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Resumen: 

En nuestro laboratorio estamos interesados en _los procesos moleculares que 
ocurren durante la formación del huevo. en losdípterosAhoptieles gambiae y 
Drosophila melanogaster. Estos. dos. orga11ismos ifon un modelo ideéil para . 
estudiar este fenómeno ya que én el primero (Af1. gámbiae ) Ja;ovogénesis se 
induce cuando Ja hembra chupa,\sa,r;igre, l'Tli,~ntrás,qge;~¡ s,#gúúélo.:_to.·:i,' . ·· 
melanogaster) es el metazoário mejor caracterizado éi'nivelde genética y 
biología molecular. Ambos órgaiiisrnos'tiéríén Orí:dÉisafroHcí'.embriónario casi 
idéntico y sus procesos de cívog.énésis tamoiérí"soh''íriuy,sirnilifres:}i ;e 
En este trabajo reportanios el ai,slamientó y:'.éar~cterizáción"é:lefun:·gen (c3) cuyo 
transcrito está muy énriquecido erí erovario'~éri'prodúcóión''C:Jé':A,h.~gaif¡biae. se 
han aislado genes homólógos·e¡,'c:5tros orgánisnfr!sJale~.'cofu0:~JevádUra,. 
plantas, ratón y humarío~~EI 'gerí'c3 codifica'paraTiña'pfóféíii~'pe269 •• .... 
aminoácidos muy básica·cuya fúríción .no· se.ha¡:iodido'.déte[fn'ibár'Claramente 
en ninguno de Jos orgariismós erí~'qt.ie t"lásidéí descfitá';íyá Cjüé;sé Je han 
adjudicado funcionestári '~ispare.s COníOCJUé es•.üba'protef l)él@fJSQmaJ 
(humano); esta involucrada en.la entrada a Ja fase"S'' del cicJo·celülar (plantas), 
es un efector defos (ratón) o que es parte del sistema dé trélíi~pórte de 
proteínas a mitocondrias (Jevádt.fra). Utilizando el c[)NAdel'ge11:c3 aislamos el 
gen homólogo a c3 de O: melanogaster. Este tUyóucia,\_sirn.iJitucfma,yoral 90% a 
nivel de nu_cleótidos con el gen de An. gambiéie :L~ .~;;k;i~~':J~ji ~i&.z .•e ..... 
Con el objetivo de saber cual es la distribuciónde lá'protéínácodificada por c3 · 
durante el des~rrollo tanto en .ovarios cor;io en eír)?tió_h,S,~:-~~iP0~'!1el~nogaster . 
generamos· anticuerpos contra una prote1na de fus1on'.(glutatloncs~transferasa~ 
c3) e hicimos ensayos de inmunocitoquím_icayde;tip'o\;:yYe$.terif131of1!:· Los · 
resultados así obtenidos sugieren. que)a proteíria;cOdjficifüa~por)c3 es •;•· ·· •.. 
sintetizada activamente désdelas primeras étapaSefrlaJórmaCióriélel fo.ievó en 
las células nodrizas.y sol O se transfiere. al·hüevo''eii las últimas éfapás en las , 
que el contenido .de est~s 'se vacía al. huevo:'p6r'cítrolaéio;· Jif cantidad absóluta 
de proteína, al parecer;se rnª'ritie~e rií'as'o_menos;coristante'durante las. . . 
primeras· 16 ho.ras de desarrollo deil e'inbrión. Sin embargo;~ el 'patrón de . 
distribución dentro;de,I mismo cambia de l.Ína manera muy.dfnámica: las zonas 
de alta concentraci_ón pareé:~ric:círr,elacionar con las regiorie.S'del embrión en las 
que hay mayorprolifeir~ción celular. · · 



Introducción 

El mosquito como modelo experimental. 

Biología básica de los mosquitos transmisores de la malaria 

La malaria es la enfermedad tropical de mayor importancia clínica. Esta es 

causada principalmente por los protozoarios Plasmodium fafciparum y P. 

vivax los cuales son responsables de aproximadamente 1,000,000 de muertes 

anuales, principalmente el'l)áíses en desarrollo. 

El principal transmisor ~niV~I mundial es el mósquito Anophkies,batibiae el , ·/ . ·, ,::.,..._- :>; ·: _ ~:..··· _ .·:··-'.~1·~ .. :;·:~:< -::'- ._ .. : .. 1
_: ,_:''.· ·--~ º::_~::, .<:· .. :· -::,.<-_: · :?_;~'. .: -;?~;f;:::---:1,r>.<-t_~S,~2"-:·_ ·-:::.,,~ .. :-_'(~,:.:· .. ::'.> 

cual es endémico• d'é Africa: En América, 1a·.m~1ária •• se.fr~~smite'por'va.rias 

::~:::d~1~~;1é~~i~c~t~ti~J!t~1~~~~1nit;tir 
establecido. ~ºíllº moaelÓ inttrnacio;riatcie •• inv¿;tlg¿~i.Ón .. sobre• 1.a .transmisión de 

malaria es ~~: g~mb]~~·, ya;~u~ es'~l m~~~~i~;t~u~ latra~~~i~e con mas 
M" ••• --~'0 :,,;,::·.' - -;- -. . T'\ 

~- -., 

eficiencia. 
,--.:·: ·::: .. :.>:;::··\.t~::,::'-:_-~.'-> :>:'.-._,,-_:'}:''·.,-/-·, -<_.~··.:~·-> _,- - :_-.-~- ·"'-· ,· : 

El proceso de lucha éonfra.lá málariá ha sufrido una transición entre la 
-·, .:::•_.,-«,' ·-.;:<-;·:~, ;'.,''./".;. ~1.--··,r:;é_.:~'","', ""~-'·-· .. <._>-·.,·;.'.'., ·, .. ·o~--·; .. -.:·· -.:-··.--o).·.- -~-. 

estrategia.~e err~~ida'éió~ de.lmo~q~ito mediante. el. uso. intensivo de insecticidas 

:;~:~:;ºJ~~¿~~~~~:~t~;~;~;~~i;~~~i"~ii~~~~;~?·tró 
mosquitosresi~téntesJ1izo'que .s(3. pensaEa en ur:¡a. estrateigiá'de 'con.trol. (tanto 

. \ ·-: ._ ,,: 5.''._~:::·~ :·(_71:: T?~~t::>-r~t~~--~)F~r> :·ii~i,'.:·.:::~~~::~'.·;_.._- :·?Sf:~·::-~·~~;-~~~-::\ ·. '.'.:~~>-'·. -~:?:::~·.:~_;.!:#;-)-):~~l":. ~- ~t<~~::;~~.:-.:1,\~~-~ ·-·:- ~<;:: 
del mosquito·como,d.~l;P/asf710~iu~):;.basadaenuna serie de apro~!maciones 

rnultidisci~linaJi~d;:~~n·t~:.1~·~d.j~¿~b~.~~~f~~~r: \t1~Út;ii~~J;611'~~í~Jib~de . 

distintos in~eétibidasy 2) ·~¡·cÓntrÓlbi~IOgi'co'.:Si~ 'é~ba~g~ ·~~ta~Úfrihiasno han 
~· '.- -. . ' . - ,-,., ... · ... 

sido completamente· satistaC:to~ias: Esto ha generado 1a riece~idaci cie obtener 
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mas información a nivel epidemiológico y poblacional, tanto del mosquito como 

del Plasmodium ; así como de su interacción entr~§st~s y el se.r tíümano. 

Tambiénha sidÓ iJ11portante ~I esfudio de la inie~~c~ió~ de Gn~pobl~ción.cie un 
.. /- . ·-. ~-

vector.en particulátéon ófras pobladónes de mOsqiJitcís,(no riecesa'riamente de 

la misrna éspeéie)'y de la; relación del riiosqUit0.(:ón:su'~l~ho~ecólÓgico.·Ya en ... 
:·:· ~:. _-·:~>-~, ·-'.<~ :<: <.\<'.\':'.::·:··~:,_< .. ;:·:::~::-~~e!_ -·-r~-h · ~:,~:::- --~?- ~:>- ;-i~::2· r~ ;.~\,-- -;~~ .. :~ ~> ::':·.:·>·. ·:,,_,_;:~~~ _· /-~:.:> -·· :_/:-. A:-:'·~-

otrO plano/esimpÓ,.rtan'te'geh~ra~'conóéimier¡to'·sot>íe•la· biCJÍogía.molecuÍar del 
·. ~~-:/' · _-·;-:.}~ ->"-'.\:,-<\'-~>·· tr:/\ '.:-' _: -· -~·~-\ ;:> '.··:':"/:> t·>:>~--<>S-/: :_ ~/ "-, ~L· .. ,.. ·. );::;.'¿_: .. ;~;_·- .. -:::_·-.: ::.~::.~:·~~.<\·~:-::· .. -:~[;.< ':'.'::-. 

mosquito,•. en t~~as .. las etapas de's-ud~s~~r()llo y~e)~ w1aci9n .~uésped 

parásito, ¿orqg~ ~~rá:¿~il§~r~;el~~nt'i61 ;~r g~n~"r,~1 d~ e
3

~~~~,r~6í~,;,~. tJna etapa 

muy interesante del ciéío de vÍda'del '~oi~uit6 es '1a ci~ogénesis ya qúe . 
', · '. -'"¡ ',. -! ·,· ·-o¡ '. "<~ ,' · • · ·1., ·: ·.:.' . ·, > ·· ,. • i : , ·· •,. ; !" .', ,·,.,, ¡·, .•-,- " ... ¡ · .. -,.' ·· _ •;.. · • 1\· · . 

represent~ Jna:én~~üdjaciá c~ítf~;'enlél q'~e·.~e puéd~ d~t~n~~r o'a~;;'viar el .. 
;!'-:,_-: _-;~_<-'., . ·' .,{ i-:. ~-

proceso.normai ·repr?~ucti.vo d~I mosguito:t'A'.Í~rgOplazoiel.~onocimiénfo·•de 
detallad; d~I pi~~J~o 4~ o9~gérie~l.s h~~ 'f ~?F~ i~! '.~~p~rtu~id~d de controlar 

de manera iridirect~,ª 1~tr:>c:>b1a:6ióX'~e niosquiiOs 1íl"lpo1-tari1es como vectores de 

enfermedades .. Sin ~e~cio~~r!eí i~t~ré'~ b~~i~b· é:l~''i;stúdi~r. uÍl feném~erio tan 
·' "-, ~ -~}:_-.; '.::}o·: :.>Y~· '"· - ._.:,:,. ;-~~:,;~7"·7''7_'; 0 

importante para'la l:Íiologfa}.ie1,c:l"esafroúo c~rno la'oyogénesis 'en'sí. 

En nuestro laboratorio ésta%oi\nt~~esado~cen''~s-tQ.d.i~relproceso de 

:::;;:~,,~d~Í{o1~f !~li!~~~&~F~1J~~tos 
organismos es necesario co~ocer algunos detalles r~lacion~do~ co.n el ciclo de 

vida y la biología básica tanto de los mosquitos anofelinos como de D. 

melanogaster. 

Ciclo de vida de los mosquitos anofelinos 

Los huevos-

Los huevos de los anofelinos son depositados por la hembra en la superficie del 

agua y flotan gracias a unas estructuras llamadas flotadores, éstas estructuras 
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permiten la identificación de la especie a la que pertenecen. Los huevos se 

depositan durante el vuelo o cuando la herribra reposa cerca de la superficie del 

agua. Una hembra es capaz de poner dé75 a)5Óhuevos poringesta 

sanguínea. A una temperatura de 25 a 30ºC lbs ~0et~s t~;r~~~ ~~ eclosionar de 

2 a 3 días, a temperaturas mas bajas el piÓc;eso ·~~- e~b;i~gériesis s~ alarga. 

Los huevos de algunas especie~ s()portan desecación"tot~i. 

Las larvas.-· 

Las larvas d~ los rnosquitosanofelih~s~son:~cGétic~~yp·aia~por ~estados de 

mudas denominados estadid~O .:¡n~i~~~·¡\~'~;~¿f;~í~~~~:·l~s:lari/~s .es simil~r 
.:.·:~·., ·; ': . , ,, '·. ·"';·.:· ·. 

en los cuatro estadios, la l:ini6a éiiterehda notable a sinl'i>1e vista es'un 
: ::.;'.,'.~<??i:~~;·:,:¡:if{{--:~~~f(.·:·-.,7-'.~:·-:-;·~~~;\~- -:-~}~'._::t:" :;~'.·i~,r· '.~-;~~-\<:;;::-~~~,._,_---~--+, . -

incremento en el tamaño, a ni~el rnªs det~llado)o~<insta~s ~e definen por una 

serie de marcadores sola~e~+.~~ti~,9uif'e~~n~~1'. ~(cr~i~;pi~:.~~ciiieeción. 
Las larvas de los anofeÍinos s~ disting~e~de las de :6trci§';f,'ósq~·itoiporque . 

reposan horizontalmeni~ con 1e"s;~ctoa la sJ~erficieide1'·~:9¿.~ eh cbntraste con 

otras especies de mos¿~ifos lascÚal~slo:hác~n a~ 2§0 ~:,~6~~;.,:; . 
El período larvario en la nat~rJ1~z~,-~uia Ci~/a:16cff1~'ci~pe~:di¿;,do de la 

,: · .: .. ;;·t~', · <)i:~_;·,. · .:.\~\' -~?r:·'.· :\?\:·: ~ ).'.'.:~ :: ;f{i?.~ . .'·E~;\:, {·l>. - -r~fi: <: .. ~ ~-:-:· ··:"::;-'.t:· , <? 
temperatura y la disponibilidad de alim~nto: Las .. larvas _de. los anofelinos son 

-- ; ' , - "'.~ ,.·.>; ;;-~·'"- , - - ~. 

capaces de ocupar una ~iran:varieéi~d d~ há6it~ts>Prúeb~;de esto es que se les 
- ' ,. • • - • : • .. • • «• • • • - • • • ~ :.. ' -" - _, ; • -- • • ' - - • • ·, - • -

encuentra a lo largo ele t~d~~Á~:é,ri6~:'"' · ~:- .· 
--- - ' _:;_._._ .. >\"·. 

'. ~_:..' ' ~;: ' 

Las pupas.-

Las pupas de los an6teúb°bs ~6n;~~neral~eAt~ Inactivas pero si son mOlestadas 
" - - ,;~ .\,:·.·:-: '.';<~~<: - .. -· . . >-:":1, ----='. ' -- - . 

pueden nadarvigorosa'meñtereor_lógeneral flófan en 1a:superticie del agua y 
--·-:. ··:~~~-----i:..<'-;-~---'c.--~~';\o;f::_ .. ·T;:::·_- - ::-·:, •· .. ::. ·_ ;. ~,,,:., ·._ - >. -... - . ---.. .. 

respiran pofdo~ estructur~s 11amaciak trmnpetillas. ·Las ~upa~ no se alimentan. 

Esta fase d~I desa~rollo dura ~e 2 ~ 3 días: P~r lo g~neral las pupas macho son 

más pequeñas que las hembras. 
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Los adultos.-

Los mosquitos anofeles machos se distinguen de las hembras porque tienen 

pelos en. las antenas más largos que las. h~ITJbras (los mosquitos machos tienen 
- . ,• . ·~-- '• . .,,,, . --- . ' .. ''.. . . 

"bigotes")-' Las herTibr~s se difer~nÓi~n de 6tra's 'espe~Íes de mosquitos porque 

tienen los pal~oscasita~~r~rid'~ic~~¿l~~fob9sci~. < .· .... · .. ··.·•· : . ... . .·. 

~~~~lllf if tf iiilf i~Jf :~~[E:.~~ 
casos, los mosquitos anofelincistienen 1asa1~~rl16!~~d~s mient~~s que otras 

•'-' 

especies de mosquitos carecen de esta caracterísiicá: 

La proporción de emergenecia de la pupa ent;~ s~xé)~ espor lo generalde 1 :1. 

Al emerger de la pupa los adultos (ímagos) nb-;pú~clerfyolarytie~enque 
->~,-~· .-::,,-.; ·- -., . ., .,_;(_: '-~ ·::· ,. . .,_ ___ ·-'-_ -.- '· :; 

reposar varias horas para permitir la esclerotización de.1 tegumento de sus alas. 
~-:,c.->'"':-- .. ,.~ ·,c~:·:~::,;_:1 '..:~- '.-~.L; t::;·: · .. , ... '. . 

El apareamiento de estos mosquitos se lleva acabo en·enjambres durante el 
~.:·)·.'::/~, ... -~.~;-:'---;~·-.,.--i~y'." <~:~--· .. '_~"\'•' :.,·-·: .<;-'.'"':; : .-_.:.:C.': -

vuelo y de preferencia al atardecer. La cópúladUráap.r'oxÍmadamenteún'in;nuto. 
. . ~ '.· . ' . ... - ' ' . . .. - '. .. - ·:.~~:!'.~-- .;- . i': , - ·- . ' .. 

Ambos sexos pueden aparearsevaria~.~{e&es···0Q.e(tra8scur,sO··~és,u.V,ida,:péro 

la mayoría de los hu.evos qu~p~Q~l~h;m~~~~,~d~~up~~'ªoi,po/~1~;~p~r~~ 
del primer macho co11 el ~Íü~ 6ci8u16. ~;/ · ~,? / ' '}id '''.·~; '· · · 

:::::iJ::~~f 7t.f~J~~~~!Jíf f Ef }r1~~~i::;~:0."'· 
Los machbs n~·tienen.uná'prOboscis ac:Íécua'J¿ p1r~'~eHOrar,y chupar.sangre; 

'_ ". • ', _ ) ."···. ,- ,i,., '.':o!'··.--,., .. .,·- ~ ----:·.::-~:·",' , 

por lo que su alimentacióiise restdllge a néctaryfluidosvegetalés. Las 
··~ .. "\'· -.. ' -<-': ." ,·· ., - ·-~~:.- ·. -: ·> ··:.· -,:,~·- ,,. 

hembras tambiér s~ alim~nta~'éie estos fluidÓs, ~in erTibárgó, reqÜierende una 

ingestión sang~fnea p~(~ E)I d~·sarrollo de hada lote d~ húe~o~. En algunas 
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especies es necesario dos ingestiones de sangre para que se pueda iniciar el 

desarrollo del primer lote de huevos. 

