL 0.714 PKA
296 S MRLSSLELF 0.691 PKA
311 T VYRITYTEN 0.711 PKA
311 T VYRITYTEN 0.531 PKC
339T PYILTIKEV 0.804 PKC
386 T KFRATQLYH 0.508 PKC
394 T HFRLTVIDG 0.745 PKC
448 S YVRKSQLHR 0.622 PKA
448 S YVRKSQLHR 0.532 PKC
455 S HRTRSNMAL 0.704 PKA
Catsper y XP 011679048.1 717 128 HHLLSEKED 0.641 PKC
19T EDLQTIKDN 0.820 PKC
2T GETETLRYF 0.620 PKC
84 S KTLPSTIYL 0.574 PKA
148 S EVTLSDKGA 0.563 PKC
175 S HVWHSTFSC 0.595 PKC
178 S HSTFSCFIK 0.771 PKC
220 T DVLQTTFYY 0.530 PKC
382S MDIGSKSAV 0.540 PKC
20T DVLQTTFYY 0.530 PKC
5828 MDIGSKSAV 0.540 PKC
622 T KASCTRRDR 0.844 PKC
627 T RRDRTRRVV 0.740 PKC
627 T RRDRTRRVV 0.546 PKA
659 S PIGLSTTST 0.566 PKC
659 S PIGLSTTST 0.513 PKA
663 T STTSTVIER 0.832 PKC
701 S HRTNSLHHR 0.752 PKC
701 S HRTNSLHHR 0.619 PKA
706 S LHHRSVSSN 0.563 PKA
708 S HRSVSSNIL 0.608 PKA
Catsper & XP_011683737.1 342 12T FFAFTNKQL 0.785 PKC
48 S YDLDSRNAS 0.579 PKC
528 SRNASTSSL 0.763 PKA
558 ASTSSLVYL 0.648 PKA
101 S DIGHSLILR 0.599 PKA
107 S ILRASFIPS 0.571 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXIllc. Total de sitios predichos de fosforilaciéon por PKA y por PKC en

las subunidades de CatSper de S. purpuratus (continuacién)

Subunidad No. Identificacion No. aa #x Secuencia Puntuacion Cinasa
1118 SFIPSLWQN 0.742 PKC
131 S IITVSTSLT 0.572 PKA
1318 ITVSTSLT 0.540 PKC
150 S KIEVSASIS 0.512 PKA
156 T SISLTGDQP 0.583 PKC
173 T DGLTTVTFT 0.555 PKC
177 T TVTFTTAEP 0.633 PKC
196 S HAYVSAGCP 0.631 PKC
204 T PPEKTIRAR 0.676 PKC
215 S LKRESCEYL 0.704 PKA
267 S QSYYSDGYK 0.546 PKC

306 T DYLMTAKQA 0.859 PKC
313 T QAGCTQRPQ 0.807 PKC
318 S QRPQSWVEM 0.699 PKA
328T TLQNTTKDP 0.511 PKC
Catsper € XP_011664202.2 489 21T IKQLTVTMD 0.562 PKC
39T NVLYTSQYH 0.615 PKC
528 IKHSSLAVP 0.591 PKA
84S AERTSYSLK 0.531 PKA
86 S RTSYSLKAD 0.799 PKC
93 S ADMGSIVNQ 0.565 PKA
124 S DLRDSAIIW 0.646 PKA
143 T NDIETVINR 0.752 PKC
165 S FNPGSKLIK 0.632 PKC
176 S FRVRSNFLF 0.637 PKA
243 S QDYGSYIIN 0.594 PKC
250 S INRRSYVQE 0.627 PKA
279 T PIILTVKDV 0.867 PKC
316 T RHDFTYTAS 0.542 PKC
3208 TYTASMQSA 0.555 PKC
332T RLAQTWEKM 0.784 PKC
436 S LLRISLGTF 0.846 PKA
439 T ISLGTFAGL 0.8 PKC
444 T FAGLTGSIL 0.566 PKA
451 T ILIATYFYY 0.542 PKC
Catsper € XP_030855090.1 421 278 FGGQSKLAN 0.718 PKC
50 S ATLFSTRLP 0.642 PKC
19T EMKQTAIKP 0.693 PKC
164 S AIKPSKFSE 0.518 PKA
167 S PSKFSERLT 0.754 PKC
171 T SERLTKIFA 0.76 PKC
215 S YVRVSRCKA 0.668 PKC
225 S RVQVSGKPS 0.708 PKC
229 S SGKPSVASH 0.728 PKC
240 T FIRDTKAVI 0.616 PKC
260 T EGSLTLKGQ 0.585 PKC
21T QCVFTTDGF 0.582 PKC
343 T RSSGTFMRL 0.781 PKC
348 T FMRLTEFQV 0.539 PKA
393 S ELLQSIQVS 0.54 PKC
EFCAB9 XP_003728906.1 215 21T YGMLTGKNV 0.733 PKC
92 S CILISLKDK 0.742 PKC
106 S IYRHSRTVF 0.666 PKA
106 S IYRHSRTVF 0.52 PKC
210 S WLRTSSCTI 0.545 PKA
2118 LRTSSCTIV 0.797 PKA

