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Resumen 

En este trabajo, fue aislado y caracterizado el gene c3 de 

Dro«Jplti111 mel11nog11ster mediante el an'1isis de su secuencia. La 

prolefna codificada •localizó en embriones y ovarios enteros 

mediante m.ftodos inmunoqufmicos e inmunodtoquímicos. La 

prolefna C3 de Drosophil11 comparte una alta similitud con 

prollefnas homólogas que han sido identificadas en hongos, plantas y 
anhnales, sin embargo, no se le ha definido claramente ninguna 

funddn. La proteína codificada por c3 es ubicua y se localiza en el 

citoplasma. Asf mismo, se demostró C3 copurifica con Ja subunidad 

riboeomaJ 40s. El gene c3 fue mapeado mediante hibridadón in situ y 
N localizó en Ja sección lOlF del cromosonua 4 de D. mel11nogt1ster. 
La expresión de un transcrito antisentido de c3 en moscas 

tran11pnicas demostró que este gene es esencial para Ja ovogénesis. 

El fenotipo mAs evidente causado por la disminución de c3 e9 Ja 
desaparición de las a!lulas foliculares del ovario (donde Ja 

conoentradón de c3 es normalmente alta) y anormalidades en los 

linajes celulares derivados de Ja linea germinal que tienen como 7 ~en Ja producdóndehuevos. 

-¡.JJ.i.1 f1 



The Drosophil11 mel11nog11ster homologue of the Anopheles g11mbille 

C3 d>NA hu been isolated and characterized·by sequence analysis. 

Theencoded protein has been localized by immunochemlcal and 

immunocytochemical methods. The Drosophil11 C3 protein is highly 

sfmilu to homologues ol disputed lunction, which have been 

p.reviou.sly identified in fungi, planta and animals. The protein is 

ubiquitous and localized in the cytoplasm.. Cell &actionation 

lollowed by detection with a specific antibody preparation shows 

that lhe protein is assoclated with the 40s ribosomal subunit. The C3 

gene is located in section IOIF of chromosome 4. Ant:isense 

tramgenic analysis shows that this gene is euential for oogenesis. 

The most prominent phenotype ol antisense depletion ol C3 is 

disappearance ol the follicular cells of the ovary (wheR the 

concentration ol C3 protein is normally high) and abnonnalities of 

the auociated germ line derivatives, leading to lailure ol egg 
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1.- Pr61ogo: 

A veces tratar de describir un proyecto de 

investigación dentro de todo su contexto no es un proceso lineal 

y simple o el justificarlo rigurosamente en el formato objetivo y 
despersonalizado que nonnalmente usa la ciencia (introducción, 

materiales y métodos resultados y discusión) simplemente no 
refleja el modo en que realmente se desenvuelve el proceso de 

la investigadón. Si bien, este contexto puede ser irrelevante y 
hMta contraproducente en un articulo dentffico, dentro de una 

tesis puede ser muy importante. Por esta razón deddf 

eetnacturar esta tesis en dos partes: por un lado una juatiftcad6n 

informal y coloquial en la que intento centrar y darle 

continuidad histórica a mi proyecto, que es la continuadón de 

mi trabajo de maestrfa. Y, por otro lado, el cuerpo fol'DUIJ de la 

teais que estA escrito de la DUIJ\era ortodoxa y rigurosa arriba 

mendonada, que describe los objetivos y resultados de mi tesis. 

Finalmente anexo los artfculos que se generaron coDIO 

consecuencia de mi trabajo.1 

• Nmea. Para evi..,. ~la la mll)'Oda de I• n...- ndD referidM 
.. 8epado alllculo del •ndice ..... ft ...... incolpol'adM ea CI CUCIJ'O 
dela tal• ncm citadu llOlmtemepc:w11U ~.a. n...-~­
cl ..UCulo "~ ~--"nc*1clladu-~~'"'·· 
19!n. y 1111 admem ewfttpnndicnte. 
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11.- justificación: 

Normalmente al leer una tesis o un artículo 

cientffico uno espera encontrar un texto bien estructurado que 

pone al lector en antecedentes , plantea una hipótesis y 
finalmente la confirma. Este formato del lenguaje científico 

tiende a hacernos creer que el proceso del descubrimiento es asf, 

un flujo lineal y casi preestablecido, esta mislna impresión se 

refuerza cuando uno estudia el desarrollo de cualquier campo 

de la ciencia, o de la historia de la ciencia mislna. Si bien, esta 

organizadón normalmente hace que la informadón sea 
accesible, objetiva, y fAdl de asimilar, este sistema no refleja lo 

que sucede en la realidad. 