El ciclo gonadotrófico y de postura.~ 

El ciclo de postura no sólo incluye:a1cdclo gonidotrófico sino también alperíodo 
. ·: . . _., .. ·' ,...:-'" ---·"·· "'- , .. -

en el que la hembra encuentra tin ériac:lero adecuado y pone los hue\/ós, así 
.,-,· "•·,-,, ·"·' ... :·-:c. ,. .- . ' ,. __ , -. --· ·-.- ' -

como el tiempo que la hembra tenga qtJ¿ irve&ir en.enho~tra~ un hospedero 
,.-. ' :-· ·" "-···. :-7«'· ,. ·, __ , '--~· . ·.f '" • : • . ' . . : 

para obtener una alimentación ~~n~uír1eáJ}/ 
El ciclo gonadotrófico es elpÉ3rídclo de desárrollo de los ovarios que c~mienza 

:' :,.,:,._ .' ·. . ~-~'-e. -. .· ·.,· . -:- ';, '. •'"(.•: .;·,: .. '. .. '. ·- \./º .' . '_'.. ·, - . : .. . . . - ¡ . ; .. ):. -,!;. ·. -·· · .. • ' ;· '.· .' 

con una alimentación sanguÍne~;yad~cú~h~\r terÍrligá eón ia m~dÚraciÓn de los 
/i~-- ',., ·''.,,~- -<',< ·,. ·,1 , .. ; i """ 

huevos no fecundados (ovocitos)Hstos pan{la tecundadón y postLJra: La· 
-.. --;_;. _ >.~,,~.-- \>'·:._::·r:·.i:-<_ :_::-~~,} · :_H.r .. :;;;B:~: ·._ :¡;:~'/·.+;¡+·i·~?'.·;:~. }>\.-.,;:.:::~'~:-.= :·.:~:··;:~:- .'.":.' · 

duración de este ciclo es de >2 a •5:día·s d~pendi~ndo de la é'speciey la . . . · .·· 

temperatura ambient~r·Lir~p}d~~.Ji;1'd~~a.·r~~11~~·~.~és~v~}i~~~~s.iriy~fsa.íl1ente 
~ -°- '" --·- - - ._\ :-::,'._~_ ·- -··=~;_,_ , .. -;-·._-

proporcional a Ja temperaitfra) ·~·' , · ¿ {J; ·~:· . ; ... 
1-·- •" .: ·-· ·-'>·. ·--·:· ·_. ;_º\:--'". . ':::~- : . ·~~;/ 

El hecho de que I~ oJcigén'es'í~ sk~ induci'blfi~ por una ingesta sanguínea 
•"• ';O~·~~w: - ,'•" • • ' --. -, •",, • - -. • • ' -, - -', "' •' ",- • ;: 

representa unk gr~n v~nt~ik ya q'Ue ¿~ posible ~Íi~éhta(~ lo~ m'd~qJitos y 
;•.".' ,'..-._-_·.,-__ --¡"-'.'<:--· .. ,-,-.- .";(~ .:.:_;·,''"'.,·,_,·e·.~~-~~ ;;:·,~-·-~;;,, .. ,-,·-o.-:·,--.. ··c·,•.~---· .. -:.· ... ,-__ -; 

observar losfel1ómel1bs temp~~nos de este proceso; una posibilidad es la de 
•' . ' .: .. - . ··-~:~. _, .. ' ·:,;('.'. "'':·.;,/· '. ·:"-- ·"' .·· . ,, .. -· 

aislar los genes iriducidos~al principio.de Ja oyogénesis. 

Biología Molecular de los ~nof~linos!> · ·•·.·.·· 

La Biología Molecul~r ~~.siª~ifi69d~J~~ e[loríl1e revolución en todos los 

campos de la biología ~od~;na. EJ~ba~6 de las,enferm~dade~ parasitarias no ha 
, .. ,:-

sido una excepción:· ~I cOnfr~rio, este ha sido Un c~íl)poprofu6darnente .. 
influenciado y b~nefi.ci~k?. :~él;~~~~·~tü~~~~~~~~~~~~~·~~~~~~169í~~. 
moleculares ha. 8~usldo red~~tern~'~te un~?e~pb~iÓn de c0no8Úniento,. tanto. a 

'' --.'.' -~·' ;: ·.','._ ... ·.:.'.; , .. ,,_;. -:-:·_-:.' • . -"·,.,.' , •.' . ; ,'_", '.'· - .• _,¡· '. '¡•e'.'.: , -: : -, ': ·: ,.· .. : ' -_ , ._· 

nivel básico c~m.~ a~i6.:i'cj6< r .'/ • ....... ·. ')/ . . }i .. · .. 

La BiologíaM~lé~L1~f't1cii·~iddJtiiíziá~k~rél e~tudi~·ra'i'&s.rno~quit6s anofelinos. 
' -, "' • ,·_.,•_. •; '< , • - C '• •• ; •,•• ' , • " , , ,. _• • '"~ - ;, • • •, • e •,", - "• ', 

y su relacbn ~~~·~1P}asi,.wdlum·yeÚ1Sma~6. 'E:s~uyiri1pCirtá'.~i~destac~r que 

la generación de cono6i~i~~tci basico e~ e~ta área ¡~fluye de manera 'dramática 
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en nuestra perspectiva con respecto al problema mosquito-humano­

Plasmodium. 

Las principales áreas en las que ha ccmtfibuido la Bi,ología Molecular en el 

conocimiento de la biología gen~r~(d~I rnosquit¿'·so~ I~~ si~uientes: 
' :.-. . ::.,,, .,; -,'•'" '',',.•-."' , ..... ,· ·.· 

··~··e: ___ :::.· '.":y\~:--·: 
Clasificación.-

Desde hace mucho tiempo sé sospe~~ab~que en las poblaciones de mosquito 

anofelinos existían especie~ sirripáfr¡~t{~ ~~ri~lbgibafli~Xt~ i~~ist¡g·g~Íbleg, cuyas 

propiedades como vectores de enferm~d~~~~-(eg~~J~~trJ~~~~ ~~l~ri~)\'. . 

variaban significativamente. Por otro l~cicdbs ~~fbri~l~f~~?Ai6~61'ógicbs' 66n los : ..... ··-< ,_ -: -·;:.,:<'-- ~;;·:.·,._- '.--·· ·.: ·,,. -·· '-~·'- .. ·' '·. - .. ·. ·. 

que se contaba eran insuficientes para hacer estudio(de genéú¿¿{de 

poblaciones y de especiaciones incipie~ie~:'c'omá6o~f¡~&~ftto:t~t~s 
técnicas se empezó a hacer uso deºéstÜdios' de citogenética del cambio en los 

':. -·~~:'. -:'··:·· .. -·_::-7·.:-·~·.::::-,l_'.-; ·-.-'-· _:;-~-.:-.. _· .. -:::,. ·. 

patrones de bandeo de cromosomas polité_nic6s;:en·e;¡)é6iesi5írnpátricas'2,3,. 

Otras aproximaciones usadás pafa 'el disc;f~i~i~~t~- ~~'.~s~~bl~~-sf~~~tricas 
. ·>--~~: _·j.'.--:-7'_~-~·::C.-;.''-··~.~~':-C:·~·".'·."-~-._. :;;:;:·.-·_.:.::--: _;.''.:/·: .. ~/:··-~:-:·;~,·-: .;',_-·_;¡:;.r( .:.·,~}--" t·-·,_- ·.: ..• 

son estudios de in5onipatibÍlidaden crl1z~s~.citotélxono~í~3yzymotaxonomía5. 

Estas técnicas, au8~~~-;9,~¡~~s~;~~ f~quier;n;di:P~~~º1~1 ~:;~~~~º ; -· .. · ... · 
especializados;. la gran_ dificultacúécnica: que )rnplica'n estos''experirnentos limita 

~>~ > '< • ,- .·:.:·,.·,, '·\··, ',_:·-V <>'. ''.1~;', -~t~··,' > • ·, -~>' l• _·_. .·,<~.~-
seriamente el tipo de·preguntasqUe•.se.pueCi~ abór~ar con eiros-;PÓrestas .. 

·-:·;·:-··- -.(_,.- ";_•;' . :. \ - -·-- ,._,; .. \ ... ···'·':: .. •':_'.:' .. :·: . ·.· ... '.'.- '''.'·,·._ ,: .' 

razones se han desarfoÍlado técnicas alternativas detaxó'nomiá' molecular muy 
•:• • • ·,, •• -·' ... : ' :.. :.-.. ,. --1.' ., .·.,·' :: :• •• " ·'· ." , •••. ·>· !•,>< ; .. _ ;··. • •• 

versátiles y poderb~as;'e~f}e las que,dest~c~n: " ... 

Métodos que utiliz-~fi étla-~~a6~lón de ;o;i~~~~s~ en éadéna (P~R) para 
'.' __ '·>. >·:·:. =·:''_'.:···'.·'.:·.\' ;.-."_\·' ___ -/':'.··: .::.··_:·:.:;. /_:·_ :_~-~----. :~-->:> ·_:·"·:.~ .. --~-,>_-:··_-'.?!í'·.':·.'.:'·::··--,;.:<··: __ .'.'': ,_-

amplificar ·s~c~eríÓi~s ekp~~ie~sp~cíficas 6, -i, la ~tÍliz~6;Ó~ d~ pÓli.mortismos de 
- ,. . . ' ' .-,.--- .. ' ,·,, ' •"'·l< ; ;:_ . . - .. - ' 

fragmentos de•restricciÓnª(RFLP).~·so.ñda~especMcas.•de ..• DNA.diíltético··pará 

identifica~ especies be~fro
0

~(31;9~?;.~l~j~ d~-~es~eci~s 'd.e.Aíjo~p~1~~ ~.J~, .11 -y. la 

amplificación de DJ\J~ polim'órti?oá1azéir.(.RP0)12>La ide~tificaciÓ~ de especies 

crípticas de mosquitos es ~~t:lrícial par~ esÍudÍds ~pidemi;IÓgic~s y programas 
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de control. Las metodologías antes mencionadas no excluyen sino 

complementan a los métodos tradicionales de taxonomía de estos organismos. 

Genética.-

Hasta hace muy poco tiempo no existía nada establecido sobre la genética en 

general de los mosquitOs. las r~zcines básicas de esta deficiéncia-er~n la' 
- .,. .·J.- . - . ' , ... _. > - ;,·.-• . ' . ' 

ausencia de marcac:l6f~~ ob~eNa~l.es té~otípicamente a~Lcorno ~I nú'mero 

relativamente pequ~Ao 8e indi~iduoi qÚ~ s~ pued~n J;~nt~he~.~n 6ri~~cÓlonía de 
,.-_. -.:<· -, . _ _," . " > ·< -~_-_.:_ L:-~_ .. ~ -~··_< :-·/:.'_·~ -~_; ~ ','. ,.,..;. . . -> . ;- .· .-.,;."· .. -

mosquitos en el laboratório.; Recieritérnehte;• gracias a(empleode técnicas 
. t:-" ·._ -.• ~--- c¡.-:1 ,,->" ·~ ¡_:: r , !·: , ' '.\-,·,·; ·"--:>::·- '._ ; 

citogenéticas13 y ~I adve~imienfode.téCniqas ~oleculefr.es1~.1fs~ha1\podido 

::,:::~:::j~~~l~i~~~~it~f~~{l!~1t:::; 
secuencias repetidas'(comorríarcadores)segenercfún mapagehético mas·. 

' ''' ·~ . •. - ·-.··- ·, .- .·_. - • " - ·- « ... , •,. -··- . -,., '-. - - -- ,. - '· - - - -. ' • 

detallado con una• r.~soluci6n ·pro~~dio ci~2:~~ú;,\6i~~~~ ~~~a:·:~f ~i()·;;•cisonia ·X 

de1 mismo organismo 14:irGs5·a: ~s7~s iec~iEas'éle §:é~éiic~;;~¿¡~dLI ar~t;cilitara 
;~";F--. ,-', ·; .,;.,r,.,· ... ·-;',:"· ,,:·.-- .. ->':···;:···.''- ¡--<,-.i'~- _.;_,,. -";.,,··,: ·.~~:.". -· J\. :. •. 

-.-···· - \ :_-·, :· . . ---: )'.' :· .. : .·. '",• .. - ::-::.'·, :.;,:·:· '. ';.: ·, - -·-~·-:<· ::~·-i ,,. ~~::-:::- .·('.~:::, ·: ,-_f><. - ::·-:;·_: 

el aislamien.to. y.caracterizaciónde g~nes.~uetendrán inf!Uenciatanto• en. el 

:;:~~ t:1~:~~~:fil:~,~~i0~.~;~ F:~~~ci~í~~~lv~~o;~, d~ 
-: ._,.~ :' .:--~-~- ·-;;-:-.·. ';···> ~ 

Esto nos neva a la idea'. ~e la. selección~cie''mosqÚitOs que siendo refractarios al 
"' - ,,. . ~ ' . -~' 

Plasmodium,•.ta~bi~n .. t~·~g·~n. alguri.a v~rit~j~ ~ob;~Ia•.pobla~i.?n natura.' ... ·ae 

manera q~; sean 9P~~e!~~;;i~·Pi,~zaA~ 1.~:A;.~,.19 .• ?ir~:.t,:.i.·p~--d~··c~~~.'.'c~e~ísticas 
' ~- ~--- ' 

que es impo~ánt~ est~dier. para';g~nEíraréi L1!1 rri~~qf.iitóJ?oringerieierí a· genética 

que sea ~a1 vecta?d~I ?1~s'71odi~rn' esil~t~rmi~ar duai~s s6n 1~~. 
. ,_, ' . . . ~ '" - . ' . . . -. ,, ., '. ·. . - ' ' . . .. ' - ' 

particularidades bioqJímib~s que estan involücradas en la tr'ansl11isión de la 

malaria20,de form~ que podam~sseleccionar mosquitos que carezcan de estos 

caracteres. 
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Mosquitos Transgénicos.-

Una vez conociendo los factores genéticos y moleculares _que intervienen en la 

refractividad a la transmisión de la rrialaria y·contando con un sistema eficiente 

de transformación en mosquitos2l,22:;~,~4, ~5(
0

~o~aqLl~ al'.in no existeya que 
.;~ t· ,·' -e, - • ·:·;<-

con las técnicas actual~s esposibJegenerafn1()squ.itosy~ns~énicos pero con 

una eficiencia menor·_ ~'._1~ g.~'j:19?.º 1~_;,~i~~-ii~~-~~t~~f~7¿f i~?-~~~1~.~·:·•·-···/·_. ___ -.. ··_ 
funcionalidad del DNA-insert~do);-~e~ia.¡Josiblje~pe'culárco'ri1a·con~trucción de 

Lo anterior es una estrategia muy pode_(º~~ymodeMap~i~~1ccihtr~í'bi6_1ógico-

de enfermedades; es, por otro'.1~:do:'._m'.;bv~de\;~~EªFPr~:0~~H~f ~:~s~~ ti~o 
práctico y ético. Sin embarg~, es d:esp:rarde,9ue,todos;estcísimpe~imentos 

sean solucionables. _Otro' pu~t~ e~- ~!.q~~-;~-;e~fG_di:b'.d~-!~ -·-~i§1~~í;·~o,i,~~J1ar de 

los mosquitos torna. impo.~~?'ci_ááp~rec~ cJandose~estudi~n.-genesque_-podrÍ an 

conferir reslstenci~. o-~e?iib;llq~~~ -~\t~f~l1_t~~ -ti~os-~etiW~~gi9;~~~'.~a ·~~ª~-- .·. 

sintéticos como" el ÓDT obí;lóg'i~o~ cón1b t~~iría~ ti~6t~ria~a;·(por ejemplo de 

Bacil/us turingenesis)o de ofra fuente 26.' _27,· 2a;;, . ~:- '"' 
~:_::: ~::.;.~=··~- _>:~~:;·: --:~-;~;;~:;-~:;:- -~:;~;'-- , _ _:_~,.¿;,_:'-;~:-_.oor-,--· .~.;:;- ~?·--=-~~~--~¿~;-~,-·.~- :-~,-

Por último, el uso d_e técnicas de biológí á irí?l~C~lar nos peímitirá monit6rear lo_s 
<'-· ¡.:-.. -,,, ·- :"" 

cambios en" las 'estructürás de las pobladónes'delos_m'osqi.íitos··anofelin()s,así 
: ' - -. ·.. . ._, .. -. ,: ' . .- : ... - ' \. '. . l;._ -~. ':·~ - . ' .•.... ' •. ~.-... ·: >. ·. -" . _· : · '.' ·. - ' ·;·:-.-; ·' ' ' ",:· : . " .. 

como en sus hábitos_y capacidad 6ón1qyector~s. cai.Js~-~~s.p~rl~ ?estrú66ión y 

modificación de los niC_hos ecólógicos originales de éstos: También nos permitirá . ·' > .:-_·: _;"-._ -._-·-~- ::·._.;. ·.~::_>·.; ·_!:·· ... ~~----. _·.: -~--' --:~.--·:;'.'.'·-- -~:< ·'.. -:· ";' .. ; 
detectar la aparición de' especies hasta ahora 11º descritas provenientes de sitios 

- . -

antes no accesibles29,_3o. 
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Porque estudiar a los mosquitos anofelinos 

Por todas las razones antes expuestas es evidente que el estudio de la Biología 

Molecular de los mosquitos en general y de los vectores de m~laria(anof~lin~s), 
en particular, tiene una gran relevancia tanto a nivelbásicocorno aplicado. Eri 

cuanto ª esto" va~e ,~Pena reiterar que so1amerite'ci~bi~º ª 'ª n1~1aria ~ªY 
; ,V•. 

aproximadam'~f1t~·1. ;h9o.(Jo()"de r;nu~.r,te~.apu,al~s1(':D~~id'? ·a.qUi:i ~1rr18squito 
An..gambiae •·es .. ~lveciorcie.rnalaria;res~ons'~bfede·'1~;~ai6rí~de1.1os·.·casos 

::3~j~:t¿~~~~l!~~r¡~~~iiJ~~?~t~:1~~h:!~:, 
de que en 'An. ·~án7biae'·e~en'cionde;sé harí'c~nsfruido los fn°ejores~apas y 

donde se• h~n h~6~6 ¡;·md~~ri~ ~e 1os eitJdi¿s ~g d~néiib~ ~d1~C:~1~r. Este·· 

mosquito .. presel1ta' ªrand.e~·inc~hvenl~~t~: para ~.~ .. ~stJdi6ih:yi~6,,·én ·México 
porlassigul~nt¡.~,~·~db'es:'·· .. e• '-' ''.· •·, .•. X •. ·~· ;:·''.X > .• . 

:~=:.:::é~to¡:;;r~,~~~ ~J ... ~~f f !~~l~i~t~~~i!f1~:~:' 
' 1'"1 

imprudencia introducir un·vectoi 'taíl eficiente ·eri'ú'n pais éb'mó:: Mé~ico: . ': -,,,,., <>''. .. ~::·:·;:·-.-'. :·;: .·. '._.:?·. <·.j __ :· :'..'.~i·-·, .(~~t·: '.:!~:· : .. ::~~·::: < ~-:_·.;·. ,,-.-.,"'.< ·, 

2) Las colonias no púeden ser múy graode·s y si::in ¡ñuy difícileá de mantener ya 
-.:·'<_· ::'...; <>,.·.· ::~:'·· f·":.'::-.·.:::.·.·: .. 7;,.~-~-.-:~\~<::·:.':~:,.'_· .. -:\\;" .~::: .·::;-.-·.<·:-".'' '.~_}·_ ·--~_-:_ 

que requierefrdeaml:)ien~es confrol,atjos,,·Esto [estringene el tipo de. análisis 
genéticos que quedah a;1ue~i~o,~lc~nc~;x· .. e. > ~.·· . .. . .· ... •. 

3) El mosquifoAií:'gaÍJibi~e(és.hén{~tÓf~gÓ y requi~re de al menos una ingesta . 
, :~- «: .-.:··:.::.· ·;· ·._)::.-.<·tS·-~.'' )~;'L~: -~-'){ ·:<: ¡... ::.: .\·:~.s.~:-~ f,~~-¿: ·· '~.:;'-·;· '.:·_·>::: ··.;::.::: · . . : ·L:::. _. :~''- : __ -· .. ~ ,_ . __ , ____ . ___ .. -

sangu1 nea. pare pro9u.c1rhuey()~:" ~S,t~.; .a unacjoa:quepr:fie.re. sangre humana, 

significa ··C¡J~~,~·difi~C~~~·~:-~~n~~~~a··l·~.·c~l~~[~;ª:,~fue~,t~\~in ·em~argo, ·e1. 

hecho de que·'ª o~ogéhesis se i~Él~zca éon ,la ingesiá s'angufn~a es una ventaja 
. '· ............. -.:.;·. - ___ .-... ,.,- ,. - . '· .. ,·.,,,_,; .. , ' -

para aquellos que:.como nósoJros,,•,ql.liereó esfodi~r este''i:íroces'CJ .. 