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXIV. Resumen de sitios predichos de fosforilacién por PKA y por PKC
en las subunidades de CatSper de S. purpuratus

Subunidad No. Identificacion No. aa |No. sitios de fosforilacion
Por PKA Por PKC
Catsperl XP_ 011664201 474 5 9
Catsper?2 XP 011679404.1 512 8 10
Catsper3 XP_ 011666090 392 5 7
Catsper4 XP 011682209.1 323 4 4
Catsper f3 XP 011679115.1 461 11 21
Catsper vy XP _011679048.1 717 6 15
Catsper o XP _011683737.1 342 7 14
Catsper € XP 011664202.2 489 8 12
Catsper € XP 003728906.1 421 2 13
EFCAB9 XP 003728906.1 139 3 3
Total de sitios de fosforilacion 59 108

Forsforilados por PKA; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos

XXXiX



Tabla SXV. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de S. purpuratus sin considerar las regiones

transmembranales

Subunidad No. Identificacion| No. aa #x Secuencia Puntuaci()nl Cinasa

Catsperl XP_011664201 474 55T ARRQTMLGP 0.563 PKA
918 KRLDSMRSA 0.713 PKC

408 S PTLSSLSNA 0.637 PKC

408 S PTLSSLSNA 0.522 PKA

4318 DYSTSEKKY 0.714 PKC

437 S KKYLSHFLQ 0.508 PKA

459 T NQQGTLDKV 0.666 PKC

Catsper2 XP_011679404.1 512 298 EIFRSKLIE 0.533 PKA
40 S HLLESFDDH 0.712 PKC

81T FHAYTRKDN 0.777 PKC

134 S ILANSLSLG 0.612 PKA

136 S ANSLSLGLL 0.630 PKA

396 T QELNTGRRYV 0.825 PKC

401 S GRRVSSMKL 0.871 PKA

402 S RRVSSMKLL 0.622 PKA

4258 RDRKSHKSV 0.725 PKC

428 S KSHKSVASS 0.625 PKC

440 S FRRVSRMMG 0.838 PKA

450 S ITKKSGDWE 0.550 PKA

450 S ITKKSGDWE 0.535 PKC

Catsper3 XP_ 011666090 392 16 S SRQDSDLII 0.573 PKA
363 T HQDNTMYRL 0.569 PKC

Catsperd XP_011682209.1 323 29 S VRRASKQFG 0.839 PKA
54 S NKLGSRNKN 0.903 PKC

Catsper 3 XP_011679115.1 461 348 EIVGSGMRL 0.548 PKA
41T RLLITNMRS 0.636 PKC

45 S TNMRSLSDG 0.524 PKA

47 S MRSLSDGTL 0.754 PKA

938 MTPHSSVAK 0.509 PKC

94 S TPHSSVAKQ 0.759 PKC

124 S QIWQSDKAM 0.795 PKC

130 S KAMLSVRVI 0.883 PKC

143 T IHVQTRRSY 0.756 PKC

146 S QTRRSYNRY 0.749 PKC

158 T TAFITVRHR 0.693 PKC

179 S IPSASLRCD 0.631 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVb. Sitios predichos de fosforilaciéon por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de S. purpuratus sin considerar las regiones

transmembranales (continuacion)

Subunidad No. Identificacion No. aa #x Secuencia Puntuaciéon| Cinasa
184 S LRCDSVSFT 0.715 PKA
188 T SVSFTFTMH 0.582 PKC
190 T SFTFTMHCT 0.607 PKC
198 T TCPPTKRLH 0.634 PKC
226 S RKNQSLLST 0.628 PKA
226 S RKNQSLLST 0.502 PKC
229 S QSLLSTLDV 0.516 PKC
230 T SLLSTLDVN 0.516 PKC
244 S RLGISVPLT 0.584 PKA
271 S VSKGSGYYK 0.762 PKC
295 S EMRLSSLEL 0.714 PKA
296 S MRLSSLELF 0.691 PKA
311 T VYRITYTEN 0.711 PKA
311 T VYRITYTEN 0.531 PKC
339 T PYILTIKEV 0.804 PKC
386 T KFRATQLYH 0.508 PKC
394 T HFRLTVIDG 0.745 PKC
448 S YVRKSQLHR 0.622 PKA
448 S YVRKSQLHR 0.532 PKC
455 S HRTRSNMAL 0.704 PKA

Catsper y XP_011679048.1 717 128 HHLLSEKED 0.641 PKC
19T EDLQTIKDN 0.820 PKC
2T GETETLRYF 0.620 PKC
84 S KTLPSTIYL 0.574 PKA
148 S EVTLSDKGA 0.563 PKC
175 S HVWHSTFSC 0.595 PKC
178 S HSTFSCFIK 0.771 PKC
220T DVLQTTFYY 0.530 PKC
382 S MDIGSKSAV 0.540 PKC
420T DVLQTTFYY 0.530 PKC
582 S MDIGSKSAV 0.540 PKC
622 T KASCTRRDR 0.844 PKC
627 T RRDRTRRVV 0.740 PKC
627 T RRDRTRRVV 0.546 PKA
659 S PIGLSTTST 0.566 PKC
659 S PIGLSTTST 0.513 PKA
663 T STTSTVIER 0.832 PKC
701 S HRTNSLHHR 0.752 PKC
701 S HRTNSLHHR 0.619 PKA
706 S LHHRSVSSN 0.563 PKA
708 S HRSVSSNIL 0.608 PKA

Catsper 6 XP_011683737.1 342 12T FFAFTNKQL 0.785 PKC
48 S YDLDSRNAS 0.579 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVc. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de S. purpuratus sin considerar las regiones

transmembranales (continuacion)

Subunidad No. Identificacion No. aa #x Secuencia Puntuacion| Cinasa
52 S SRNASTSSL 0.763 PKA
558 ASTSSLVYL 0.648 PKA
101 S DIGHSLILR 0.599 PKA
107 S ILRASFIPS 0.571 PKC
111 S SFIPSLWQN 0.742 PKC
131 S IITVSTSLT 0.572 PKA
131S IITVSTSLT 0.540 PKC
150 S KIEVSASIS 0.512 PKA
156 T SISLTGDQP 0.583 PKC
173 T DGLTTVTFT 0.555 PKC
177 T TVTFTTAEP 0.633 PKC
196 S HAYVSAGCP 0.631 PKC
204 T PPEKTIRAR 0.676 PKC
2158 LKRESCEYL 0.704 PKA
267 S QSYYSDGYK 0.546 PKC

306 T DYLMTAKQA 0.859 PKC
313 T QAGCTQRPQ 0.807 PKC
318 S QRPQSWVEM 0.699 PKA
328 T TLQNTTKDP 0.511 PKC

Catsper € XP 011664202.2 489 21T IKQLTVTMD 0.562 PKC
39T NVLYTSQYH 0.615 PKC
528 IKHSSLAVP 0.591 PKA
84 S AERTSYSLK 0.531 PKA
86 S RTSYSLKAD 0.799 PKC
93 S ADMGSIVNQ 0.565 PKA
124 S DLRDSAIIW 0.646 PKA
143 T NDIETVINR 0.752 PKC
165 S FNPGSKLIK 0.632 PKC
176 S FRVRSNFLF 0.637 PKA
243 S QDYGSYIIN 0.594 PKC
250 S INRRSYVQE 0.627 PKA
279 T PIILTVKDV 0.867 PKC
316 T RHDFTYTAS 0.542 PKC
320 S TYTASMQSA 0.555 PKC
332 T RLAQTWEKM 0.784 PKC
436 S LLRISLGTF 0.846 PKA
439 T ISLGTFAGL 0.8 PKC
444 T FAGLTGSIL 0.566 PKA
451 T ILIATYFYY 0.542 PKC

Catsper € XP_030855090.1 421 278 FGGQSKLAN 0.718 PKC
50S ATLFSTRLP 0.642 PKC
159 T EMKQTAIKP 0.693 PKC
164 S AIKPSKFSE 0.518 PKA