Por otrolado, la'.si~logí~ d~I D~s~f;o116 a'l10~ ~~6teliAo~·~s'i C:o~o su proceso 
• '· .• ¡'' , ..•.• ·• . . - '. - -· · .•.. , .-

de ovogénesis son muy similares a los de losdernásciÍpte~~s. Es por eso que 



nosotros proponernos como una alternativa y complemento para estudiar in vivo 

los genes aislados de mosquitos anofelinos a la mosca de la fruta Drosophila 

melanogaster ya que este organismo ademásde. ser .un qípt;iro •. es el 

organismo metazoario mejor.·caracterizadofant6a~r:iv~Id~.~iblogia del 

Desarrollo como de Genética Molecular. PÓíesta r~~ól'l pr~~entare una 
,,.,, '' . -· 

descripción de la biología de D. mefa~ogaster con la fin~lidacfcle mostrar las 

ventajas que presenta como modelo experimental. 

Drosophila melanogaster: 

Drosophíla melanogaster como modelo experimental 

Drosophila mefanogaster es un díptero y por lo tanto comparte muchas de las 

características del desarrollo de An. gambiae. 

Las Drosophilas en la naturaleza se alimentan de levaduras que crecen 
•º. . • ,. ~ - • . • " ...•. 

naturalmente en lafrut~. i=:s por eso que estas moscas s~ e~c0~nt~~·11 .. _ 

comúnmente e~_ lós, fr~tef~~ •di~~~ti~.e~<'.~sw;P.~.~~~,n9 i.?;~~gto.~~~uJ'tf?il de 

mantener en el 1ab6rat.orio ya.que;se·hecesitah 8edi(is de cGltivo rnuy simples, 

que idealme~teya~:.c6~~1~me~ta~bs'.9~n ie;'{~cjut~;~i~a'~<~· p~n~~.~r(J:·_ También 

se pueden mant'ener. e'n medi¿k dé;cultivo co_mplej~Ji'~nte a~tLnidos.-. Por otro, 

lado su ciclodevida'~s=mli9'coifo;'ciura~~·1·~ i2ricií~~~~pJ~dier1do de la 
.. . - . . . -- - ~--· ·:- •. '~ . , .. - :·· . ' - . ,: - " . ·. . .-,:- " .J ~ ··"' 

temperatura} di~p~nibilid~:~:d~ ~Hrrie~t(); ' 
A nivel experimer1t~I, la{vehtaja~ que presenta D. -mefanogaster la hacen un 

modelo extraordinario. 
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a facilidad de cultivo permite tener grandes cantidades de moscas en el 

laboratorio y de mantener muchas líneas de mutantes distintas31. Uno de los 

atractivos más relevantes de este organismo es que su genética está 

perfectamente establecida y se cuenta con catálogos detallados de mutaciones 

mapeadas físicamente en cromosomas politénicos, de manera que el geneoma 

está saturado de éstas32 . Drosophila genera cromosomas politénicos muy 

grandes y con una morfología muy definida lo cual los hace ideales para hacer 

experimentos de citogenética en donde se ven cambios en los patrones de 

bandeo de los cromosomas causadas por mutaciones (por ejemplo rearreglos) . 

Los cromosomas politénicos también son ideales para realizar experimentos de 

hibridación in situ lo que perrnit~ mapear la localización cromosómica del gen 

de interés sin la necesidad de hacer un análisis geneético detállado. 
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Fig. 1 A 

B Ovario C OVariolo 

D Celulns tollculares E Huevo 

Flg. 1.· A) Relación y notación standard de las células generadas por una célula germinal en una camara de 
huevo, solo las células numeradas 1 y 2 tiene capacidad de convertirse en huevo (no se sabe como deciden 
cual va a ser), las otras 15 se convierten en células nodriza. B) Anatomía del ovario. C) Esquema de un 
ovariolo. Notase las distintas etapas en la construcción de un huevo (los estadíos más tempranos se · 
encuentran en la parte superior • qua correponde a la zona mas anterior de ovario.) D) Cámara de huevo 
tardía (estadfo 10). La e<llula que va a dar origen al huevo ya es mucho mas grande qua las nodrizas y las 
células foliculares ya estan recubriéndola. E) Huevo maduro listo para la íecundaclón, las estructruas 
exteriores astan hachas de corion y fueron secretadas por las células foliculares que son de origen materno. 
(Tomado de • The Developemenlo clf!rosophila me/anogaslar" Michael Bata and Alfonso martinaz Arlas • 
Cold spring Harbar Laboratory Press. 1993. 
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Gracias a las características mencionadas arriba, D. melanogaster cuenta con 

los mejores mapas genéticos físicos y de encadenamiento genético que existen 

para cualquier rrieta:Zoarios2. 

Otra de ;a·s ~ra~dei~\/é~taJ~s qÚe presentafXmelanogaster es que su 

::::::~TJrlf ~,~tfü~~~iW!r!i~i;.~.'°';~, á º rh~i·rog··~ 
< ~'. : i! : • ··, - • -~- ,. ::_' ·- \ ·• 

con. una granefide'ílcía 'medianté la LÍtilizadón :~e elemento~ transponibles 
: ... ·_ :~ ... : --,\\.: -h~.\-- \::{_:_~:. ':7~<: -:_··r;:<::-··:~.¿- :);,~-.:'. ;_· .. -;\~~-:~;. :! ;.-f.'.S: ··j\~~:·::· /:~:~~,;-~ ;/,:;;_~\ .. ~ --~~\; \'. ;:~ -~· .. --,: -~--'._:.~ __ :_. , - • 

llamados elementos :'P". Est()S no s910 s9n ,rnutagerieos m~spec¡f1cos, sino que 

también ~iivén 'ciorno,vec~~re~ de)rarísform'ciCióny ~;ara capturar zonas de alta 
. : ·. ',«- i" -' ' ,., . - "! ' ' . -- ,· .. - ·. ,,-- - ~-· .. "· :'' ._. ' . - . - - - . ,.. . - . . . - ; 

actividad trán~6ripbioriáí (~nh~nc~r t;~ps)s1:' '· --··. __ . __ ,._-: ·-·- _.,. __ . , .. __ .. ·- .-

Ciclo d~ vid~:••.· 

El ciclo de vida de b. riieliinogast~i C()~iel}za'cúando un huevo' técuridado es 

ovopositado,".del.cu~1·.~6lo~idn~·~n¡:1;Za·eh.apr~ximadam..ente .. 24· hr~.·.(a 1 BºC). 

La larva pasa ~~r 3 :~·st~di6s,ll~T~~bs .• :{riiiir~;~~.~:t11 -~~erí~a~;8i.i cií~~. En este 

período no existe ul1iciiterencia>moftol~gi6arriacr6ic6~ic~·;~~ibente. entre ·.los 
' ·-. ·.( .. '.'.:-.>·'.~---:: - ."J,'>-··, .. -.:~-;:.- •;!~:•,::" -_ .. {{,-·~ '; ~::_:,\:·_ '> .. ,,,;·: >:·';< ·'/:':.:,: >)-:/) \~.>'.'. - \::;.:- ~:'. -, 

diferentes "instars", ápa~e dé1 aLTe~to"de>!át11~ño.;Er1e.1 tran5:;urso de estos 

días las larvas se alirnent~n·i ~e~a~¡¡;B~;'~ni~rr~8~s en;·~,~~~i~~;·cu'itivo 
dejando afuera solame.nte}º:5:~~Bifapµ16~'8?~te~[~r~~(~~tb~.~~?~ol3~g~".h~sta·· 
que la larva consigueunp~~o·.nií;nin{ode'o.á'rng\Una,v~zqb'e.~1Cán~ae5:e peso 

:~:::~ijitrr J~~~~;~~¡~~ti~t~~~~~:~~~:i:::·' 
período de pl.Íp~ciÓ~: .•..• . ' 

- '!", ', .. ::;· 

El proceso d~ pu~a;lÓn·es reversible en sus prim~/as ~~apas ánte·~ d~ que el 

pupario (tegUmento ext~rio~ de l~·lar~a)se endurezca: si la larva es fTlolestada 
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severamente en este período es capaz de activarse nuevamente, vagabundea 

otro poco y Juego prosigue normalmente el proceso de pupación: 'sin embargo 

cuando el pupario se endurece, Ja pupaci?0 ~,é ~'l.J~Jv; irre'vers,;b,1J. 

Durante la pupación la mayoría de los tejl,dos:cie la Jarya ~e ii~arl Y. hay una 

muerte celular masiva, Jos tejidos que v~rÍ a i2~rn~~ pa'rt~'ciéi'ádult() sé generan 
- ,. : .. ·.<;:>- ~·:-·.{{,_ ·.:\'.::~:is._:: .. ~~::r.~1;:t.~.:~(:!;f_._.:,: .. :;;~: >'·/~:_-_'f_.,_:}/-.<,~/-· ___ :_, 

a partir de 19 "discos imagales" cada urío de)~s cúales fis preCursOr de algún 
{,,;<:. ~--~:'-.., :.c. 

órgano. Los discos imagales son reconoéible{desdeel prim~r."ÍÍÍstár". Estos se 
- . -'" .• ,, '>:~:- .. ' :,'-'·. ' -.... ,.,, "·"' . '"•" · .. : ; -· . - ... 

encuentran determinados para consirpjr e1?(gano'para.éL~u~J,e'stán . 

programados. Los discos imagales tierl~n·méin'ori~ynó pier~en su . 
,-._:,_····;:·:o:..'···-º-··,._,.,_-·--·-· · .. "º"---.-.-::·,-!..o"".=.- __ ,·.,, -

determinación aún después devarios;p~s~s cié'cultiv8'.'soiariiéííté,eLsistema 
- '' :-:- :; ~\-; ·.>\.'~:. -".J, :· •. ;·,·, __ -'-;,_,;"".:>". ':·{:·.~- .j __ 1.• :.·- .. ~> ·'~'.;::.:'. -,,\-;. ;:::::_ .·_,__ ·-

nervioso de Ja larva es ''reciclado";es 'deci~; no se desintégra} e;'uti''izado tanto 

en'ª 1arva como,err~1a9:&1t6. kD 81:~r~~?C:ur~¿,:~et~ ~.ºP~~i.¿n h~yúÁ~ gr~n 
proliferación· célular en '.'º;·.discos. i3agal.e~; e~tap;olit~ra~iód'~e Jlevaa célbo 

utilizando Jos rec~r~~~:~~n~i~ci¿s-~·p·~hir ~~·,~g oir&~'t~na~s ·,~rv~rio~;: El .• .. 

proceso de pupad61'ci~f~··apró~in\~~afu~~~~g"~í~~V~~spu~~~d~·~ki~em,erge 
un adulto (ímago) c~páici~r~;;Jd~cir§~cb~1ifqu~~1 ~iclo'pJed~voJ~er a 

iniciarse. 

Una mosca adÜlta pJecJ~;vi~rh~~tai5odfás,/~n el transcurso de su vida una 
• ~-.<_,·,_ u•~-.~--:'•:~~!/'._~' '-~' ::r. ~- ~:".: '• ~~~ •;:·~·.'.:. ~-J_~,. 

hembra puede prodÜcirhast~ 3000 hueyos, aunque encondiciones no óptimas 
·,_ -_, . <~;_·. __ , :<:'·,-· . -_:"¿· ., ._-_:·_·<=:.·' .:.::,.~-:-~<: .... --~ .. -:._>t: -: .. ;':; ;"..'.>"" < -:-- ·_ .. '>-, ' '-.;. ·,( >'· -::. -· ',' .-, 

Jo normal es qué produzca de.7ÓÓ á 1000. El niadio pÜede tener una progeneie 
- . -~ -... ·· .. - ·- ' . ~,-;:-''-·. ·,;:;·_ (' : . .-.\,_., . . ,_,,._- /., . .''" . ... . ,:·. . ... ,· .. · "'' . ' : . - . 

de hasta 30.oobllio~~a8~1::ioi. l:~:: )i.~~ / . . ..... .; 

- . -··:< _,. >>-_:· _:: .... _«-.:,~~-- /~~j. _·,\::-::,.~-: ._::-: ·~·· .-.. : 
Copulación e' inicio d€{1á ;ovog·é~esis.-. . '·.·• . .· -: . 

- -, ·:: :·. _':·~:--.'.~_,:·:-\'."';·_''<:·.:'_': ~ .. ·-,-~·-,;:::·.-'. :.:_:-' ·.· . .- : .:-.- .···. ' 
La mosca her:ibr~ ccip~la:.uri~:~ h6ra~ después de que eclosiona de Ja pupa y 

' . ' ' ·'· - . . . . '.' ·-·~·· ;·<-. . . . . -

deposita el semen en su espe;mate~a •. en Je¡ el.Ja! tiene capacidad para. 

almacenar alredeclorde 1000 esperrnato~oiCÍ~s'~or. varias. s~manas. 
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La ovogénesis comienza cuando la hembra esta bien alimentada y su 

mantenimiento depende de la disponibilidad de alimento. Antes de que 

comience el proceso de ovogénesis lbs ovarios son pequeños e indiferenciados, 

pero una Jez com~nzada ésta, l~s ~vari6~! 6recen ~ pueden llegar a pesar Ja 

mi.tad de la masa de la hembra (úna hembra enprdducción pesá el doble que un 

macho)31. 

Ovogénesis 

La ovogénesis es uno de los procesos biológicos mas fascinantes que existen. 

La célula que va a dar origen al huevosufre u~a,serie,de modificaciones 

extraordinarias que tienen como fin último la f~cu~dación. Es en esta etapa, 

cuando el ovocito ha sido determin~clo/dÓhde comienza el establecimiento de 
-. ' ... .;_ --~. , - .. ,. ' - ·-- - . 

patr9nes de desarrollo y la const~L)~lÓQ',d~~ríOrganismo multicelular. Se podría 

decir que el desarrollo de un ·or¡;iani~incFco~i~nza estrictamente con la 
• 1 ,.· •, •,.::.~·· ,,-

ovogénesis. Los pasos relativaÍnerité si~pl~s del comienzo de Ja ovogénesis 
- '-i;, 

nos permiten enfocar nuestros esfuerzos pará c()mprender lo que se po,dría 

llamar la programación de.un proceso de désa;rollci:·.LafisiÓlogía de Jacélula se 
• • • - - '': • - '¡_•' '· '.· •• ··'·-'o-,,- , __ - , .. -:.·· .• 

modifica profundamente durante el proc~~~ J~ ()0o~eh~sis; ~I cib1ci'óel~lar se. 
' • - - .:· __ . .·, • , ~,- ·,·,. . ~. ··-· ' •. "' ! - -

vuelve meiótico, existen rearreglos cromosómicJs y cambia láreladónentre el. 
-'-\•'/;-·· 

volumen citoplasmático y nuclear. 

Es muy importante hacer notar..q'~'~ 1é·fr¡~y~rÍ¡;¡ d~ los organismos aíslan a sus. 

células germinales de las somáticas mu}''te°rr1pranó en el desarrolla rae manera 
·- ---~::.. .:.o-,..··'-" .:--;-- --:~~ ... -,: :~'.;~,_-,_~;--- .::,;:;:: '-;-;,.;-_. -~·:· -: .. _ >~.: ~-_.:.: ·: . ,;, ~- ··~· -.~·/-~ -., ... _ :-- :" ,_,.; .. · . . -: '·· ·, :.: . -~ -.', . ·. ···' 

que éstas no sufraí11as}nOditi~a·~¡~nJs:cit~'se:11evarjacaboen.1as c~1.u1as 

::7n~::::~!:"t~i;~~~d;l~l~~d~~~~:J1~ f ?J:!vj~~:;~~'át" 
huevo. Estaint~¡acbióg~sitS'~ a;l,as ·~óíl'ac!ale.ri un~¿ateg6ríétcle.regulación e 

interacción cel~·lar ~istir\t~ ~Í~ci~~1656émá~ tgÚdo~33 . 
•• "., - ••• •• ·_·. ··, ,,·. ! ' _.·_, • 



Al ver un proceso cuya importancia es tan grande, tan complejo y rico, no es de 

sorprender el interés que el fenómeno de la ovogénesis ha causado siempre a 

los biólogos. 

Anatomía del ovario.-

Para poder preguntarnos que es Jo que pasa dÚrante la ovogériesis es necesario 

que tengamos una idea de la anaiC>l11ía ~~I ovarib'{~ig. ·~,'s).'unov~fiotípico 
contiene aproximadamente 16 ov~riilos d~ lo~ 6~~,~~ 8~cia &nd:ci~·ell~s; 

. ,',,:, .. ·,'.o..,:._-,;-~;:· -~~-:~;· :,::-;~.:'-- .,. "·--· <. -._ '. 

representa una línea independiente de ensamble cie'hue_Vos{Fig~ .1'C).'Cada 
_ : <~-'.:· _:·~-~::,": -:.·;:::;;, ,"--\::·:· __ .;~{:~\!\f);:_:,:· -~Xr:_·: \~:~~:~/V-~~~-,ó~;~:¡,:._ ::-. <::.\_ ;.:_;;.~_;·:- ;·:·_ _·-· 

ovarioio tiene en su. punta ahterio(un e grupo de'.célulás sornáticas,y germinales 
_.,~:·:, .. \\_ ~-v- -·- ~~~o·,: 2:·:t''. :':'",__-·:, ~~.;,~:-:, ,,.::~--~· .;".-' 

llamado germario. CuandOla~·~é1'ú'1as germinaJei\c:ieÜn germáriO'-se.dividen se 

organizan·e.~_ •. estr.uei.uras._cb;o:b•id¿~cd~·d':G~ar~~-dehu~vos''~ .. Üna ·cámara 

::~·:0~~~~~~~7~~~~~~i"~~~1~ti~r~;~J~~:. 
células únidas. por Ún puente citoplásmiCo {fig/1. A);' este procésó'serepite 

,· :~·· ··~,:.::·-.,·_;, .1-'!_. -·-· --~+-"·.··-.-,.~ ;- .. ,.,.,_· ·.·· ... e- ··.:.:<:.c~.~:c-'-'-- ·-·--'~-~--.----~ :·.--., ~--· .. 

cuatro. veces 'ciando: iuga:Ía. ún ;:'~ui~fu11 ~7~.1?6 ~é1~1as ele: origerie donal ·.•·· 
. , ~-:. --~-'.< _, _ _!'(i; ;~ ,,;;~'.'.c;c· ";:_;~'-·>,-.,.-.-.: .• ~.~> ·.-:·:;>;:-·,_-, .. ,;;0 ,~-!·~· :-~· ;: ·::-:;'~-~:• ,·\~'- ·.:. '. '.;•:.~:~ .' "¡;;_~;·, .. :,:'..:,:,:~~"-.-~ -:.\_: ;~;\~,'-';: • : ; 

interóonéctadas ·entre sí ... De estas·:1 s· célÚla~.solo dos tie'n\:lf1·4 interconexiones, 

una de 1as:cüa1esse'convkrtirá e.n •. ei;hu~~º'.Y••.1as ot~1s:~;·e;~:c¿1~1~snbdrizas 

~::p::.tli!~.t~~ 1~~~:i1,~~~s~~~j&;~I~~~l~iíi;i · •· ·· 
componentes'cie1 •. l1ueyQ,.!Par~'.1ograr·~~t~.:1a~•cél.~l~s·~ütr~n~f,'iramplificaci6n de 

su DNA·· po~ei'·~~~~~~~:~eigf.1Ít;tr1~~~ci~~· 1'0·~~~· ~~~T~~n,tª:dr~fü~t¡~~-ente su 

capacidad de síntesis~~·:''? • . · •.•.••.•. : . 
-.. -.,,.-·':e••·•,.,,,,:.: .. ;·:·,. ' 

Una vez qlle'1á·:2~rnar~s dé h~evos estáh forMadas; sale~ del gerrn~rio.y 

continúa~ n1igrand~ hacia la parte posteridrdel civarió {y d~ 1~''.f11osca) mientras 
, ·. :· '.·. -: .. : .. - '. "~ .' .. . -- -... . '. ·. ' - - .. '. ;' ; ' _. .- ; ; ' ; :: . .. - ... ; ¡ ... - '~., - . , . '' --- .' . - - . " 

continua el des~rrollo del o\/oc\to. Cada. ~va~ioJc/c~nti'eine dinb~~ s~ls éániaras 

de huevos en distinta.s etapas de desa.rrollÓ. Cada una cie,'estas cáinaras. están 
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recubiertas por células foliculares y están interconectadas entre si por células 

interfoliculares (Fig. 1 D). Cada cámara de huevos que ha salido del germario 

esta constituida por 3 tipos distintos de células; el oJ~cito, con su núcleo 
.- --· _.; "- ¡·-... ¡,, ·: -. - ' - .. ·. <:~ .·. ·.. /; ... ,¡ . --. - . 

prominente o vesícula germinal, el cual esta con~ctado aquincecélulas .... - -- ., ' .... ·.- .. •, 

nodriza~yt{)do esto esta cubierto por aproximacl~m~hte {060 célul~s 
folicÚlares. 