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVd. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de S. purpuratus sin considerar las regiones

transmembranales (continuacion)

Subunidad No. Identificacion No. aa #x Secuencia Puntuaciéon| Cinasa
167 S PSKFSERLT 0.754 PKC
171 T SERLTKIFA 0.76 PKC
2158 YVRVSRCKA 0.668 PKC
2258 RVQVSGKPS 0.708 PKC
229 S SGKPSVASH 0.728 PKC
240 T FIRDTKAVI 0.616 PKC
260 T EGSLTLKGQ 0.585 PKC
291 T QCVFTTDGF 0.582 PKC
343 T RSSGTFMRL 0.781 PKC
348 T FMRLTEFQV 0.539 PKA
393 S ELLQSIQVS 0.54 PKC

EFCAB9 XP_003728906.1 215 21 T YGMLTGKNV 0.733 PKC
928 CILISLKDK 0.742 PKC
106 S IYRHSRTVF 0.666 PKA
106 S IYRHSRTVF 0.52 PKC
210 S WLRTSSCTI 0.545 PKA
211 S LRTSSCTIV 0.797 PKA

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVI. Resumen de sitios predichos de fosforilacién por PKA y por PKC
(probabilidad = 0.8) en las subunidades de CatSper de S. purpuratus sin

considerar las regiones transmembranales

Subunidad No. Identificacion [No. sitios de fosforilacion
Por PKA Por PKC
CatSperl NP 647462.1 0 7
CatSperl XP 011664201 0 0
CatSper2 A2ARP9.2 2 1
CatSper2 XP _011679404.1 2 2
CatSper3 NP _001239416.1 1 2
CatSper3 XP 011666090 0 0
CatSperd NP 808534.1 0 1
CatSper4 XP 011682209.1 1 1
CatSper 3 NP_766611.2 1 4
CatSper 3 XP 011679115.1 1 6
CatSper y XP 006540153.1 1 8
CatSper y XP 011679048.1 0 5
CatSper o NP_780559.2 0 5
CatSper 0 XP 011683737.1 1 3
CatSper € NP 780559.2 1 10
Catsper € XP 011664202.2 1 5
Catsper € XP_003728906.1 0 3
CatSper { NP 001034583.1 2 3
Ausente s.n. 0 0
EFCAB9 NP_081307.2 0 2
EFCAB9 XP 003728906.1 1 0
Total de sitios de fosforilacion en M. musculus 8 43
Total de sitios de fosforilacion en S. purpuratus 7 25

Fosforilados por PKA; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVII. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones

transmembranales

Subunidad | No. Identificacion | No. aa #xX Secuencia Puntuacion | Cinasa
CatSperl NP_647462.1 686 48 -MDQSSRRD 0.691 PKC
96 S RAGVSTLPN 0.506 PKC
150 S SHPSSTGSH 0.582 PKC
151 T HPSSTGSHQ 0.529 PKC
158 T | HQGTTHQQY 0.727 PKC
182 S ADTISYRSS 0.777 PKC
185 S ISYRSSTRF 0.539 PKC
186 S SYRSSTRFY 0.833 PKC
187 T YRSSTRFYR 0.619 PKC
192 S RFYRSHAPF 0.600 PKC
197 S HAPFSRQER 0.552 PKC
246 S HRSPSASQL 0.631 PKA
248 S SPSASQLSH 0.603 PKC
2518 ASQLSHKSH 0.762 PKC
254 S LSHKSHSTL 0.524 PKA
256 S HKSHSTLAT 0.733 PKC
257T KSHSTLATS 0.540 PKC
260T STLATSPSH 0.800 PKC
272 8 KSTASGARY 0.795 PKC
277 T GARYTFGAR 0.802 PKC
293 S QSRESLRES 0.585 PKC
297 S SLRESASLS 0.564 PKA
322T KKAHTGNIF 0.542 PKC
3aq s WEKISHLLL 0.640 PKA
346 S QMILSLTQS 0.522 PKA
346 S QMILSLTQS 0.505 PKC
638 T | FGNMTVKQR 0.885 PKC
664 S | QKFRSQAYV 0.541 PKA
CatSper2 AZ2ARPS.2 588 25 S IDTFSLIEH 0.589 PKC
T VPRHTLREIL 0.586 PKC
66 S LVRFSIKPR 0.605 PKA
66 S LVRFSIKPR 0.509 PKC
78 S HITHSRRLL 0.733 PKC
83 S RRLLSRLRV 0.647 PKA
83 S RRLLSRLRY 0.505 PKC
90 S RVRCSRMPP 0.678 PKA
376 S RRQHSESLR 0.825 PKA
378 S OHSESLRGT 0.620 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVIIb. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones

transmembranales (continuacion)

Subunidad | No. Identificacién | No. aa #X Secuencia Puntuaciéon | Cinasa
382 T SLRGTSLGK 0.567 PKC
383 S LRGTSLGKV 0.745 PKA
454 S YAKKSYPEK 0.816 PKC
479 S YPEKSHPKK 0.501 PKC
5118 HSISSHGST 0.598 PKC
514 S SSHGSTAAD 0.638 PKC
553 S WPRDSLFRY 0.768 PKA

CatSper3 NP_001239416.1 395 14 S VRVKSGSLF 0.767 PKA
16 S VKSGSLFAT 0.538 PKA
30S QARLSKIKR 0.924 PKC

274 S HTEDSMKKF 0.842 PKC
311 T | RLMNTQKSG 0.674 PKC
320T GFKKTLRHT 0.623 PKC
377 S VNVLSLMLE 0.504 PKA
387 S MPKESSSSL 0.518 PKA
CatSper4 NP_3808534.1 42 2SS ---MSEKHK 0.656 PKC
328 T ARKDTSTVP 0.564 PKA
330 T KDTSTVPKE 0.908 PKC
398 T LHKYTSKSA 0.637 PKC
399 S HKYTSKSAT 0.711 PKC
403 T SKSATFLSE 0.689 PKC
441 S KHKFSH--- 0.578 PKA

CatSper NP_766611.2 1109 46T TGLHTIKLF 0.701 PKC
123 T TTVNTDIAA 0.508 PKC
218T SGFWTYKEC 0.556 PKC
272 T LRYPTTSQI 0.502 PKC
274 S YPTTSQIKL 0.52 PKC
279 S QIKLSRAEF 0.592 PKA
317 7T YVITITFNRN 0.717 PKC
346 S PCVFSTIKN 0.675 PKC
347 T CVFSTIKNE 0.712 PKC
384T | ETYVIVAML 0.53 PKC
401 S PKFPSFHFP 0.51 PKC
406 S FHFPSTFTIL 0.61 PKA
407 T HFPSTFILP 0.679 PKC
28 S | YVYGSQIWV 0.56 PKC
448 S CNLFSHHVT 0.632 PKC
452 T SHHVTKTSN 0.61 PKC
454 T HVTKTSNSF 0.78 PKC
474 T GRILTTKAG 0.832 PKC
475 T RILTTKAGL 0.646 PKC
480 T KAGLTIYSE 0.607 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVIlic. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones

transmembranales (continuacion)

Subunidad | No. Identificacion | No. aa #x Secuencia Puntuacion | Cinasa
494 T DAIFTLYYD 0.597 PKC
558 T | HVPLTMPTN 0.596 PKC
571 T KRFKTIHLG 0.73 PKA
644 S IKLLSKNPL 0.62 PKC
653 S HELKSTDVE 0.669 PKC
684 T | SALATMPQA 0.772 PKC
691 S QAIKSNLKF 0.558 PKC
699 S FLTGSWFLY 0.647 PKA
714 S GRKWSISTR 0.83 PKA
716 S KWSISTRQC 0.702 PKC
717 T WSISTRQCN 0.552 PKC
759 T KAMSTFPIP 0.61 PKC
796 S DIHVSGRFF 0.704 PKC
804 S FQKGSTSIA 0.647 PKA
805 T QK GSTSIAL 0.531 PKC
806 S KGSTSIALV 0.565 PKA
826 T TLLPTIKSS 0.742 PKC
830 S TIKSSCSYL 0.736 PKA
832 S KSSCSYLRT 0.622 PKC
83 T | SYLRTMHHT 0.677 PKC
880 S HMGISIPLT 0.653 PKA
907 T KSKETGKYK 0912 PKC
917 T | CANVTSRAM 0.687 PKC
931 S | HQKFSHAVA 0.708 PKC
1094 S| ALKKSIRGN 0.598 PKC
1094 S| ALKKSIRGN 0.518 PKA