Los dva;i~los están separados entre si por las paredes o~~;iglar~s. E~ta pared 
: "' . - . . ' ··-.¡/:"• ,,_. ' -_:, - - . . ._ \ -

mantiene a los ovariolos alineados entre si. Toda esta esi~u"dG~a ~s mantenida 
¡.,--

en su lugar por tejido conectivo. Este es llamado capa péri~bn~~I ~ in~luyé Una 
, • : • ~-•• : •••• , • ' •• ·-' .< •• '-,. 

gran abundancia de traqueas que están encargadas de o~ig~~~af ~1 O'vario. ·• 
.'. ,:: ,·.,_-.,"--,ó. --.,., _;·;:, 

La ovogénesis se divide en 14 etapas delimitadas de m~n~ra rrias.ó menos 

arbitraria. En las etapas mas tempranas se puede ver el aume~to en el tamaño 
:·. _-, .,..·~, .. ~" _,. '",_ . -. ··- -

del ovocito y de fas células nodrizas. En las etapas intermédi~~ se'.cibserva Ja 
- - . "- • - ·- - . - ·-- -.-· ~-. ,-.·, :, " -,_ - 'l - ---·. ''; - - ' . , -' • 

aparición de estrÜ~tU'ras d~lqVocito maduro. Fina1rn€;íl1e,· erna~ et~pas más 
º'-. -·' ~,.," "-·-~;·- • ' . ,. • ~ " - ' - - ·.. ' • - '···,.. . -· • - ' -- ' 

tardías el núcleo de la~ céiuia~ nodrizas se frag~{~rit~ y'~1 Cit()~las~~ y los 
:'· :-.'".-i:.~l---- ~~:.:-·.--·~- -.. .=.~: .. :, . ····, 

organelos son "bombead0s'' hacia el ovOcito:· EQentdafrrú~nt~las células 
_•:: .. ,,, . - , •• , :!., , •. °' -·- ,.:·;. • ·'. - .... - : ' :._~ -. ' .. , ··'•. ·;•:«'." •· .< 'e~·-: ·,. 

nodrizas desaparec'~r\:j)ur~nt~ eit~ 1prÓ~es~'1ii.s'C5é1u1as"t~licGlares rodean al 
'•'·'~·; :•: -'' ,'-,•<•\L.;;, :tt'.~·· ~:~:--;:' .-..·.-- .. ·. ,'-.;;.·· ~¡·· :_f;• , 

ovocito, secretan "coriofr' qüe co'ristifüye "al cascarón y producen las estructuras 
·, . . ,- • :' ·~, :· .. ~;:· -:,.. •., .. • - . . . - T'\· ' ' . 

exteriores del húevo (veffig. f E)ss. . '. : ·.· ·· 
• ' ' ,, 'J""'·~ -: •• • ,·_,. .... ·: •• ' -. ••• ··.-·:.> -. ·.\: 

Este patrón de ovo~énesis'se llama "merofstico" 'y es característico de Dípteros 

y de Coleópter~~34:• 

El desarrollof~~~r~~'o ~'.~I ernb~iÓri de• 0. melanogaster es uno de. los 

fenómenos bi61o~i~o~ mefor cJ~;crit~L~coíltinuaciónse pr~senta un listado de 

los eventos más relevantes en el embrión de D. melanogaster desde que es 

fecundado has.ta el térmi~o d~ la gastrulación. 
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Fig. 2 

:.\) 

Fig. 2.- Desarrollo embrionario de D. 
melanogaster: Laembriogenesis 
comienza cuando 81 núcleo del huevo 
fertilizado comienza a dividirse en 13 
divisiones rápidas isincrqnicas (etapa: 
1-4). La miworia de los,nuéleos así 
generados',se .. disfribuyeq.:;· : .. •· 
homogéneamente en\ úriá solá capa be 
la superficiédei.hu'év6Hesío'Uevaal 
blastodermo., ce lula';-'.'.( etapa''5 )>En esta 
etapa algunas células ;(3,4~3?)..rnigran e 
polo posteriorysel'coilviert~n en célula 
polares (cp) que,van;8.''dar·Origenala 
linea germina1.···Es 'eh·este'moment6 
cuando comienza la ;·9astrÜlación: ' 
Etaoa 8: en está:etapá;sedeterrniria la 
zona que vaá darói"igérú:'ai18..Cabeza 
(procéfalo = profy se forrT1a'el-surco 
céfalico (se), elrrias lóngevode los 
surcos caracteristic§sj_~:l~f' '.. . 
embriogénesis. Járl1bjen;en.:esta •• etapa 
se diferencíancia la· bar\da ge'ríninal (b¡ 
y se separa á la arnrjióserosa (as). del 
tejido proliferátivó:~LáifrOn.te ra• entré. la 
amnioser6sayla'.8anda,geminal esta 
determinada por~láinVa'gi~a"cióri­
aminoproctodeal (pr)!~i: ,};'~ ;,~: •:., ... •. 
En las siguienies, eta'p'as_Ja banda 
germinal se e longa y:se 'dobla· sobre sí 
misma para generar. tr'es''capa's .'ié -
(ectodermo, mesodeiñfo;Y, ienO.odermo) 
las cuales van a dárorigerÍ•ailos'distint 
órganos larva[i(:)s,y,_~O¡l§s~fiiscps(:· · •. 
imagales. Es en la1etapa':J 1cuando se 
determinan los-doijliniós .. Tárvarios y.se 
delimitan. los segrÍ"l en tos é'órí los surcos 
parasernentales;.(sps)·~ánibiefüen este 
momento de.de!ermirian los tubos 
traqueales (tt)'.y,\lo's.éspiraculos , · . 
posterióres,(ep)?:iEri · 1a~etap'á 13 todos I• 
órganos'son:reé'on'o'd51esfen'é1.'embrió 
y los segmentos~larvaííosítambien está 

~~~l=~i:h~~~{~fJ~~~69J,f~~!1~s~gmen 
abdominal 1, A9:::s.egmehtó abdciminat. 
9). tomado de Volker,8~i'rtesiein, 1993, 
Atlas of DrÓsoptiila';'De'velopement. Co 
sprin Harborlaboratory Press. 



Una vez fecundado dentro del oviducto, el núcleo del ovocito que se encuentra 

en metafase 1 termina la.meiosis y los dos pronúcleos se fusionan. Una vez 

fecundado el embrión, es ovopositado y su núcleo. comienza una serie de . 

divisiones sincrónicas con un período mÜy corto.~'Al:cabo de 1 Sdi\lisiones 

nucleares se generan 8192 núcleoS,formándose ün'a .ééíu1a· mÜltini..iC!eadá. Los 
: > • .. •• '.' .-:, -; ~ :-· ~·- ' •• ' ' 1'" ' .,-- '.. ::· \" -'. ·.·: •• :.:: - - ';::: ·- -

núcleos migran y se reparten homogeneamerite en Uria sol~ capa al:>aío de ta 
,,.,. - ¡1•-o.::>'>.,' - \;.'::.-· .. \,!'-·.:·· _¡ •. ·-.. ~:.-·-: - ' . . ,_ '' ' 

superficie del huevo, generando Ío que se_llaj]_a~'el bla'sidc:lermo' sinCicial. Uí:ia 
'. _::~:<:·:. ·~< '. ,.,) : .. : \ }-'.:;. •; .,.; _;,• .. ;-~~.',';/: :.s:<•; .:~~t':> e ~'.,'•~: '.:~·: ,,·,, • ·: 

vez que los núcleos se distribuyeron solo quedaye111aen:e1 ceritrodel embrión. 
'·.·,~ ·"·· ••• ···.''.--. ' ;-• ••• ,•", -_,,,.·., <;\ - •• • - -:-::,;"-. :;- _.,_,_- ._ ,.• ' -

La membrana plasmática comienf~ a in\l~gina'rse al~~ded6r'8~ ¡¿5 nt'.Jcleos, 

hasta que éstos quedan envueltospoÍf11en1brkna'6it6~iá'~íl1i~~ formándose 

finalmente células aisladas. Es~~' :~i~ciib Jd.ua~adb ~l~st~c:l~;¡,,o celuÍar y es el 
(!·~~----~''·:,\>· -·~:·-· . ,. ' ' .- ,,. ' --- .. ,, 

inmediato anterior al comienzC>:cie 1a'gasfrú1~dóh./Par~·e~te'rnomento, las 

células que van a dar.ori~e~~'.~::l~:l;~~~·ª~rf¡,\n~~¡'y/3.;~~i~ni~~t~~minadas y se 

encuentran agrupadas' en.ur{cuñ1u1[ú~t'.'ra •. pirté~~.osteri?r d~l.~mbrión ;·éstas 

=~::::~':~;~;&~~~~f ~!~~d~!~~~~~~f i~~i~fo~~~¡~n 
de dos surcos;: el. surcO' cétálico c¡'úe.íoí:leácompÍetarneiíié.al embrión y delimita 

-_ _.. ; .. ·. -·,·.'·'\,:,.;;_~ ·~-~:·_,,, . ..., ,_,,···-···-,·¡..,: .. ~.·-,.,-.,: ... --:'.;~···-~:~':~.""'.:<:~.-.'!;;:»\:-'~\·':-'"·' .. o!, .. ·-·:-.; 

:·-' ~.-, --~ - _.,_,.,,. ·".". ,_.:·,~----~:¡, .. - ... ; ,··>-'. ,,_,._ '·'"'.' .. -._ - ~,_,~·: _'!:;,_.,,.,,_,., :',\:)_ .-... -. --~·"' ' 

la zona que va.a ser: ocupada por la cabeza y todas sus estructurás;.y el surco 
'.:;, ,_·,'_,_;·,~: .. ·.o: .. '·'.-.;:;· ""<':< --,,·_,:-;" . :. ·.<·: ··:;··i '·,·: ;.,:,.· '-'·',-,;,_ ",-·:'~ ,- .:··;.'; .. -~·~,,·;,-._ ! ''}:~--· --\~;;~:_, . ~';-· '..: · · :,- :. '.'· 

neural que sale ~partir ~eL~prcio c~fálico a I~ lf rgod~)~ z~nÉioventfaL,p(iSa •a 

través del p61~ 9~r~;~ªG ;errniná ªgro~i~;~'c;~~:~~t~ ~;¡~ ~'it¿8'd~Leil1brióf1 en 1a 
;---.::; ·:-.;,.;_' "-;,o,;,-·<;·- -· 

parte dorsaLApartirdeJa zória'donde terrniha'efsurcOneúral li'astala parte . ·. 

dorsal del surco 6efá1Íc~las.célulasc~d~n~p:rrniten.laaparidió~8.e la· 

~:~:.·:;:C;~~i1~]~",~i~~~f ;;~~~J~~~¡í~tl!S;~~º"~º·~ 'º 
que se llama la bar:ida germinal que esta' se forma alrededor del surco neural. 

: .. _:·" ", ; --: " -_ '_: .. ·;, -,i:· -:,,_;._;_,_,:: :, :· ::· 1.__._: ....... ~ __ __._ "/;;"·' '.·;"-,:·' ,' - ... : ··:','.: .:· .. ;:-.--.,' ... ::: ... ''-.· ": .· - .• 

Durante estas etapas ei nÚ¡nero de células aÜme'nta; y sÉ:ire'disfríbuyen ·en tres 

capas. Es ento~ces:?ú~~dbsef~r~anlo~ surcosparase~mentales y se 
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determina los segmentos de la larva y se generan los discos irnagales quedando 

así definidos los dominios de los órganos adultos35 . Todo .el proceso de . . . 

ernbriogénesis dura aproxiniada;,,e~te 20 hrs. y culmina con la eclosión de una 
- .. · -

larva de primer "instar" que continua: el éiclo. 

Antecedentes: 

Corno ya mencionamos antes, uno de los intereses básicos de nuestro 

laboratorio consiste en explicar a nivel molecular algunos de los eventos que 
·.· :_,,. ·, _.· ... -·"·. ':' ·.< 

suceden durante la ovogénesis en los dípteros y cÜales ~on las moléculas que 

intervienen en este proceso. 

La estrategia tradicional para identificar un gen relevante.para un proceso dado 
- . - - ·' . . - '.· .. ~ .. ··. '·-"· - •',''··~ ,:..- '·- . . : 

moléculas responsables de ésta; Esté proceso se puede llamar :'Gehética 

Directa" y consiste erí el aislamientodeúnrli~t~hte"buyb fehotipó'~s bbseryable 

y a partir de este; ·¿¡e;inir1i· r~~ioJdel g~·~ó~a ~~e:6orití~~¡·~1 ge~:·~e il1teres . 
- ' _.,,..: .· - : '. -~ . --,-·,1·-. ::·; :" -·-'' ~ ":: ·' ., .:· .-:.- . --··-· ,_,,._ -,_~_-·_ -· :,,w :- . ,., ;, , .... - . . ·-: · . .- '· ·'. 

utilizando diversasmetódotOgías;genéticeis: Soiamente Üna vez que ellocUs se '.'' -... _-:. ·;,~--· ·.- _,. : . ; -· '· ,'-.. ' - ";:··_,, ·--.;'.•,_ ;,- --... ~ - .· -. . . , . . :: . 

encuentra perfecta~énte ~efinidp se puede' pen~ar en carác!erizarl~ ' 

molecúl arni~n:t~ .• · ~E~t~;~:;rit~~¡~·~~"bJ~.nli.íll uy~()d;3(:º~~·· tiZ·~~;\~rajd:~. 
inconvenientes: 1) Es estrictamente necesario.contar con un fenotipo·observable. 

::' •. · , · · :~·· :.: .:' ::·.:::,~~~·--~ s~;/_,;~::%:_:-<~-~~-;~/:--:.:'.,-~:~;->:: tJ;· \(:'~,<. ·.: ;~ ... ·.-~:~- ::· ··~-~~-~---:_?-~,,~;:~-; .~;:~;'.'../. (?::' :.~·F:.·~~1~·-_:::_ ;::;_'..~-;~·-, :·:'":·'.:'· ·. ·.-.:. · 

Situación qu¡: I' m it~·el nú~~~o de estrategias 'acc~sibles: 11 )··Sol.o se púederi .. 

::';~~f:f~f ~i3~f}~~f iif ~~~~~~~r~~~~~~i~f~f,:.h;os 
IV) Para poder observár.~~utaciones cÜya probabilidad es' baja e~ n~~esario 

, •• •• ·,. .,, .- ,.;··.•- .. ·•,.· .. • .- • . 1 "' . ; .• ·' " . , d·• - ·" ··' 

mantener poblackmes sÜiH;:i'me'rite grá11dei de moscá~. V) El sistéma• de 

selección es estrictamente ~'visual" lo que implica muchas horas hombre de 
,· .. - . . . . 

trabajo (fuerza b~utá). 

21 



Gracias al avance de técnicas moleculares es posible.aislar genes relevantes -

mediante el uso de una lógica inversa al proceso descrito en el párrafo anterior, 

es decir primero aislar un gen que pudiera ~.er rele~ant~,parn U,~ proc~~o y 

después preguntarse cual es su fundón y}eÍev~r¡cia ( téncitipo):: El proceso de 
·""'· ·"'·'f'<: ,.,.· .1, 

"Genética Reversa", puede tener el inconvenientede q~e se'pu:d~.perderel 

contexto de la biología del organismo con el qüeseestá'trabajando/sir¡ 

embargo, esta estrategia es uná alternativa a la "Genética Di;reb~·:} 
Entre las diversas estrategias que se siguen en nuestro laboratoiio.cf~cidimos 
intentar aislar genes relevantes en la ovogénesis utilizando un enfo~Uede ... 

"Genética Reversa" de los procesos de maduración del ovario y6~~g~nesis en 

dípteros. Siguiendo la lógica antes mencionada se hizo un 'Tam'i#_a~fa 
Diferencial". Este enfoque nos parecio particularmente acie.cd_~do,~a;tjue es 

posible controlar e identificar el inicio del proceso de ovogéne~js Bei:íi~o ~ que 

es inducible en An. ga171b!a~ y además;'~s ~ei~tfvárn;i~¡e:y¡~¡1ji~~c~Ygrandes 
cantidades de ovarid~ ~rácticamknte. si~ coílt~~·in~~iór{ci~ ot~b's t~Íid6~ y por lo 

.l,_.··~ .. _- ~-, '.··· .. ' .-··- .. ~· .,;· ;-::;_.<;' - .-..•..• '. ~-~:-'='·_.;::·''t~·:::_· :~:~,·· . __ < __ , __ ,-_ 

tanto de mRNA especítico,comútestigose'útilizomRNAcieheml:>ías·totáles·sin 
,- •· -,-,• .. - ·.·.•·:, - ·l •' ·--.'.:-~'7-· _,\• .<_.--.--''--:º-.:r--.- ~--- ,';.,_,,, "' _.'~· •... "· •''.Yé"'•' ;e·,' ·- • "•" 

hrs. después c:le irn:ll.Jc::icid~ l'.'clr uri~ á1im~ntaCión sanguí ílea'.' Este banco se 
'."' ~· . ' - - .• -,_ '2- ' ,':".' '- . ~ .... ,; . . ' • , ., . : . . .- . . . ' :; '•. . •-, • 

tamizó diferencialment~ 0tÍlizanclocomo so~9a BNAhotal e~tr~[cÍo clé éarca:ss de 
1·.;:'..····r 

hembras sin o\lario(hembras :ntera:alas c?ales sé lesh~~ía'exfraído '1os·· 

ovarios) .. coptra.tR~j\Wtal.~e •()va;io.'···~edi,~n~l~"~'~~~~~t(~f~~l~·s~·:~º~Iº .• ~i.slar un 

transcrito. qüe· estaba muy enriquecido enéstet~jido:'U_t)lizahao la técni.cacle 

::i:::~~,:~o~J~~,~~~;tf,ii~iWf ~~!~~\~:~~f ¡~~te en el 

ovario que en el.rest~ ci~1· m6squit~he~bray·q~é~n ina8h·b~'~Tit~ro~.Sin 
embargo· ~unca e~ particu1~~ir1~~t~ ~bGndá~t~. (Fi~. 3)E~t~ ~lonatue ·· .. 

denominada Clona~ (c3». se secue~ció y se encontró que~onte~ía un cDNA 
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Fig. 3.· Northern blot utilizando como sonda al cDNA de c3 de 
An. gambiae. ANA total de ovario (O), hembras sin ovario (H) y 
machos (M), observese que el transcrito se encuentra mucho mas 
enriquecido en el ovario con respecto al resto del mosquito. B) 
Como control de¡ la 'cantidad de RNAcargado en el gel se utilizo el 
mismo. filtro qué'9"n;'A'',pefo. hibridado con otro cDNA inéspécífico ·. 
obtenida° en .eL.famozado 'difencial en el que se obtuvo el transcrito· 
de .c3: La hibridación se IÍevo a cabo en condiciones de alta· 
astringenCia (50%'.formamida a 42ºC). 
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completo que codifica para una proteína muy básica de 269 aminoácidos (aa.) 

de los cuales el 20% son básicos (33 U si nas y 15 Argininas). 

La secuencia se comparó co? el banco de s~cuenciasiGenbank y ?emostro 

tener homología con' genes recié~ descritos tju~ po9ríap' e~t~r)rnplicados en el 

control de la proliferación célÜlar a todo lo largo de la escai~ filogenética (esto 

será discutido mas adelanter. 

Objetivos: 

El objetivo general de este trabajo fue la caracterización funcional del gen c3 de 

An. gambiae y D. me/anogaster. 
. . 

Por las razones de índole metodológico que se menÓionaronenla·infroducciÓn, 

todos los análisis in tato así como la mayor parte de la extracción de material 

biológico fueron llevados a cabo en D. melanogaster. 

Objetivos Particulares: 

1) Determinación de la estructura genómica y regulación del gen c3: 

A) Aislamiento de la clona genómica de c3 de An. gambiae. 
B) Identificación y secuenciación del extremo 5' regulatorio. 
C) Identificación del sitio de inicio de la transcripción mediante un ensayo 
de primer extention. 
D) Cuantificación de la transcripción de c3 en distintas fases del desarrollo 
larvario de D. me/anogaster. 

11) Análisis de homología de c3. 

A) Alineamiento múltiple de las secuencias peptídicas de c3 vs homólogos 

de diversos organismos (de levadura a mamíferos) 

B) Alineamiento de las secuencias peptídicas de c3 de D.rr;elanogaster vs 

An. gambiae. 

24 



111) Caracterización de la expresión y localización del producto de c3 el 

desarrollo D. melanogaster . 

A) Clonación de la región codificadora del gen c3 en el vector de expresión 

pGEX1. 
B) Purificación de la proteína de fusión y producción de anticuerpos anti-c3. 

C) Western blot de Jos distintos estadios larvarios. 

D) lnrnunocitoquírnica de ovarios enteros. 

e) lnmunocitoquímica de embriones enteros. 

Materiales y métodos: 

Medios 

Los embriones de D. melanogaster fueron colectados en el siguiente medio 
(Uva)45; 

500 mi Boing de Uva. 
596ml H20. 
24 g Saeto flgar. 
100 9 . scicarosa'.. '.. . . . ·. .·· ·. . .... ···.·· 
20 g · ... • ,.Levadura seca activa (de panadero). 
2.75mJ'NaOH10t)I .·. . ; > . 

- .. ::,_·.,.-, 

Mezclar todo.menos.el Na()H calentarlentarnente en el mechero hasta que se 
disuelva todo;.cúando rompá a h'ervir agrega( el NaóH mezclar bien y alicuotar 
en matraces y autoélavear a 120ºC por 20 min .. , · ·. .. . . . • .... ... .. . . 

Los stocksd~'''Oro~ophÍla se mantuvieron en el 'siguiente m'ediodecultivo (muy 
rico) ·.· .. · ; • ·;' •· .. •••······. • · 

10 g LevadLlra. . ... . . . 

¿~ ~ :~:2;6°A§~·r: .... ; . . . ... .~ _ .... ~: .~; ~-~ s --- '. - .. 
Aforar a;1 OO)nl,y autoclavear a .120ºC por20.111in .. Agregar0.5 m.1 de la soluc1on 
Stock de ,Nipagi~. ju.sto ~ntes de. usar. Espolvorear Jevádurá en polvo .al gusto. 

Nipagin~Ci1Gbiókst;ck4S: 
(fungicida para Drosophila ) 
25 mi H20. . · .· . 
'475 mi Etanol 
50g Nipagin 
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Métodos: 

En este trabajo se utilizo la línea de D. me/anogaster "oregon", y la de An. 
gambiae "suococo". 

Todas las enzimas de restricción usadas en este trabajo fueron comerciales y se 
utilizaron de acuerdo a las indicaciones del proveedor. · ·· 

Purificación de RNA: el ANA total se extrajo en todos los casos según el 
protocolo de Chomczynski et al (1987) 37 

Northern y Southern Blot: el DNA se fragmento utilizan.d6~enzimas de 
restricción y se separo de acuerdo a su peso moleculéir·engeles de agarosa en 
buffer de boratos. El ANA se separo segúnsú peso molecular en geles 
desnaturalizantes de garosa con formaldehído.'./: ¡::.;·:;•;\:;< . 
Los ácidos nucleicos se transfirieron por capilaridad a: una mf:>mbrana de Nylon 

(Hybond N+, Amersham) < :. • iJ . •.•'•···· 
La sondas se marcaron con diversos juegos ''Kits"comerciales y se siguieron 
las instrucciones que venían incluidas en ellos: ·• .<·' :: · .. ::. : .:· 
Las sondas se hibridaron con los ácidos nucleicos de acuerdo al protocolo de 
Sambrook et al. 38 · • 

Hibridaciones en colonia: 

Contamos con una biblioteca de cDNA de ovario de An. gambiae construida en 
el vector lambda Zap y con una biblioteca genéómicaccinstruidaen lambda 
Dash, estas se usaron para infectar bacterias de las cepas Si.íre y. p2392 
respectivamente. La transferencia de las colonias se hizo°'en filtros de .• 
nitrocelulosa en condiciones muy estrictas (50% formáinidá) de acuerdo al 
protocolo de Sambrook et al 198938.. ·· · · 

Clonación del cDNA de c3 en ~I ~eéti:ir: pGEX139 
'• • ' •• - ~ • :~': •• ··_,};:~~;. r :~::;·;~.~:/,,::~;~,~·~·~: .',:~: • • • • • ' '• • 

Con la intención de expresar: a.la prciteín¡i¡:éodifi.cadá por c3 en Un .sistema 
bacteriano, la región codifiéácl<:ira del'cDN.A:•de C3 fue clonáéla en fase con la 
glutation -S-Transferasa en'el sitiÓ~BarrítJI deJveéfor pGEX1 construyéndose así 