CatSper Y XP_ 006540153.1 1203 10T | KRCVILWVW 0.697 PKA
23S TTKLSKEIK 0.625 PKC
28 S KEIKSYNKY 0.533 PKC
46 S CSWASGSGS 0.528 PKC
558 SYMVSRPAM 0.511 PKC
85 S VLLLSLKSW 0.659 PKC
114 S GLHLSKDRF 0.603 PKC
208 S APMRSTGYC 0.597 PKA
266 S | KRDASGKSL 0.711 PKA
288 S HFRLSKSRP 0.851 PKC
288 S HFRLSKSRP 0.502 PKA
290 S RLSKSRPLW 0.581 PKA
296 T | PLWYTVNHA 0.546 PKC
317 S ATLFSDSNF 0.521 PKA
372T | VYYFIGTYS 0.679 PKC
377 T GTYSTLFDK 0.774 PKC
385 S | KSHGSSRWV 0.696 PKC
410 S SGNGSEYVL 0.512 PKA

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVIId. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones

transmembranales (continuacion)

Subunidad | No. Identificacién | No. aa HX Secuencia Puntuacion | Cinasa

417 T VLALTTGKN 0.758 PKC
418T LALTTGKNE 0.736 PKC
548 S FILQSYNRE 0.746 PKC
564 S FPKESTIKY 0.594 PKC
565 T PKESTIKYM 0.584 PKC
572 8 YMVNSFKGQ 0.765 PKC
607 T | QGWRTYLKL 0.562 PKC
683 T MITFINTCP 0.559 PKC
703 S KQHASRTES 0.61 PKA
707 S SRTESYVAL 0.59 PKA
726 T | HNNNTLAVY 0.54 PKC
742 S | LWLHSKYDK 0.518 PKC
764 T | WQHKTKDKD 0.629 PKC
775 S FYLFSNRLA 0.544 PKC
797 S | LYNMSGDYG 0.529 PKA
828 T QDTFTSSDS 0.625 PKC
836 T SQGPTINVD 0.544 PKC
844 S DKEKLSLSLV 0.828 PKA
846 S KLSLSLVLA 0.571 PKA
872 T NTLLTKIKYV 0.896 PKC
883 S | KKRCSEQGM 0.72 PKA
895 T NIKKTSMLI 0.73 PKC
943 T DVSYTIKHS 0.565 PKC
993 S SFLGSYVLK 0.654 PKC
1007 T RTLNTIRDY 0.795 PKC
1021 S| FRYNSPLDT 0.621 PKA
1028 S | DTINSLIWK 0.695 PKC
1092 T | VDNSTYCDY 0.559 PKC
1002 T| DYKLTFIVH 0.749 PKC
1110 S GLPLSSKRS 0.857 PKC
1111 S LPLSSKRSS 0.714 PKC
1114 S SSKRSSFIV 0.575 PKA
1115 S SKRSSFIVM 0.677 PKC
1115 S SKRSSFIVM 0.629 PKA
1148 S| KAWVSFRWK 0.868 PKC
1161 T| MAPETYSSS 0.727 PKC
1167 S SSSSSSGGF 0.624 PKC
1172 T| SGGFILHSH 0.683 PKC
CatSper & NP_780559.2 805 12T | AAVATMVRA 0.508 PKC
18T VRAHTLCRV 0.626 PKC
18T VRAHTLCRV 0.553 PKA
24T CRVHTVRTG 0.653 PKC
27T HTVRTGKVF 0.924 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVlle. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones

transmembranales (continuacion)

Subunidad | No. Identificacion | No. aa #xX Secuencia Puntuacion | Cinasa
33S KVFKSNIQL 0.604 PKA
83T LLPLTVPKS 0.623 PKC
102 S AHFVSGSLV 0.639 PKA
14 S FVSGSLVLF 0.582 PKA
116 S GKGYSYDYY 0.531 PKA
123 T | YYENTWRKL 0.621 PKC
147 S CFKGSFCLE 0.637 PKA
168 T QIPGTNIYF 0.741 PKC
185 T | QLMNTDKLS 0.594 PKC
194T HLTGILGGL 0.655 PKC
218 T | NNLGITFHYM 0.51 PKC