el pGEX1-c339 ...•. :·•> ~< '2~• '~::.'':i'·''st/i:iif.:\Y,:/';>.·< •••<'•• ;;.·............. . 
La proteína de fusión resulta rite. fué pürifi.cada,de ~cuerdo a,I protoColo.de 
Current protocols in• Molecularbiol.(}g·y~ºBreve'm(:ú1te:'se ér.ec.iéro~ c~Íulas • DH5a 
que contienen el pfásmÍdctp1

GÉX1;C3en'2'ml
1de rne'dio contampicilina. .. . 

'.~. • '. ~!~-;;.-~ · ;!~"!';,, ·' JJt>),h/• ,• _,-,,.,.; · <w :~:·.~ ;,:~'.~,~ ,. ~·.:; '. f'"/ f',~ .-:;<~~<-'_;'(,~Í; ·~;<)~· . . :) ,'~ : • ;.·_;o',;'.'. .)~~J' ·. · .• ,;'º'", ·' - ~~;.-" .:,, / ~ '. _ ~ ·,_, .• '. ' 

(1 OO~tg/ml) por 5hrs::37,,~C:coJ'.l.éj91tac1on.(coripn1nocul.o de;:1 :1QOO).<< {, .<> 
La producéiór(de(R~P'tido'·ªe· tusi<)rts~jnqujo .con:J~JG 0:1 m.t0/iné¡1,~éspués de 
esto se incuban 2 hrs mas.a 37ºC•con agitación, tas bacterias asíi11ducidas se· .-,,. -. ·:·< ··· >'.' .:-~·>;::.':...:,¡.".·;;--::;, ¡;_ .;:>:,_;-, ·.;\:.~"- )._.''..:':.- ~'.'/". cyc ,. ,>. -~,-- ·'. ·-·, ~,;.. .. ·:·',·': \Y .. V~ ,-: ... ~-,.,~'. ,'·:¡.c.,C "··Í·'·"t··.· .;::-!·· ; • 

concentraron 'en'.tubos'épendorf por c:entrifúga(:ión y se resusperipierón~en. 300¡d 
de PBS helado> Las células se'Íisaron·po(c:iclos .tje coí;ig9:1.éi(:jóñ-d,e~corigelación 
o por sonicáción y sei les agregó 50¡11 éle re,siria (agarosa7s~glutáÍiÓrl'al 50o/o · 
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lavada 3 veces en PBS). Esto se mezcló suavemente por 2 min. a temperatura 
ambiente, se agrego 1 mi de PBS helado.y s.e centrifugópor5 seg. Se tiró el 
sobrenadante y se repitió el lavado3 yéces. La proteíriade ft.ísión,se eluyó · 
incubando a la resina 2 min. a temperatura·aflibie'nte'ccir] SOrÍ de.GÍ.i:itatión. 
reducido 5 mM. Se centrifugó y se guardó-el sóbrena'daílte. [a proteíha obtenida 
se cuantifico con el método de Bradford41. y se analizó'éri'géleis > >. · · 
desnaturalisantes de poliacrilamida42 . ;_ t . •· ·_ 
Inmunización de Ratones43 ; .• 

".':. C''' 

Los ratones fueron Sangrados para aislar suero pr~idmuri~.}';~espués . 
inmunizados 1 vez utilizando s pg/50 µI de,proteí~a;defusiór{'63~glutation~s­
Transterasa ernulcionada con 50µ1 de Co¿~yÜvaht~-ci()~·pl~to'deFreunds. A 
este tratamiento siguieron dos inmunizaCi~l1!3~"cóh'~;µ9t'50\.í'de proteína de 
fusión c3-glutation-S-Transferasa emulcionacia'coff'éoa:dyuvaílte Freunds 
incompleto. El tiempo transcurrido entre cadáinrrit.iiiiz'i:léión fúe de dos semanas. 
Después de la ultima inmunización. los·ratoñesfueron sangrados y el titulo de los 
anticuerpos generados se midió en un_ensayO;'de ','western blot". 

, ·--.-.,--··· .... ,.:- . . 

Western blot44 

Las proteínas fueron corridas en gelesd~sri;;túralisantes de poliacrilamidaso y 
electrotransferidas a corriente constante (0.5_arnperes)"por 30 min. a4ºC en 
buffer de transferencia (3. 03g Tris-base y 14.5g de. Glicina_ en un litro de H 20). 
Las proteínas ya transferidas al papel de nitrocelulosa fueron detectadas · 
utilizando los anticuerpos obtenidos con el protocolo de inmunización descrito · 
arriba. El complejo lgG antígeneo fue revelado utilizando eL'.'Kit".:de;:BetE:lcción 
Protoblot de "Amersham" para detectar lgG de ratón (Anti lgG de"ratón'a·coplado 
a fosfatasa alcalina). ··· .- · ··· · ·· 

Secuencia de DNA mediante el método de teminación por ddNJ~i4s 
Se utilizo el "Kit" de secuencia con secuenasa versión 2.0 (DNApoli~efasa de 
fago T7) de United States Biochemical, de acuerdo a las instrucciones del 
proveedor. · · 

·-

lnmunocitoquímica (Adaptado del protocolo de inmunocitoquímica de Sara 
Bray del laboratorio de Fotis C. Kafatos ) · · 

Brevemente: . . 
Se colectaron embrionesmenores de 16 hrs puesto que embriones mas viejos 
son impermeables debido .ita deposiciónde cutícula. -.••. -.. _ .· · · · .. 
Los embriones se descórionarón 5 .min. en Hipoclorito al 5% y se lavarorícon 
agua extensamente ;; •. ~:, ;:,·· ,:,,. : • -•.... · . ,.. · • · · .. ·, . · · · ·• · · : .. -· .· 
Una vez decorióh,ado~ i,6s 8,¡i1bfiones sefijaron 20~min. en EngrejledFix Buffer 
(140 mM KCl;4o·m·M NáCI, 4rmM EGTA, 1 mM Espermidina, 0.2% B:Mecapto­
etanol, 30 inMPIRESpH'.6.9,.Formaldehído 4%) yun volumen igual den-
heptano en ágitaé:ión suave> · · --· ·. - · · 
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Parta devitelinisar a los embriones se removió la fase acuosa y se agregó un 
exceso de metano!, éste se sustituyó por mas metano! fresco. 
El metano! se desechó y los embriones se lavaron co.n.etanol en el cual se 
incubaron a -20ºC porlo.meriospor12 hrs .... , .........•. · . · .. · · •.. ·.·.·. •. 
Se removió el etanol y los embriones se. hidratwon con BS,S 1 X ((5X) 1.6 g 
NaCI, 1.5 g KCI, 0:9 g MgS04 0:345 gCa(:l2~2HO, 0.85gTricina;1:8 g 
Glucosa, 8.5 g sácarosa; fltorará 1 dbmf.yesterilizarpdrfiltración.).durante 5 
min. · .•...... ·.:.,·.·.···· .. ······.········;:: '··:···~·.,,;: \;•;·;>,•,····· ···.···.·. · 
Los embriones 'se lavaron 2 vecescon BBT (BBT = :TBS + o. 5%' BS,A. .+ o:o5% 
Triton X-100.) por 10 min. cada uri'a·ajtérrip,e~atüra an)bierÍfeYYeb'.agitac:ión,. · ..• 
El BBTse renovó y se incubo'1 o hrs átéfnp9ratúra·ámt:lientifeii'ia'gitaci6n/esto 
hace que los embriones se perméabilise11'.}Ur:íayez 'percieiabilisados:se agregó 
el anticuerpo adecuado en la diluci~r(coí(ect~ ,en;;BS.J'.t',1''. },\\ Wf· •é;• ,· ·. •· 
Los embriones se incubaron 12 hrs; en píesencia~del f!nticuerpOa 4~C en 
agitación. .··.·.•· e:.· ·· .... ·;;· :·:s<;f'.i'SS• '}'~ > '·', ~'-·.. . ... 
Todos los pasos siguientes se hicieron a. partir, de; este paso, a ter:nperatura 
ambiente y en agitación. · ').'• '.(·> ;~;'.;'.t. ');;. ci} ;,;> ·\ ·C· X<· ':C< 
Los embriones se lavaron 3 veces enBB"(pó(15'fnir{ cada'Una despues se 
lavaron 3 veces en TBST (TBST =~TBS·.+;.o.05('o ;twe'en;)'por .. iomin.'é:ada una. 
Después de los lavados se' ágre'gó .él 'ahticUérpo. secündark> a' la. ~i lución· .. •• 
correcta en TBST y seincúba'por3'.hrs\'tfr'; !{:;·;;.\iij• ;;,<~;, ). ·'>'. ... · 
los embriones se lavarán 5 véces·en,TBSI~pór 5 rnirí.,3 veces en TBS por10 
min. y 3 veces en buffer deEO~fat~se(a1ca¡¡~a!4Este.se sQ6:Stitlíy6~con buffer de 
fosfatasa con sustrato (1 oo rnM'.NáC.1,'i:1 oo)nM;Jris-Base pH ~.5; ~gCI 5 mM, 
Nitroblutetrazolium 0.15 mg/mlyBpiR;ü.33 mg/ml). ci'.. ;;~:é,: ,;,; '··' ., '. ... ·· 
El revelado se monitoreo en el 'rnicros'Cópii5;éle;diseóción y)a reacción se paré¡ 
con TBS (20 mM Tris-HCI pr¡?:StJSO;mM NaCl);'los ~embrio~es ~e layaron por 
lo menos 3 veces con TBS 'antes;de;m(jntar~y.al'rnacenar.}.· :~< :;:\. '> < ·• . 
Es posible hacer transparentes'á loi{e'ri'1brionés'é:óri salicilato de metilo mediante 
una deshidratación con uná':se~ié!Cle•efanóles;(SO,?O;:.ao, soy 1 QO%): Una vez · 
deshidratados se substituye ál e~ariol al '100% ci:in;salióilato de metilo y se · 
montan en el mismo. salicilato dónde'háy,que verlos'inmediatamente. 
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Estrategia experimental y resultados: 

!)Caracterización de la zona reguladora del gen c3 de An. gambiae. 

A) Aislamiento de la clona genómica de c3. 

Con el objetivo de caracterizar la zona reguladora de c3 hicimos un tamizado de 

una biblioteca genómica construida en lambda DASH3B, utilizando como sonda 

al cDNA de c3 (Fig. 4 A). Con esta e.strategia .aislamos, una clona genómi6a que 

se denominó 6222 de aproximadament~~56Bo p~r~s de bases flanq~iiad()po~ 
~\/'' 

los sitios Xbal. , ......... ··•··· '..·é ·: · .. , . ;,. 

8) Identificación y sécuenéÍ;~Ción del e~t~~rrio ~· reClG1á'foriO .. 

:::::"~:::~;;~~~~;¡~~:~1~i~~~~1:~~~~j¿¡.¡e'~::. un 

fragmento de aproximada;r)eA!J {5oo!;'t, qJe· ~e libera6a.'óo~·un~ dóbfe ciigestión 

con las enzimas Xbal y BamHl;~A·~¿~~¡)~~~Ú~·~~fe~tr1g~en1b g~n¿~ico ·.· 

contenía secuencias "río arriJ~ .. ~ ~~I bgd~~:d~~inicio d~ 1Ji! a8üc6lon (A TG) ya 

que sabíamos que había un sititi:'linico para Eiam ~í en la r~gfa~ ciadificadOradel 
. . .. ..:.'·~·.· :··-·:1~:3:~-: ,_:::·:X."-:-:·;».:~: :, -~--- __ ··_ '.. ·~, ·~;~-:,_: _ ,-:.:>~-:-:,~---~,;;-'../Ar.:·. __ ·,-_-,, .. _ ~< _ -, -,:~. _ _ 

cDNA de c3. Esto se con:iprotíójínédiante Liria hibridaCión de !'Soütherri blot" 
, ~ -.. ~. -~$·:~::< S~/-:.< ~-());'_. -. .f:.~'.;_:::::··:·~;~·-~~~/ .t~/::~: .. · _· ;_:+}.'; :~~?t '> ;f:,~.~--:_~{~i~}<'.'.t.~_:C)/Y{·:. _(·~.> ': ·• _: . . _­

uti 1 izando como sond.a el;fragrn~nto,¡jel cD~A de, c3 qu~ a~arca,ba de lossitios a 
-· .'; - :-~"''' t:o:,,.1,/·:- :~;· "'~'-- · ;:' -"'' ·.,,._, ____ · ~~·.,:. · ·:: .. ~ · ·.- ::~.>-, - '·,:·\-· · -'·>"·. 'i''j'/.:_; .·:'"' · ··· 1: 

parte mas 5, del trans~ritO 'asícomo 60 pb de la región codificadora. El'· .. 
fragmento· 5' Xba.l~~~rn8,1~u~:~;u;61b~'.e.di, e~··1~.~.~~~~t~~~s. ~f{~~ ~P1.9 .. para · · · ··· 

luego ser seéuenciád;fc~r)' 1~9u~::se:'coñiirrrió ~.~ ¿;rr~sp6~día ai extremo 5; 

de la clan~ genÓmiba y q~~ 6~~t~~ía 13SO pb pb~ ~rfib; clelcod6n de ini.ciación 

ver Fig. 4 B. 
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A 
X BE X X 

Maj!I!!! 19MMW&64W®@i&~Hlli!-

B 

16 NspH 1 

183 Sau96 I 
183 Ava 11 
182 PpuMI 
182 Eco0109 I 
180 Neil . 
180 Ben 1 

16 Nsp7524 I 

1 1 

e 

Inserto ~~~~~~~-
5 · -

1344 Neo 1 
1267 Alwl 

965 Hae 11 1204 HgiA 1 
591 Fsp 1 

517Xmnl 
· 855 Bsrri 1 · · · 1204 Bsp1286 1 

827 HinDlll ·· 1093'Spel · 1309 Bbvl 
415 Ase 1 · 682 Hinf 1 965 · Eco47 IU · • 1210 NspB 1.1 

1 1 1 1 1 , . , · 11 ·, 1 1 

-
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D 
259 Ban 11 

140 NspH 1 
140 Nsp7524 1 
140Ali111 
138 Xrnn 1 274 Bgl 11 416 Mae 11 

131 Eco0109 I 415 Ahá 11 716 Bs\X 1 
96BamH1 250 Psi 1 415 Aat 11 655 NspBll 836 Ora 1 

78 BstB 1 227 Tth111 11 . 405 HgiA 1 625 EcoR V · 801 BspM 11 
25 Mae 111 175 Hpa 1 .315 .Eag 1 . 614 Pvu 1 · 772.Ban1 

x~~ol~j~l~~!~l~J!~l'.:::::~1~1!~1==~'====11~1=· ·==========~!~l~l=··=.·=::!1=··=·=:1~·~1=>~1='==::::::::Jt-JXhol 
cDNA c3 936. pares de bases • · · 'Sitiás Úni66s. 

' ~ . :-'.···~, .. '. 

E . . ;. . -

1 lO 1 20 1 30 . ·· 1 40 •. 1 , ~o • ¡ .. 60 
l GGGTCGATGT TTTTGGCATG TACCCTGGCC AGCGATTTAA.TATAcAGTAC GCACTAACAC 60 

61 TCACCTTMT GGAGGGAAGT ATTTMTTCT AATACACACG .. CTGGAAAGCA 'ACAATTGTAT 120 
121 CACAACAGAT AGTTTAGCCC AGCAGTCCTT TGAAACTGGC TCCCTGATGA TGCCTCAGTC 180 
181 CGGGTCCCGT TGGCTAGCGG TGCTTGTGAT GTGTTGTACA GTCCATCGCT.CAGGTGCGTA 240 
241 AACAAACTAA AGGAAGCTGT CACCGTGCAG TATTAGTACA ACTAAAAATG TTCTAAATTC 300 
301 AAAAACATCG TGATAGCGTA TGCTTTTCTG ATGAAATTAT TATTTTTTGG TAATTTTTTT 360 
361 TTTACACAAG CATTGCCAAA AATCC= ATGAATTTCA ATTTATCTGT ACGAATTAAT 420 
421 TACCGCTTCA GCCTGATAGT CATCATAATG ATAGAGCTAA TTCGAGAGGA TTGTCTATTG 480 
481 TGATACCATC TCCTCAAAAA TCTAATAAAC CCCTCAGAAG TTTTTCACCT ATTAACCAAC 540 
541 TATTCTCGTT ATTTTATCGA ATAATTTGAT ACTTTGTACA ATTCTCTTAT TGCGCATAGC 600 
601 TAATGCTTTA CTTAGTATGT CATAAAGTCT TTGCCTCGTT GATCTTGGCG GCCAAGTACG 660 
661 GGGAACCTCC ACGGTCGGGA TGATTCAACA GCATAATCTT TTTGTGTGCA TCCTTGACCT 720 
721 ACAATAAAAG GACAAACTGC ATAAATACAT TCTGCACATT CCGTAAACGA GTTTGCTATC 780 
781 CGGCACACCT TTCCTTGGAT GCGGATGCTT ACGCCCAGGA TGAGGGAAGC TTCGCGTTTG 840 
841 TTCA=AG CATCGAATGC CCCACGGTAG TACTTCGAGC TGGCCATCAT TTCAGCATCA 900 
901 AACTTGGGCA TATTTTTCAA GGGCTTCCTG CATTTTGGTC GCGGCATTGG GCATTTGCAC 960 
961 GATTAGCGCT CTTCCTCCAT CCCAACCACG CTAGCCCAGC CCAGCCAAGA ATGATCGAGG 1020 

1021 ATGTCTGTTG GTTTGGAAGA ATAAGCAACA ACAAACGTTA ATTAGTAATA ACAGTTAAAC 1080 
1081 ATATATAATT AAACTAGTTT CT!'TGTATTA CCATGATTTA GTCGATTTCA CAATCAGCg), 1140 
1141 AAGATTACGT CACTTTCTGG AAAAGATTGT AAACAATAAT ATCGTGCGAC AAGACGGAAA 1200 
1201 TGAGAGCACC CGCTGTCATG TCGCAAACCA GCCAAACCGC GCTGTCAAAA TTGACAGTAC 1260 
1261 TAAAACGGAT CGTTCAGTGG CCGACGGTTG TCACGACCTG TCATAGCGCA GCCACTTCCG 1320 
1321 TTCTTTTTGA TCGTGAAGTG TAACCA'roGC GGTCGGCAAA AATAA 1365 

1 10 1 20 ,-30 1 40 1 so 60 

Fig. 4.- Estructura de las clonas genómica. de cDNA y reguladora del gen c3. 
A) Mapa de restricción de la clona genómica de An. gambiae. de c3. B) Mapa de 
restricción del fragmento Xba! Bam HI de la zona regulatoria del gen c3 (solo se 
muestran sitios únicos. C) Primer extensio.n de c3.D) Mapa de restricción del cDNA de 
c3 (solo se muestran sitios únicos). la barra negra representa a la sonda utilizada para 
aislar al extremo 5 · regulatorio. E}Secuencia de ja zona reguladora del gen c3 de an. 
garnbiae : El sitio de inicio de la traducción esta subrayado, el sitio de inicio de la 
transcripción (-205) esta subrayado y en negrillas y dos posibles cajas ... TATA" a -225 y 
-240 en itálicas y subrayados. · · ·· ·. · ·. .·· · · · · · 

31 



C) Identificación del sitio de inicio de la transcripción. 

Una vez conocida la secuencia de la zona reguladora de c3 decidimos conocer 

el sitio de inicio de la transcripción corno pa:rtf3 de la caráct~ri~aciónde e;te 

promotor. Esto se hizo mediante un ensayo de llprirfieréxténtioni' y se determino 
• • .·---r· > • • • , •• "t; • ' ' 

que la transcripción comienza a 205 pb "río arriba'' d~I 6odónde i~ibi()'Fig. 48. 
:· .• ·:.-~:; ~-::\;;: -- /·.{~·.)' .. ~- ;·,_ ',-~,;-.·-. ., ··~ '¡ .-.,, 

Dl Cuantificación de la transcripción de es ~n:disti~ta~'f~~~s'ael d~~~frollo 
larvario de D. me/anogaster. · : .'>?O': '.:;; e 

El hecho de que se había reportado que elproductó de los genes homólogos a 
~ - .. ,. -.,. ' 

c3 podría estar involucrados en el controfciei'ciesarrolloo de la proliferación 
:.--.:.,.:· . 

celular nos llevó a determinar si la cantidad de transcrito varía con respecto al 

estado de desarrollo de los embriocnes de. D. melanogaster y An. gambiae . Por 
_.,,.-. __ - . 

esta razón se hizo un "Norther~ blot" (je diferentes fases del desarrollo, 

utilizando RNA total de An.ga'mbia·~ de los primeros tres instars para cuantificar 

los cambios en los niveles~ey~n~gripdón. En la Fig. 6 A. se puede ver que la 

cantidad de transcrito se mantiene constante durante el desarrollo de 

Drosophi/a., cosa que no esperábamos ya que creíamos que la expresión esta 

regulada durante el desarrollo. 

11) Análisis de homología de c3. 

Al Alineamiento de secuencias peptídicas de c3 vs homólogos de diversos 
organismos. 

- -,_- - - ' 

Hicimos una búsqueda en la base de datos Genbank utilizando al algoritmo de 

Tfasta y descubrimos que el gen c3 estaba ~u~ 6onservad~ e~ la es~ala 
filogenética, en la (fig. 5A) s~ ~bserJá urÍ ~u~¿~~ie~to riíúlti~le ~ec~o c~n la 

utileria "pileup" con seCuenciá; J~ cÜ~Aho~ólo~asa c3donde es evidente el 
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altísimo grado de conservación que tiene la proteína codificada por c3 y sus 

homólogos a lo largo de la escala evolutiva. En el caso de la levadura Ja 
A . 

"" droso 
arroz 
catr 
horno 
rat 
mus 

aplicia 
ce 

sao 

"" droso 
arroz 
catr 
horno 
rat 
mus 

aplicia 
ce 

sao 

"" droso 
arroz 
catr 
horno 
rat 
mus 

aplicia 
ce 

.sac 

l so 
MAVGKNRGVS KGGKKGSKJIJI VVDPFTRKDW' YDVKAPNMFK NRPVGKTLVN 
MAVGKNKGVS KGGKKGSKKK VVDPFSRKDW' YOVKAPNMFK NRQSGKTLVN 
MAVGKNJ{RIS K.GKKGSKKK TVDPFAKKDW' YOIKAPSVFN VRNIGKTLVS 
MAVGKNJ{RIS K.GKKGGKKK AADPFAKKDW' YD!KAPSVFS VRNVGKTLVT 
MAVGRNJ{RLT KGGKKGAKKK VVDPFSKKDW' YDVKAPAAFN IRNIGKTLVT 
MAVGKNKRLT KGGKKGAKKK VVDPFSKKOW' YDVKAPAJ1FN IRNIGKTLVT 
• , , • , •• RLT KGG:Kl\GAKKK VVDPFSY..RDW' YDVKAPAMFN IRNIGKTLVT 
MAVGKNKRLT KGGKKGAKKJI VVDPFTKKEW' YDVKAPSMFA VRQIGKTLVT 
MAVGKNN •• N KMGKKGGKKJI AVDPPSRKEW' YDIKAPNMPN TRQVGKTLIN 
MAVGRNJ{RLS R. GKKGLKKK VVDPPTRKEW' FDIKAPSTFE NRNVGKTLVN 

51 100 
RTQGTKIASD GLKGRVFEVS LADLQNEPDA ERSFRKFKLV AESVNGRDVL 
RTQGTKIASD GLKSRVFEVS LADLQNEP. I ERSFRKFKLV AESVNGRDVL 
RTQGTKIASE GLKHRVFEVS LADLQNDE. • DQAYRKIRLR AEDVQGKNVL 
RTQGTKIASE GLEHRVFEIS LADLQGDE, • DHSPRKIRLR AEDIQGKNVL 
RTQGTKIASD GLKGRVFEVS LADLQNDE,. V. AFRKPKLI Tl!DVQGKNCL 
RTQGTKIASD GLKGRVFEVS LADLQNDE. • V. AFRKPKLI Tl!DVQGKNCL 
RTQGTKIASD GLKGRVFEVS LADLQNDE. • V. AFRKPKLI TBDVQGKNCL 
RSQGTllIASD NLKGRVFEVS LADLQNDE, • V. TFRKFKLI AEEVQGRNVL 
RTQGTKIASE GLKGRVFEVS LGOLNNSE. • A. DFRKFKLI AEDVQGKNVL 
KSTGLKNASD ALKGRVVEVC LADLQCSE. • DHSPRKVKLR VDEVQGKNLL 

101 150 
TNFHGMALTT DKLRSMVNKW QTLIECSVDV KTTOGFMLRV FCIGFTIKDS 
RNFHGMALTT DKLRSKVY-RW QTLYECSVDV KTTOGFMLRV FCIGFTIKDS 
TNl'W'GHSPTT DKLRSLVKKW QTLIEAHVDV KTTDGYMLRL FCIGFTKRRP 
TNPW'GMDPTT DKLRSLVRKW QSLIEA!!VDV KTTDSYTLRM FCIGFTKJ(RA 
TNPHGMDLTR DKMCSMVKKW QTMIEAHVDV KTTDGYLLRL PCVGPTKKRN 
TNFRGMDLTR DKMCSMVKKW QTMIEAHVPV KTTDGYLLRL FCVGPTKKRN 
TNPHGHDLTR DKMCSMVKKW QTMIEAHVDV KTTDGYLLRL PCVGPTJIKRN 
TNl'SGMSLTR DKLCSMVKKW OTLIEANVDV KTTDGYLLRV PAIGFTKKRN 
TNFHAASMTH DKLCSIVKKW HTLIEANTAV KTTDGYTLRV FVIAFTKKSV 
TNFHGMDFTT DKLRSMVRKW OTLIEANVTV KTSOOYVLRI FAIAFTRKQA 

151 
an MSQRRTCYAQ HSQIKNIRAK 

droso MTQRRTCYAQ HSQIKNIRAK 
arroz NQVKRTCYAQ ASQIRQIRRK 
catr NQQKRTCYAQ SSQIRQIRRK 
horno NQIRXTSYAQ HQQVRQIRKK 
rat NQIRRTSYAQ HQQVRQIRKK 

200 
MTAIIKREIT STDLRGVVEK LLPDSIAJ<DI 
MTAIIKREIT STDLEGVVEE LLPDSIAJ<OI 
MVEIMANQAS SCDLKELVSK FIPEVIGREI 
MREIMVNQAQ SCDLKDLVQK FIPESIGREI 
MMEIMTR::;VO TND.LKEWNR !.IPOSIGKOI 
MMEUITREVQ TNDLKEVVNK LIPDSIGKOI 
MME!MTREVQ TND!..KEWNK LI.PDSIGRDI 
MVEIVSREVS SNOMKEWNYi. LIPDSIGKDI 
MIGCIEKEVT GCDLKEWSK LIPDSIGKOI 
ISEILTREVQ NSTLAQLTSK LIPEVINKEI 

mus NQIRKTSYAQ HQQVRQIPY..R 
aplicia NQllKKTCYAQ HAQVKAIRKK 

ce NQ\/KKTSYTK TSKIRKIRSE 
sao NQVKRHSYAQ SSHIRAIRKV 

an 
droso 
arroz 
catr 
horno 
rat 
mus 

aplicia 
ce 

sao 

an 
droso 
arroz 
catr 
horno 
rat 
mus 

aplicia 
ce 

sao 

201 250 
EKACQVVYPL HDVYIRKVKV LKKPRFOLSS LMELHGOGGG KAAEVSTGAA 
.EKACQVVYPL HDDYIP.Y.VY.V L..l\Y.PRFDLSS !..MELHGOGGG J:AJ.i:E.VSTGAA 
EKATSSIFPL ONVFVRKVJ{I LKAPKFDLGY. LMEVHGD... . ..• Y. AKED 
ERATSSIYPL QNVFIRKVK! LKAPKFDLGK LMEVHGO... • ••. Y. NEDP. 
EKACQSIYPL HDVFVRKVKM L!IY.PKFELGK LMELHGEGS, SSGRA.TGOE 
ERACQSIYPL HDVFVRKVKM LKKPKFELGK LMELHGEGG. SSGKT. TGDE 
ERACQSIYPL HDVPVRKVKM LKKPKFELGK LMELHGEGG. TSGRA. AGDE 
EKSCQGIYPL HDVLIHKVKV LKKPKFDVGK LMELHGEGST TTSKG. VTSE 
EKTCSKLYPL QEVYIRKVKI IKRPKVOLGR LHDLHGOS. , •••• I. TVGA 
ENATKD!FPL QNIHVRKVKL LKQPKFDVGA LHALHGEGS. . ••••••••• 

251 284 
SGVVVVRPEG YEPPVQASV. .......... 
SGVVVDRPJL YEPPVQASV• .......... 
IGTKLDRPAE DEAMAGQEVA AAE ...... , 
YWYQVG •••• .......... .......... 
TGAKVERADG YEPPVQES:V . .......... 
TGAKVERAOG YE??VQESV . .......... 
TGAKVERADG YEPPVQEsv• N?D.F" ""QIY. .:'.P!C 
GGERVDRVDG YEPPVLQNV . .......... 
DG.E:.KVDRPDD ;'E?PVQQEV, .......... 
GEEKGKKVSG FKDEVLETV. .......... 
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8 
1 MAVGKNKGVSKGGKKGSKKKvVDPFTRKÓWYDVWNMFKNRPVGKTLVN 50 

1111111111111111.111111111.1111111111111111.: 111111 
1 MAVGKNKGVSKGGKKGSKKKVVDPFSRKDWYDVKAPNMFKNRQSGKTLVN 50 

o~j. i:· : ". .'.' ., 
51 RTQGTKIASDGLKGRVFEVSLADLQNEPDAERSFRKFKLVAESVNGRLÍÍTL 1 O O 

l l l l lll ITI 11.1• llJITI 1111 l l IY/dll ll IJIJll lll IJI 111. 
·51 RTQG~.01:A~,f.G~~SRVF~~~~~J?~°i.~~p ?~~~F~~:~Kf VAE~~~RD~. 9 9 

101 TNFHGMALTTDKLRSMVNKWQTLIECSVDVKTTDGFMLRVFCIGFTIKDS 150 
· 111 LI ll ltl IJIPI ·11111: lllll l l ll lll.l lltl l.llllJI 11: 

100 RNFHGMALTTDKLRSKVKKWQTLYECSVDVKTTDGFMLRVFCIGFTIKDS 149 
"<,:;~{;~,~-: .:r;:~·("~;::i·~~:-,·.~-:.i~f')'.).: ·\:~-;:~ ~: ,;:'' ;::~~:- :·;; - :~-.-.: ;·,:~; .. ,_-,·--;. -.~:-· ::;_-;· 

151 MSQRKTCYAQHSQIKNIRAKMTAIIKREITSTDLKGVVEKLLPDSIAKDI 200 
1-TI l lll IJllll lllLI llll'lllll 11lldJ:¡¡¡f>lllllJI111 

150 MTQRKTCYAQHSQIKNIRAKMTAIIKREITSTDLEGVVEELLPDSIAKDI 199 
.;.~_J. 'i: ~-· ;:-,::-¡;1r·.: :~;~_::.,_:,;~·: .. ::.º·',._ .':)-~' ,';ºt·- ~'~ -··"-- •. :,-.::.-;.:.,;:..· 

2O1 · EKACQVVYPLHDVYIRKVKVLKKPRFDLSSLMELHGDGGGKAAEVSTGAA ,· 25 O 
Ji ll l ll:lll l·P.HI 11 llll l lll ITI 111'111111111.l llllll ll I 

200 EKACQVVYPLHDDYIRKVKVLKKPRFDLSSLMELHGDGGGKAAEVSTGAA.249 

251 SGVVVVRPEGYEPPVQASV 269 
' 11111 11- 111111111 

250 SGVVVDRPK.YEPPVQASV 267 

Fig. 5.- Alineamiento de la secuencia peptídica de c3 ·.. . .. . . . 
A) (pagina anterior) Alineamiento múltiple de las secuencias .. con homología 
mayor al 58% obtenidas del genebank (versión 85). Obsérvese ,la conservación 
de la identidad de la secuencia protéica a todo lo largó.de la linea év'olutiva'. (An 
= An. gambiae. droso=D. melanogaster. catr= C.1;ose,us:',homo~H,sapiens. rat 
=R. norvergicus. mus= M musculus. aplicia=Apalifornica.·Ce==,'C. elegans. sae= 
S. cerevisae.). B) alineamiento de las secuenciaspeptídicasdec3 ;deD. .. · 
melanogaster y An. gambiae. Nótese la identidad de 94% entre a·mbas 
secuencias. · 
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identidad es de "solo" 55% a nivel de aminoácidos, sin embargo, con mamíferos, 
. . 

plantas e invertebrados la identidad aumenta hasta el 70%. 

Alineamiento de las secuencias peptídicas de c3 de D. me/anogaster vs A.n. 
~~ . 

Debido a que el nivel de homología a lo largo de la lineafilogenética es tan alto 

nos pareció interesante comparar el nivel de divergenE!cia entre el cDNA de 
···- _. . ._;- ¡ '·'\:··'',)''. ·' 

mosquito con el cDNA homólogo de D. melanogaster :L~id~ntidad entre estas 

resulto ser extraordinariamente alta teniendo una identidad 96%'a nivel de 

aminoacidos (Fig. 58), además, tenía una identidad muy alta a nivel de 

nucleótidos incluso en el extremo 3' no traducido. 

111) Caracterización de la expresión y localizaclón del producto de c3 
durante el desarrollo de D. melanogaster. 

A) Clonación de la región codificadora de c3 en el vector de expresión 
pGEX1. 

También era interesante determinar la localizac.ión (mediante 

inmunocitoquímica) de la proteína codificad1 ~dr c3' durante el desarrollo del 
.. -· ,; ·. -- ' -;;·. ' "~·· . 

embrión de mosca así.como en los c:li~er~os'.e~t~dio~ del ovario (que fue el tejido 

original de donde'seaisló):F'~!"a:~~t~'~ra;n~~~sario:prd~ucir·antiC:uerpos 
policlonales. contra.··el prociucto:d~\::s~o; lo düe '~e'6íor,Ó'l~,~~gión codificadora 

\:~-':~· .... ,«·.,;, .. -:_~;._ .·.r:•:.· '''/ ,,,___ '•":;_--;·~-~ 

de éste en elvector.deexpres.ión_bacteria,nozpGEXf,;el'cú~Iesta diseñado para 

produci~.un~ pr6t~í~a'8~ ?t;~ft~Jp¡~~~1í;~rci~~~~;bAI~-t~~nsferasa. 
:-, .. <~-;>:·_> '-. ::_·--:-~:;;~· .":-;;_·· .. º/::.". _.,~_:.;,:j< 1D:) =.:;~'"- . ._,. __ ... -

Bl Purificación de 1~ 6ro'teí~~ de fí.Jsió~ ~ k~ciduh~iÓ~~~é anticuerpos anti-c3. 

Este sistema s~)i~'cie~'p~~~adb'~~~ ~~¡y ~~:'qde 1k'~· p~9i~ÍAas. de ·fusión son 

fácilmente·purificadas éasi a·hoínogerieldad mediante un·soio paso de 

cromatografí~ d~ atini~aél. l.a p~oteína ptiriifcada tue,~Jtilizada dir~ctamente para 
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Fig. 6 

1 2 3 

1,100 b -

Fig. ~.- "Northen Blot'' de los primeros tres 
instars del desarrollo de mosquito (1, 2, 3). 
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1 /sangrado 
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/ 
Fig. 7.- Estrategia de clonación del cDNA de C3 en un vector de expresión para E. co/i, 
protocolo de purificación de la proteína de fusión para la producción de 'anticuerpos anti 
C3.B)"Western Blot'' de desarrollo de extracto crudo de embriones de D. rriefanogaster, la 
concentración del producto de C3 es constante con respecto al tiempo (4,8, 12;16 .hrs de 
desarrollo postovoposición) · · · 



inocular ratones (BalbC)(Fig. 7). El antisuero así generado tuvo un título de 1 en 

10,000. 

C) Western blot de los distintos estadios larvarios. 

Este antisuero se utilizó en experimentos de tipo "western blot''. Estos 

experimentos se utilizaron para determinar los cambios en la cantidad de la 

proteína codificada por c3 en extractos totales de D. me/anogaster durante el 

desarrollo. En la figura 6 B se puede ver un " western blot" en el que la cantidad 

de proteína no cambia con respecto al tiempo lo que confirma el resultado del 

northen. 

D) lnmunocitoquímica de ovarios. 

El mismo antisuero fue utilizado para hacer inmunocitoquímica de embriones 

enteros así como de ovarios. 

En la figura 8. se pue~e yer HUe lél pf oteína por C3 ,se si.ntétiza en los ovariolos 

desde 1os primeros estadio{cie 1ao\i6geríesis y queé¿ta.sé mántiene en 1as. 
"':-.'' "'. ,1'·. --· ~; .'. ._,_ ·- ' " - - -: : .'· . ' ~{, ·. ;, 1 . • .. - . " . - . - - .. - .·:. ' ' ·. - : . - • . . 

células nodriza durante casi todo' él proceso: Solamente alfinal de la ovogénesis 
"-~-\ - - ' .-, ·" : '¡ ..:·. '. - ;.:. • 

el producto protéico de é3,es transferido al ovocito, donde se distribuye 

homogéne~~~l1t~.; ··· · · 

E) lnmunocit~gJ~m\ca de embrionés e~teros. 
En las figuras: g y ;1 O 'se obseri/a 'qúéi la clistribuciÓn de la proteíl1~ en el embrión 

• • ' ·-~-::: - ' -;~··/ - ~ - • " • • -.- ' •••• _ •• •• -- .J 7-. ' . 

de Drosophila cambia'cie:lJria manera dinámica éori respeCto á los distintos 
-'-. ,_. __ . _, - " -- '. ·:' .. --- - . - ----- -- .. , ' - ,- . ~ .-. - '• ,. ' .. ·. '- . 

estadios del desarrb1:1f, y~'qLÍe,· .. cÓmi¿nzácon·.·.una •. ·dJ.stribuciÓn:.h·orriC>génea. al· o 

largo del embrió~(~i~'.:'.·~~·).'o~sp0~s~u~hciº~º~.r:ú.§1~~i;ra~6ah:Qii·~.r~d~.~··1a 
superticie, ·.1a proteíná

1

se,mantién~ ~itósoíi?8,§'.~~ e8c1~yei de 105. ni5cieos cng. e 
D y E). Mas tarde, 6u~~dcfe1'~·mbrióny~ ~¿tii~el~la;izá~~. }aparebe el surco 

cefálico la proteína se distrib~~~ ~n f~anjas y al ;areC:er en algunas de ellas. 
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Fig. 8 

A e 

B D 

TESIS ND D0E 
OE LA BIBLIOTECA 

Flg. 8.- lnmunocitoquímica de ovarios déJ. melanogaster con 
tra la proteína codificada por c3: A) Ovariolos que contienen 
varias "cámaras de huevos" (mas jovenes hacia arriba mas 
maduros hacia abajo), nótese la tinción en las células nodrizas. 
B) Igual que en "A" pero en mayoraumento. C) Cámara de 
huevo estadio"10" obsevese que la mayor parte de la 
proteína(.se'encUentra. en)as cél.ulás nodrizasáunque esta ya 
ciomienz? asér t~ansferida. al. hue\fo·,:o) Cámara de huevo muy 
tardía. en lá que el con.tenido de las células nodrizas se esta 
vaciando al huevo (la proteína se distribuye homogéneamente 
en éste).· · · 



penetra a los núcleos (Fig. 9 F). Finalmente El producto de c3 migra hacia Ja 

zona proliferativa de la banda. germinal (fig. 1 O): 

Discusión: 

La identidad de las secuen~i~s nuclebtíclicas d{Jos cDNAscle rtiosquifo y D 
·. -·. ·~-· .. ( . , . ,-. ' .; ,, ... ,_. ... . ··"·-~. -.,_. : ".. ._,_ "' - . 

metanogaster es mayor al. 90%/ tantp ~l11~:·f'a&e 'éodit¡ca·d~ra C:o~o .~h la zona 

:~:::·:~c~:::n~~v:~:;.1tA~~:'~t~l~~t:1~~i,~~~~~~R~ :,me 
mosquito y la mosca Jo que haceque·e~tél újtima se~iurtm9,del9jdeal para tratar 

de determinar cual.es la t_un~(¿¡, 8~·¿~j·y· :~·:· ·~· ·:2.' _';.;·. ·.:·;. '\., .. i·C·······.·' ·' · .. 

Del análisis de aminoácidos'~e l~>proteí1a-coditib~d~·p6?cácdncluimos q~e es 

tan básica como una histbna;.~si~,é~~H~:f·~F~t~~p;~8iRi~~~,i~~;·~ 1;'.rarnilia 

de las histonas porque contiene triptofanos y no tiene homología a nivel de 

:::~b~~::: :: ::~·:~:.:~~~4~~~;11~7:f iif ~~!~~~t{~~:~: 
ácidos nucleicosss. Cualqi.Jiera'de'éstéls propi,ed9de~ podrá11serjntejesantes ya 

-,ó::".--'< -·-T~ ',-;--::~:"::::-o~·'""--'Z'-""''"f"? ~"._; ______ ,,_ .• '",;- -·.~;;,,; 

que justificarían. un· mecani'~~Odeihte'raC6ior{c6.ír mo1é6u1as imporiantes'(por 

ejemplo fós y/o DNA, ~NA)::~b importa~do~~ qUe ii~o ~¡ª·~;•estas 
- . : .. , . : ,._,.: ·: • - . - ; -·~·' ·. ,. :l·' >.,.,,_ - ":; ~ , ~ .. ¡. ' ·'-· "· _:,-, -. ' - ' ·-... ·. ,. ·' .. ' ' 

más general. 

desarrollo cie1e:mbri~~~cte~t{d,¿¡~ho~';5t~~i~~,~tré~~ri"b;;i;~bib~~¡:/¡~~, ~iveles · 
, _. ,,h ~-- ~ ';'" . ~ .,, ··:~::c .. ,·_r!;_.:··~·. 

de transcrito·o d~ f'foteína.'(Fig'.~6.).:'.Estó· .. t.u'~·s°,rprisi~~.~~·•qu~···creer11.o~en base 

a datos. pre.lirn.i~~r~s. ·y Ri~li,~:~r~fi~~~ (~.~ti~~: ~fs~.0!~:~~~.~-d~lf ;:!~> ·~·~e.·93 está 

involucrado en í~ pfoliferación celular o en el des~frollci y pór lo tanto 
. · .. ' ·" ,··, -. . :·. :· ·: '.-~ i·· ·- -·'' .... -.,'.' ._ "':, ' . ; ·~ - : ;:· ... ¡ .'-·,:', . ,_;:.. . . '.~ .· ' -:· . . _:_- .. ·"·' ·<· ·--· . _.· .. 

suponíamos que solos~· d~bería ~int~Íizar.en tejido p(olif~i~ír~o; ~in ~mbargo, 

no deb~~osolvi~ar:que'esÍos:'experinient~s represe~t~n~I cohte~ido total de 
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todo el embrión y por lo tanto no descartan que la expresión del gen este 

regulada en zonas o células específicas durante el desarrollo. Los exp~rimentos 

de inmunocitoqi.Jímica revelan claramente que el producto d.e 63 se, localiza 
- ' . . . '" - ' ; ,, - . -

principalmente en los tejidos altamente proliferativos:de la rri656a y del'embrión. 
, . • - \ --·· . . ·:':.· .. ~' . . . . ·i:-

En los ov~rios.~ que junto con los intestinos (no analiz~clo~) sOn'el. Úhico tejido 
. ·, "· ... .. ,'·'. , .···~·.,_. - '~---1;, .·.: ·~: .••• "<•:, ' ., ~, 

proliferati\iod~·la mosca adulta, es también evidente '1a·~lht¡;:~¡~·def~ro'cjuctóde 
' .- e' •• ·'~" • •• ,_._ '.>:'-;-~'· :,-;__;- ·<•'~:··-.-:·;;.--"-i)· .. ·,>-, ·. 

c3. Es tarribién.importante notar que la proteína se mantÍene:sÓÍámellte eri las 
-·. . . .- .. ··.;~. '' >~~-:·._,_.,., .;·:,-~:· ··-

células nodrizas (las el.Jales están sintetizándo a'ctivaménte:a todos)os · 

componentes celulares) y que durante lo~ pri~.e~8~ ~~ta~Ios'\a ;~t()teína se 
· · , · -·. -· ~ --.- · ·. · · . · ' •. -:. · , · ·. · -' " . :_ F.:t . · -' · >~ ·· • ---J ·• -• - • :: • • • • •. • • 

mantiene fuera de la célula que va á ciarorigene al o:vódfo (Fig.áA'y B): . . . ·--- .~. --·· '. ¡.-¡,~;.' . . . ,:' 1:. ' . : {, - ·' . ' 

Finalmente, cuando las células nodrizas se.desinte~jran y su Citoplasma se· 
·;, .. ::.~:,- ,. <::· <;.(:.~. ·. ::-;;.-. -:.':x ¡ .. } _:· }:;_' :-:,\r.·· .. :..·.;:·:~ .•. ' .. : '·: 

bombea al núcleo la proteína de c3 es.transfeíida'i al o\iociio'donde 'se distribuye 
.,,·: _ \~o , .. ,,_ 

-:.·-~-:, __ i;-.:~ ., · o., ;e- ~-~:~L-~' homogéneamente (Fig. 8 C y D) 

En el embrión el producto de c3 se e~pres.a en Ja~ ;~6aspr~Hf~r~ti~as como 

son los blastodermos sincicial y'el céÍ'uÍÚ(~i~~; g)•yía;z()~n~'.:d~r~ei-~é:Jermo 
; <'~~ •' , __ . .• '·,:---· '.''J:o;'- ---'"~~-~ -~_.-;·,-,_- ~-:;_;":; ,_.,,, .;-. 

(Fig. 10 A). En cambio en la amnioserosa'(qué,es'el depÓsitodeyema ydonde 
• ~(: . . l . -'; " • ~-.:-: - •"";, •'•, ;' - :.:;1,· 

no hay proliferación) no se detecta·(~ig'. fo. A,C y E).~: { r ·~·; 
. . ··---··-r.-.- . , .. ,·.'.f •::;_• 

La secuencia de arninoacidos codificada eri el cDNA,de g fue cornaarada 

contra la base de datC>s IOG~hb~nk';·(~~r~ié>~· !35)'Üii,liz¿ndÓ el Ei'i~C>fi{rn6Tfa~ta s.s 4s 

y se encontró que era ho'mólo~~a~e~esde levadZra'.~1a,~ta%,rata~ yhu~ano 

:~::~:,;,~::~~i~1:~~i~t~~ft~~1~~~~~~:rf:~!~:º 
fragmento geneómico·ci6e· ~oinpierhen:tci paraüka::cie··¡~¡5 muta6t8's::sir (silent. 

' : :~ ·_. :.':(t:.-'.··::-'._);¡~:::~~_. <.~~-!:~·.-: -~~-:~~:~:i_ ;~~~.~i:,~ -·.V:~:~-~~-<-~;'~·:::~~:'-~-.:~·:'.:·:-.-_::~.~~;_;:· ·._ .. 't:-:~-~- .'i,}:z~~:. ~;~;.:>:.- .;; \ .. _ ~::·:::_ 
information regulator) .. • E:ste frag·~eñtp(odifica' Pélrael ge'0 ~IR3 A7: y E3n el 