235 S GIAFSYKNL 0.813 PKC
263 S SILVSSNSG 0.579 PKC
322T | SYMGTYVIK 0.623 PKC
337 T WSTHTSIYF 0.641 PKC
367 T | FDKCITVNVQ 0.699 PKC
404 S IDMNSKLKL 0.539 PKC
449 S FDGNSKYKL 0.591 PKA
466 S HWGNSDFNF 0.676 PKA
473 S NFTASIKRH 0.844 PKC
480 S RHAISSVTIV 0.521 PKA
481 S HAISSVIVD 0.795 PKC
501 T KPLSTLISV 0.735 PKC
504 S STLISVGCD 0.547 PKC
510 T | GCDMTKKIV 0.525 PKC
609 T | NGLVIYSYS 0.595 PKC
611 S LVIYSYSLT 0.635 PKA
708 S NTIFSVYVH 0.762 PKC
CatSper £ PODP43 985 3S MPSAGQR 0.555 PKC
118 RKPGSLLAL 0.727 PKA
64 S YSIFSTRSS 0.85 PKC
65T SIFSTRSSI 0.731 PKC
68 S STRSSIKLE 0.682 PKA
68 S STRSSIKLE 0.668 PKC
80 S NSFVSWKIP 0.506 PKC
86 S KIPESCKVE 0.715 PKC
93T VENTTSPKT 0.56 PKC
97T TSPKTILHC 0.553 PKC
98T SPKTILHCK 0.567 PKC
123 T ERHLTVDNS 0.512 PKA
166 T | ELTWTAKKP 0.763 PKC
171 S AKKPSLSSR 0.793 PKA
173 S KPSLSSRVL 0.654 PKC
174 S PSLSSRVLT 0.617 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/
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Tabla SXVIIf. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de M. musculus sin considerar las regiones

transmembranales (continuacion)

Subunidad | No. Identificacion | No. aa #X Secuencia Puntuacién | Cinasa
178 T SRVLTKQMN 0.621 PKC
183 T | KOQMNTLGQR 0.751 PKC
192 T PFIFTVEKR 0.805 PKC
297 T DSFQTWTRYV 0.514 PKC
299 T | FQTWTRVRA 0.598 PKC
315 S AQRHSLRDV 0.62 PKA
333T LVDGIVYLR 0.509 PKC
3337 LVDGIVYLR 0.508 PKA
352 S SRGISETGL 0.657 PKA
360 S | ILGFSKRRW 0.777 PKC
378 S YKLASKKSI 0.904 PKC
387 T | WSKTIVYAG 0.521 PKC
394T AGYATFRFV 0.704 PKC
399 T FRFVTILTDT 0:.575 PKA
401 T | FVTLTDTAK 0.773 PKC
444'T SVCTTNTRN 0.577 PKC
460 T ATFQTWTLQ 0.531 PKA
499 S | HVYYSYKNF 0.909 PKC
532T HQVLTDRIG 0.639 PKC
562T VILHTWVNT 0.653 PKC
597 T | YOLQTQPYP 0.775 PKC
638 S DKGESLTIW 0.553 PKA
663 S | HYGSSVMTW 0.665 PKC
663 S | HYGSSVMTW 0.648 PKA
666 T SSVMTWTQN 0.545 PKC
681 T SGFCTKTMI 0.538 PKC
691 T RFFQTINYE 0.53 PKC
718 S QFRPSEFSR 0.543 PKA
726 T | RTCLTAKPV 0.802 PKC
739 S VGCDSSKYI 0.653 PKC
759 S RRDFSYVID 0.604 PKA
770 S LLRESLSDN 0.652 PKA

CatSper £ NP_001034583.1 194 48 MEESVKPV 0.633 PKC
18 S HRRSSVRSS 0.921 PKC
18 S HRRSSVRSS 0.763 PKA
228 SVRSSLYGD 0.697 PKA
65 S IRKYSQTIS 0.695 PKA
69 S SQTISIRD S 0.585 PKC
73 S SIRDSLNLE 0.794 PKA
121 S SLIFSLWKP 0.678 PKC
159 T KALITYRST 0.881 PKC
162 S ITYRSTIGR 0.534 PKC
163 T TYRSTIGRN 0.81 PKC
EFCAB9 NP 081307.2 216 22 S YCLLSLRNV 0.85 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/



Tabla SXVIlg. Sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC en las
subunidades de CatSper de M.

transmembranales (continuacion)

musculus sin considerar las regiones

Subunidad | No. Identificacion | No. aa H#x Secuencia Puntuaciéon | Cinasa
43T HHRNTLNDV 0.652 PKA
107S | MYRHSRPVF 0.689 PKA
169 T TIFCTDKSI 0.548 PKC
172 S CTDKSIDRK 0.726 PKC
208 S KIYSSMLSH 0.629 PKC
211 S| SSMLSHRSI 0.788 PKC

Fosforilados por PKA; Fosforilados por PKC con probabilidad <0.75; Probabilidad = 0.8 o mayor
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/