extremo 3' se en~uentra~u'n,~ar~~ ~~i~·~o ~.~ 1~C:;ufa iXc~~~le,;6 q·b~ dt1cjifica 

para un péptido de funciÓ;~ d~~c6n6bid~ quk ti~~e,~n S~o/º ~e\dehtidac:l ~·nivel 
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de aminoácidos con el producto de c3, El otrogenhomólogo a c3 en levadura 

se encuentra en la parte 5' (Orf1) de un fragm~~to geneómico, qUe tiene dos 

marcos abiertosd.e .• lectura;;descritdpoí'Ga~ret/et''al.·, ···~·uieri~s .. propusieron al 

Orf1. como·.e1caR~~z.~E~i1e.~i~~~r~":1~é~i7h~;~;1t1•4~.ra ~.c~ales 8.eti.ciente en 

transporte de proteínas·ala.mitocondria.:Elm~rco abierto9.eJectura Orf1 de 

este fragmenfo g~A~.¿Í11ic¿bodi~iba~~ri·u~ ~é~tid~;d~t2~8:~a.cuya identidad 
:~~-".; :··. :: ·->·:i.·:; ___ --.. -.-~ -· 

con c3 es de56%'. .. •/;; •. ·. 
:-.:.:\:··./;<"-~ ·:;f<. ·,\::_:_ .. _,:-·::: ... ~>·-; _-,~:·'.'"_ <·::._·.~· \>l:.; ··.-;J":: ~'::::·r ;; ~-!,. . .• 

En plantas el gen homologo.a c3'es denominado cyc07; este codifica para una 
•• '•" ' '··- - • - , ' ., -· • • • ' • - • • • '' :. • " - " .' -· ._. " " • ' '' • • • ' - 1 -. • ' ' .. • - - - •• ; ' • ,,. • • ¡ ~ ·' '~ . '. .: - . ' 

proteína de 2i5a~;;x.~i~~iéf"tu:~aiS,l;~ci~'.h~~~i~~~e'.~nj~mi~~ci~'di1fjrencial,.de un 

banco de cDNA de células en cultivo' sincrónicas de' Cataranthús roseus en fase 

··s·· de1 .. cic10. c'e1u1~í;Cas .• ~¿·~?res ~ro~6~en.Júe.;1 ... prociucto••~é '6yc07. esta 

::::~! g~~1~ul1~~i~(~~~i¡~~%~~~J~!j~;~¡~~~r~=~:~~=,~• 
unirse áóidósnucleicós';Erruií'trabajópostefior5R.·e1 mismo~rupo descarta la 

posibilidad d~ q~e ;I gen ,h~m610~6 ¡bs i~té i~0~·1u~iadb~~~I transporte de 
~~;-:,·- ~,\: .. _,}~-~~~-~·;,, -'-~'"""'-:-:.-,c.~:- - ,.,~~-"" ,=--~--'·-.·-L~ _- ., .... 

proteínas a·1a'mitoc6ndria en levadura:E.inCILlso mapeanen el frágmento 

geneómico reportado pc6r gélrret eta1::; al gen tjue real~~ii:te,ésta involucrado en 
,; :-.. :·:' '· : : ,·_-·; . - ·, . , " . ·_:-, . . >" .. ·- '.:' ·. · .. , "·. -.- -.. ' 'ó -~~ ,"·· - ;. ', . ;· , .,..- ,., ~ - ; 

el transporte de proteínas a mltOcclndriá al órr2 qu'e se en,cuentráurío abajo" del 

homólogo a c3 (Ort~). ~n e;t~:t~ab~j~ fa~~ié~\~~6~~11 Jt~ ;~;d~~le ~isrupción 
de Orf1 y del gen que se. éncüentra ¡'ríófabajo" 'del'~en'sir:fes .Jetál. Esto implica 

que los homóiodo~·cl~ ~;
0

~~·1e~~dúra ~()n ,i~dis~ensa~I~~: ~ar? e;·funcionami~nto 
de esta c~lul9, ~()sa,~~~;~~e:~~PJ~arA~ cJ.~ufa g~ neces~rib'p~t? el ~ · ·.·· .. · · ·.·•.·. 
mantenimient6 del ciclo ce1ú1ár. Posteriormente ltó et al. demostraron que 589 

_-. ''.-_.:. ·_._<,·.: ·•·:-. ·.:·';· .,•.: .-_,), ;_.;_,·-·;- ,·<····->·<- :.:> .. -:.~:Y<;,-.: ... :·'·:··,·~-'.r:_v: .. ' .... ·, ·. -; 

pares de bases de la;regiÓn regúladora S' del gen de C.'roseus: dirigía la· 
.- ,, .· - - ... < . '·. ' '-:.- - -- - :', / . ·--~-·-. ~- . '. . .. .,, .. ·- -:!' ·'· .. , ,'. . •• •' • 

(altament~ proliferativo) de A;abidop~is Thatian~ s1 ietóii~ndo:~sí 1~ id~a de que 

este gen esta rélacion~do éon la profif erabó~ celular. 
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Por otro lado el grupo de Zarb1s2 aisló de células transformadas por v-fos en 

cultivo, al gen homólogo a c3 de rata y lo llamo Fte-1 (fos transformation 

efector), el cual codifica para una proteína de 26,4 a~. rte:1 ti~f1e un ¿orcentaje 

de identidad con c3 de 68% a nivel de a;ninoacido~.~E~t~genP~f~cie ser un 

efector de transformación del oncogenev-fos.~a qJ~ al._se:rJnt~rwmpido (por 

una inserción de un plásmido) el fenotipo tr~gs~J,.-~'~do-~~:1~ lí~ea celúlar se 

pierde y éste puede ser recuperado al tra~s~~6i~~;:Í~s~6~1~~s con la secuencia 
-~ -· : ,,- ;'.· ' ' ~ ':. . . .. :.:--:~:,,. ,. 

ininterrumpida del gen. No se sabe que tipo''cie interacción tenga fte-1 con v-Fos, 
··-·. ;-,, .,;, :".-.":~-;. ·.,"•,.:;;,-··J..:'··< '.''i~";:: -;;<. 

pero el hecho de que su expresió? este involUcradá'enunfenotipo 

transformante sugiere nuevame~t~ qE~ ~k!~;f~móilia'J~ g;~n~i (c3) se encuentra 

involucrada en el control de la pr~l-~e~aciÓ:r¿~lul~~s3.', •- · 

El gen c3 también parece serhorriól,ogo cbn f gen qu~ codifica para la proteína 

ribosomal S3a humana ya gu~ cd~p~~~ Jha:,id~~fida~ c~~ ~(gen reportado 

para esta proteína de 67%~ n¡~el J~~riiinoá6'lcJ~~s3.''~1coN'A de la proteína 
~-" :~· ··< '.~ .·_ . ..:_ ;-1 .... · ~-t~: .. > ~:·'S-~~: __ ·.~f/ ,;é,,_~.<~'- - ·.-:·~._-.:_,..; .. :.<·;e-~'::~_:_ 1

..-_ 

S3a fue aislado de una bibliótecá de expresión' de cDNA 'dé hígado de humano, 
- , .. _: · -: ;:-,-8? · -:--.:~~ ~~-: .. ~:~~-JX -. ~:~--~::-/_~~-~~~-i~->)'..:~,~; \~~~\ :;~~}):·:.;. '. F::~::;:---·~~~~;· ~:: · ---

utilizando anticuerpos generados contra 1a:proteína fibosomal.S3a de rata. Sin 
. -·.e-._,.-,-: .. ,~···.::.'.: ·.;<;:::_~ \_:,.-.:_ ,·,>,· .. :\~ .. )·/·.--. ··>::-~'~.;-.!~···: -~·:~·::·.·.-... 

embargo no ha aparecidé:> nada· nUeyci en la literatUr,a que'.ap¿ye'que este cDNA 
. ··--:· :.·/: ;:_; 

realmente codifica para una 'protefria ribósbmal,y que n'o~ pueda dár una idea si 
- .. "'::''; ·:''.".:.~ :-: ··:',".'"·;':" - i:.;' _;. : . :'. ;0:. - ,;· '~ •• :: ~·.'"".;~ : ,' :._·': '·: \, ·---·~-:_-o;_: - <._-? }¡) :· ., -;·~;_::/. : -~;-t- ' _- ,";·:_ -, : : -:·; ... 

realmente existe ··una.coríexión ebtre.la' tunción'.del gen SSa y' el g~n é3 .• En el 

hipotético caso de qu~ eli'9~,~ s3.éi {:el:§~ ~~~Jr86'6~189o~:';,~~eda~ifícil ·­
congeneiar a la idea de ql.Je estos r~

0

pre~el1tan'a ul1 ger1}ibosomal necesario 

para la proliferación~;luÍar.;/ é·" ci<· :·:: , -> - ":5°~}. · , ~:;: .• <' 
. ' .. ·.·'. --·~· ,. . 

Nosotros proponemosl,a.pO~ibilidaci'cie que ei gen CS sea érucial para la 

progresión del ciclo celular. 
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Fig. 9.- (pagina anterior) lnmunocitoquímica de embriones tempranos. 
utilisando anticuerpos anti c3: A) Embrión muy temprano (etapa 1) teñido con 
anticuerpos anti-c3, nótese la distribución homog~nE>a de _laJinéión: B)Corte 
óptico (Nomarski) de un blastodermo sincicia_I (etapa.5),"la proteína sigue 
distribuida homogeneamente a lo largo del er:nbriór¡iilps'núcleios· .. se.:'; < · 
encuentran distribuidos en la periferia de la mernbraria plasíl1ática yno esta 
teñidos. C) Esquema idealizado de un embrión e~ la étapa de bl~stcidermo 
sicicial (etapa 5), esta etapa es la intermedia entre los embrio11es'l:'Du.y~·F'';' O) 
Embrión en estadio de blastodermo sincicial (mismo que en'."B''Wlos;núcle,os. 
se encuentran distribuidos baja la superficie de la membrana;fobse,Yése(que 
los núcleos no están teñidos (aquí el corte ópticoésta·anivel'de'J~(superficie. 
del embrión. E)mismo embrión que en "D" pero a mayor ªl!n1"ei:iti:{(20X):'Ff · 
Embrión al comienzo de la gastrulación (etapa 7), los surCos·cefálicos'y{ . 
neurales comienzan a formarse, el embrión esta completámerite'celularizado 
y la proteína c3 se encuentra distribuida en franjas dis.cretas transversales al 
embrión. G) Esquema idealizado de un embrión en la etapa s'élé¡ciesarróllo: 
(pc=células polares, pro= proencefalo, cf= surco cefálico, as; amniosérosa, 
gb:::: Banda germinal). - -·- - · ·. · 

Fig. 10.-(pagina siguiente)lnmunocitoquímica de embriones tardíos: A) Corte 
óptico (Nomarski)de ·un embrión en etapél. 9 temido con. anti-c3.· la zona que .. · 
corresponde al. mes()dermo.y a la baoda germinal están.teñidas mientras que 
la amnioserosa (yema)'.íio~:B).Esquemade, uíi embrión étapa.9 én el que se 
ha dibujado 1a:zona qué correspondeal mesóaér'mci (msc::: mesodemo de la 
cabeza, ms= me.soélermói)'.c) Corte óptiCó:de;~iferiibrióÓ eri'.1a __ etapa:1.1 del 
desarrollo, la protéína;.s,13~er,ic:uerifra'aun:rnaslocalizada1.én'la"'Peíiteria del 
embrión, sin emoargo'e~isteüna tranja'de;tinción:e·n:e1,centi"ó-que d_' 
corresponde a la zoria'déeloriga'Cíoh de la"Bahaá:'géfmin-al: D) Esqúema de. 
un embrión en etapa\}g'.a~Jlde;sarr:q,uoJE)'~06r,ióhe_rjetapa~~3.d.~lde,sarrollo, 
las segmentos ya estanper:fectarner,ite .definidos. as1 'cornq,cas1 todos los· 
dominios de la· 1a'Na;' lo'qUe qUé,cia :cfo 1iüúl1hi6ser6sa no .esta téñiao> F) ': 
Esquema de Un .embrión eri.'tapa 1,3'del désarrollo embrionario (el= 1 ·••••·• ·_ 
clipeolabio, md= máí)dibülaimx~ maxilár, lb= 1ábi6,drdramira'.dorsa1; ps= 
espiraculo posterior)T1~ segrnentdtoráxcico 1iA1 ::;,,· Segme\Íto abdominal 1, 
A9= segmento abdominal 9.). · · · 
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Conclusiones: 

Hemos aislado un gen c3 cuyo trans~ri~o es~á muy enriquecido en l?s ovarios de 

los dípteros An. gambiae y D. me/anogaster. . . .. -.=-:··- _;.;_,·, •. -;_·_ .. 

El producto génico de c3 es sintétiz~ªo'.~ur~~té:~I prbcescY~e ovogénesis y 
- ·, : ,. .. -. ' ___ , -,'•' - .. ,_ •'"' .. ,. ,. - - -,-.. - _, 

durante desarrollo embrionario. 

Esta proteína se mantiene en las'céld1as~nodriia's ~·~ra~te g~¡facJ() el proceso 
· ;----~: :::>~< :_'t;~t:,~·;-: ~ft::_s~:·.;::~\:·:·.~·-;::t~:.'\/,;-c .:,~:~t:_.; J.:g-· .-_::;/;.'. ·:;:~:~,-~~ -:-_ :-. 

embrionario y es al final de éste que la pr,ot~fíJa es' trnn~ferida al ovocito. 

La cantidad absoluta de esta,tpfoíe;iri~ ~c/9a~b.i~· ~~;~ry!~ et~~~árr9110 • 
embrionario pero su distribución en '~l 'ein~rión vari~.de,bnatpfüía'.~Inámica con 

respecto al tiempo. La distribuciori'.cii1~.~rc,~~rn~:~9~;fi~~.Íp~f:e.~!1 ~,·.errybrión 
parece correlacionar con ías zon'as cié alta pro1ii~ra'ciór1 cell.J1ar.> .• T. 

-; -- ,,,.: . :·.(.;- _· <~>> §- _; .': ~< ". ··<: ¡).;,·: - :;· ,.'.· ;~' - -

La proteína codificada por c3. está altamente'i::onser\iacia. a 10 largdde la. escala 
::: -..... ;. ~-:·::.. :-~'i)\" -:.--:; :-;-... ·;··,,..:::,: ,,:i-':'.'-~'-'.,;'- ~::;.;_·;:,_,,:_ ··-'"-'""-'··-~· .... ,<_·.:.:.·~ ... ~ .. -. 

filogenética y no se ha pbdid'dciiitel'rl1ina'.runaJJ6~it)l1 d~)l1ane~a inequívoca, sin 

embargo, es probable q'Ue. e:sté .invoiucrada en I~ ~h~rªªª y, ITl~~t~~i.miénto de la 

fase "S" del ciclo celular. 

progresión del ciC:16c~iu1'a:íeú6afÍ~i~·b~sándonbs~n 1aevid~ílda gen~~~da en 
-/·: .. _:,-~:,:; -.~::<: ',>, '.¡·:_-:-:: .··y,>;· .. .-::_:~"_ :-~ .. : ·:. -,.· - ·- ···:>:· '.'":,. ~,::'.'--?!·_·:~: ·:·:':?~'.:.<:~:'.. :.:·:·¿~ :'. :· 

este trabajo asícdrno'en' lo r~port~doporlto:et al so, 51 r.s2 el~ qLJeel producto de . 

este gen se expr~~~ ~~' t~pdd:pr~:li;e:;1tiyb ~·su ~r~n.·con~~~ici.ó~ k'10·1~;go de 

la escala fÚcíge'hétif'af;ot~~ ;evid~~~ia ~s: l~,e~pe6i~icid~d d~.~xp~e:~iÓn ·de ~yc07 
· -. -: -~:--; '.~-- .. , ,,k·.:t::!_;·<~:~/ .. >~:c._ i?:'-~, _ .. {<_;:: __ .:._;:}':·· _<~- . :/·.:>·, .. ::·i.: ._ nt-/é ·}t:~/:·:~·:·._:_:·:·.'. ;·:~.:;· .. :··.~·(:~~:~ --~~~s-~:: ->:\:.~, ~>- :: .· 

en la fase "S'' en.células deplantasreportad~ PQ,rlt9.~t a1so:s~.:élsícomo en la 

función. es~~c;~'1·dª:.1a~~e'nes~~on=io10ª0;~· .. 6~e:~~le~ad,3rai1~/~n··¡~··r~:;~rsión· 
del fenotipo:: tu~o~~gé~ico que' res~lt~ d~. la disru'pció.~ d~I gen f~~~ 1 ~n . 

mamíferosS,3. 
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Conclusiones: 

Hemos aislado un gen c3 cuyo transcrito está muy enriquecido en los ovarios.de 

los dípteros An. gambiae y D. me/anogaster. ·. 
' .. - -,· . 

El producto génico de c3 es sinteti~ado durafoe ~I prOceso de ovogénesis y 
'': ·.> ,, •. ~·-{ - ~ • ·,. "'. . . 

durante desarrollo embrionario~ · 

Esta proteína se mantiene en Ms;~é1J1~~·~ódrfz~~ dJr~~tlc.:ib) fªd6_~1 proceso 

embrionario y es al final de ést·~:q¿e 1~(pfbt~f~~ ~fü(~'h~f~~id~ ;16vocito. 
-~'.·-:·:,• ,:. :, :-'-•" ·':,• ." ~·¡"·"·, •,' ,'¡"',' •" ·.'.l··'L '>. ):ce~'~ ....... >''~""'•''•, ', •• - •',·. ,,·,' • '> 

La cantidad absoluta de esta proteína'r16 camhia\:luraíít1ie1 Cies~rrallo 
.· - - ,;;_-,,.-~:,.-;-··,•::._,;_··~::;··---::t>··.~,~<,"-:._~~..,::,;.~-·: .. ·_;·.··1~~: ... ··.--~--- ':':"-

embrionario pero su distdbúciórlen e1~~briónvar.ia de uN~ tórma dinámica con 

respecto al tiempo.·La ~ist~i_~'.~~i~n:~~1~p~~t~r2f'.~6~it¡~a~~P~5 8e.~el~mbrión 
parece correlaci?nar con las z()llaSde altélproliferacio/1 celular.··· •..•.•.•... ·• 

La proteína codi~ica.dc~ ·~~r·~-· ~itá ·~ltall)'e~~~.·cªn~~7i~a.•~: 1c(i~r~~.d~ •• 1a·. ~scala 
filogenética y no.seJ"!él podi~p d,ete.r(!JinéírUqa.funcic)ncie0'aílera¡/"ú3qUívoca; sin 

embargo, es prob~6i~ ~ue ~ité1nvolucrada en ia,entf~d~,~-~anteni~,iento de la 
' . ''{•o•,. <' ,_ ' ' - - o·~·-,· ·~ ~ .':,f.·: 

fase "8" del ciclo celular/ . :V ,,~ ;) '> , ~" ·. • • • >/ .; . , , 

Nosotros pro~on~,'11~~ l~·.~~~J~i'~~,~%~~:e;~~~,;tl. ~~.ri,.~ ~~.;~:~~q~D~T:~p~ra '1a 
progresión del ciclo celular eucarioteba~ándonosenJa ~vi~encia generada en 

este trabajo así·c~~b}n.Ío ;~;~H~A~{~~f\t~~t:~1 sci.'s.1 y:s2}j~q~.e·;~l~foducto de 

este gen se expr~·ia"en teJid~pr()fiferativ~y, ~u. gra9Co9se0aci~f1a101argo de 

la escala· rno.g~nét{ca,':qt~~· ~~¡d¿~éia.~ir I~ ~¡pe~fici.d~c(~~.~xpr~sión .~e c~cD7 
en la taseYs•'éñ células~ep.ian~s reportadapor1tO'era)so,s2,asfcorno~nla 

funcióq esenci~Í. d;;I;¡ ge~e~\o'~óiig?s:~ ~.• ¿~·· ~'fi:1~~~d~f a:~1.~y~ATa:;~~~¡~ión 
del fenotipo túmoro~énlco qu~ ~~su1t1'cj~ 1a diSrGpciÓri d~I d~ll tt~-1 en 

mamíferos 53. 

47 



Perspectivas: 

La caracterización del gen c3 sigue siendo preliminar. Es poresto que, 

consideramos que se debe seguir investiganclo I~ funció~y ,las interacciones de 
:;,' 

la proteína codificada c3 debido a que parece ser im'porta~te la progresión del 

ciclo celular así como las cara6t~rí~tic~s del promotorqu~}~~Ú1a ~u 
transcripción. 

Para esto proponemos dividir al estudio de c3 en dos bloques: 

A) Estudios funcionales de del producto de c3. 

Una forma de observar cual es la función de una proteína en un sistema 

consiste en expresarla ectopicamente en el sistema del qüe proviene generando 

así lo que se llama una mutante con ganancia de función. En el caso de c3 seria 

interesante ver cual es el efecto de la sobreexpresión de c3 en células en cultivo 

así como la producción de moscas transgénicas que expresaran c3 bajo el 

control de un promotor inducible (heatshock) de manera que pudiéramos 

expresar a la proteína de nianera ectópica y ver cual es el efecto sobre la 

proliferación y dE?s·~rrollc:;, dtroenfoque que nos podría d.ar una idea de la 

función de 6~ s~ria'uti1iiar sÚ cDNA para hacer .hibridaé:iones In situ de 
. ~;L , . , - ,J ••• , ·;;;o~- • ~ <:'' - : '· . 

cromosomas· politéQicosy 'ler.si.·seconocen m~ta~ion~s~éhesél .zona del 

::::~~~~t~~r'¡J~:~¡;~~~~g;~~i,~~f ~E:e,~~R:;ón d• 

c3. Tambi;n·~~@~~5'~0~~t~~edf)t~r~·¿pió~sobre·.~1·f~.~~tf~o-~e l~f~ttáde 
función de C3 mediante la constricéiÓn de moscas frangE§riícas'que expresaran 

. ,-· .• · •• •'"· ¿' - . ·- •"- -,-·.: .. ,-, ' . '· - ··• -

un "antis~ns~''d~ manera q~eseinhibiera la.traducciófl dé~3.· 
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B) Regulación de la expresión del gen c3. 

Desde el punto de estudios de la zona reguladora de c3 se propone que se 

pueden hacer ensayos de expresión transitoria de un gen reportero bajo el 

control del promotor de c3 de An. gambiae en células en cultivo. Por otro lado 

determinar el patrón de la transcripción de c3 en ovarios y embriones enteros 

de D. melanogaster mediante hibridaciones In situ. Y a nivel del organismo 

enteros se propone la construcción de moscas transgénicas con construcciones 

reporteras del promotor de An. gambiae y la comparación de estos patrones 

con los de la transcripción del gen endógeneo. 
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