Tabla SXVIII. Resumen de sitios predichos de fosforilacion por PKA y por PKC
(probabilidad 2 0.8) en las subunidades de CatSper de M. musculus sin

considerar las regiones transmembranales

Subunidad | No. Identificacidn] No. aa |No. sitios de fosforilacion
Por PKA Por PKC
CatSperl NP 647462.1 686 0 7
CatSper2 A2ARP9.2 588 2 1
CatSper3 | NP_001239416.1 395 1 2
CatSper4d NP_808534.1 442 0 1
CatSper 3| NP 766611.2 1109 1 4
CatSper y | XP_006540153.1 1203 1 8
CatSper 6| NP 780559.2 805 0 S
CatSper €| NP 780559.2 985 1 10
CatSper | NP _001034583.1 194 2 3
EFCAB9 NP_081307.2 216 0 2
Total de sitios de fosforilacién 8 43

Fosforilados por PKA; http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/



Tabla SXIX. Analisis estadistico de experimentos de quimiotaxis

Experimentos Fecha Normalidad t-test p-value
(pH) 2019 p-value 10nM 100 nM 1000 nM

Spur (7.8) abr-30 0.3104 1 0.96 0.44
0.3032 0.96 1 0.45

0.3022 0.44 0.45 1
0.2091 0.55 0.57 0.86
Lpictus (7.4) may-15 0.345 1 0.93 0.52
0.1261 0.93 1 0.41

0.9323 0.52 0.41 1
0.3722 0.21 0.15 0.38

Dependiendo del valor de p de la prueba de normalidad (Shapiro test), se determiné si se realizaba
un analisis estadistico paramétrico o no paramétrico. Como puede verse en los dos experimentos en

las columnas del valor de p del t-fest no hubo diferencia significativa en ninguno de los casos.

Tabla SXX. Analisis estadistico entre poblaciones representativas de todas las

condiciones experimentales

Medio N n Normalidad Diferencia entre poblaciones mediante prueba Wilcoxon
AMA |AMAOCa|AMA40K| DMSO HC PKI Chel KH7 IBMX
AMA 14 271 1.78E-05 1 6.00E-12 | 0.000513 | 0.7618 | 1.22E-05] 1.95E-07| 02431 | 0.7227 | 0.01017
AMAOCa 14 296 0.00037428 [ 6.00E-12 1 0.017590 | 2.74E-09| 0.1268 | 0.6863 |5.06E-11|1.51E-06| 0.7612
AMA40K 14 147 0.07217641 | 0.000513] 0.017590 1 0.002285| 0.4927 | 0.03049 | 7.15E-05] 0.003883] 0.2344
DMSO 6 176 3.70E-05 0.7618 | 2.74E-09 | 0.002285 1 0.000151| 1.97E-06| 0.201 0.5733 | 0.01381
HC 3 146 0.1566594 | 1.22E-05( 0.126800 | 0.4927 |0.000151 1 0.09934 | 5.32E-06| 0.00039 | 0.3484
PKI 3 70 0.3859757 | 1.95E-07| 0.6863 | 0.03049 [1.97E-06( 0.09934 1 3.98E-08 | 5.11E-06] 0.9326
Chel 3 113 0.01816291 | 0.2431 | 5.06E-11 | 7.15E-05 [ 0.201 |5.32E-06] 3.98E-08 1 0.7384 | 0.003309
KH7 3 75 0.003765587| 0.7227 | 1.51E-06 | 0.003883 | 0.5733 | 0.00039 | 5.11E-06| 0.7384 1 0.01577
IBMX 2 23 0.2120924 | 0.01017 | 0.7612 0.2344 [ 0.01381 [ 0.3484 | 0.9326 |0.003309] 0.01577 1

N: numero de erizos; n: numero de trayectorias (ver pie de Figura 9); Se realiz6 prueba de Shapiro-
Wilk, donde si p-value >0.05 hay una distribucion normal. Posteriormente se realizé estadistica no
paramétrica para determinar la diferencia entre poblaciones donde si p-value >0.05 indica que no
hay diferencia significativa y si p-value < 0.05 si hay diferencia significativa.
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9JWOYhMsI/857K9Ws79jwVB/nKMC2gbghwZZwxLv+sihvCnOY 6kZvMItxY 7fFjAGwWKwdg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

6FSUwr

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/sVfL34KnrFgXidABJh98yOHWaFJflug9
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