Probablemente sea Kuhn (1970) quien logra describir de 

una ananera mucho m6s cercana a la realidad cuAI es el 

verdadero proce90 del dwubrimlenlo cientlflco a tod09 J09 

niveles. Es 61 quien mejor describe cómo el proceso del 

descubrimiento dentffico es mú bien un proceso 

retroalimentado, iterativo que depende en buena parte de la 

rutina. Asf mismo, es Kuhn quien se da cuenta de la 

importancia de tener un paradigma para comenzar la 

investigación, asf sea este completamepte erróneo y de cómo ese 

paradigma se va transformando a lo largo de la investigadón 

seg6n se va adquiriendo infonnación nueva hasta que sus 

últimos derivados o descendientes pueden ser casi 

irreconocibles o, incluso opuestos al paradigma original. Estos 
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cambios de paradigina o revoluciones cienUficas ocurren a 
'todos los niveles, sin embargo, es mucho más frecuente en 

nichos que engloban un área muy especializada del 
conocimiento (como por ejemplo un proyecto de posgrado) y 
muy rara vez en paradigmas grandes o generales que abarcan e 
influyen en prácticamente todas las 6reas del conocimiento 
dentffico (como la transición de la mec4nica clásica a la 

relativista en la física moderna). Estas transiciones conceptuales 
son las que hacen en algunos casos muy dificil explicar o 
contextualizar el curso de una investigación. Como ejemplo de 
esto no debo ir más lejos que mencionar el desarrollo de mi 

trabajo de tesis de doctorado, cuyas transformaciones a lo largo 
del tiempo s6lo hacen aentido en el contexto de 109 camba de 

paradigma expuestos m6tl arriba. 

Vayamos por partes: 

Primero que nada debo aclarar que mi proyecto de 
doctorado fue la continuación directa de mi proyecto de 

maestrfa y por lo tanto tengo que recapitular al paradigma y 

objetivo original del proyecto. 
Este era: 

Aislar y caracterizar genes especifiCOl!I de ovogmesis 

del masquito Anapheles garnbille. 
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Aquf surgen varias preguntas importantes y 
probablemente obvias: 

1) ¿ Por qué el mosquito? 

2) ¿ Por qué la ovogénesia? 

3) ¿ Qué estrategia experimental usamos ? 

•> ¿ Si empecé con el mosquito cómo es que terminé 

con Drosophilo? 

La primera y segunda preguntas son f6dles: se usó al 

mosquito An. gambille porque es el principal vector de la 

malaria, que es la enfermedad parasitaria que mata a m6s gente 

en el mundo y por lo tanto es importante conocer cualquier 

upecto de su biologfa (Zheng et 1111991.). En cuanto a la 

.egunda pregunta, .e estudió ovogénesia porque es un puce90 

muy inteftllante, complejo, en el que interac:donan mucho9 

tipos distintos de tejidos, que es critico para el ddo de vida del 

mmquito y por lo tanto para el del parúito. Otra cara~ 

muy importante es que en los mosquitos hernatófag09 la 

ovogénesia es un proceso indudble (ver nuis adelante) 

CBesansky 1992). 

En cuanto a la estrategia fue conceptualmente muy simple; 

se hizo una biblioteca de cDNA de ovario de mosquito 

alimentado con sangre y a &ta se le ~un tamizado 

dilerendal contra el resto del mosquito. De ahf se aislaron las 

clonas que parecían espedficas. 

De estas donas de cDNA se caracterizaron las dos que 

puedan m6s enriqueddas Ca nivel de northern blot) en el ovario 
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con respecto al resto de la hembra y al macho ( Zuritaet al., 

1997). Estas clonas se denominaron arbitrariamente c3 y c8. 

Cuando secuenciamos a c8 encontramos que codificaba 
para una isoforma de la histona H2b, este transcrito tenla la 

peculiaridad de que estaba poliadenilado cuando normalmente 
los transcritos de histonas que forman el "core" (nllcleo) del 

nucleosoma no se poliadenilan y resultó ser la prhnera 

secuencia de una histona reportada en mosquito CZuritaet al,., 
1997.). 

La secuencia de la clona c3 demostró que codifica para 

una protefna para la cual ya se hablan encontrado genes 

homólogos en muchos organismoe distintos. Esta protefna 

estaba altamente coneervada a nivel de identidad de 
amino6cldoa desde levadura hasta humanos y en cada lli8telna 

se le propuso una.fundón distinta (ver m'8 abajo), asf que 

decidimos hacer experimentos para definir cu.U de las diferentes 

fundow pl'Opuestaa era la corneta. o en su defecto proponer 
una nueva. 

Este es el momento de contestar la 1lltima pregunta: 
Si bien era relativamente f6cil aislar tranacritoe muy 

enriquecidos en el ovario del moequito también es muy diffdl 

caracterizarlos en este organismo debido a varias razones: la 

gen8ica no esU bien desarrollada, no .existe un sistema de 

transformación genética aceptable, las colonias de moequitos 

son muy diffciles de inantener, y ademú, no es prudente 

introducir mosquitos africanos a México. Por todas estas 

razones decidimos cambiar a Drosophilll que es un modelo m6s 
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accesible experimentalmente para determinar la función de esta 

proteína. 

Las funciones atribuidas a c3 en los diferentes sistemas 

eran bastante diversas: en plantas se había aislado como un 

transcrito específico de la fase "S" del ciclo celular Cito et al., 

1991, 1992 y 1994). En levadura se propuso que el gene 

homólogo a c3 estaba involucrado en el transporte de proteínas 

a la m.itocondria (MFTl) (Garret et al., 1991). En rata fue 

caracerizado como un factor efector de la transformación 

mediada por v-fos <fte-1a) y por último en humanos se clonó 

haciendo un tamizado de una biblioteca de cDNA con 

anticuerpos contra la proteína ribosomal S3a de rata. Con el 

transcurso del tiempo, sólo una de las propuestas fue 

descartada: Itoet al., demostraron genéticamente que MFT1 no 

era un factor de importación a la mitocondria (lto et al., 1993). 

Mientras tanto genes homólogos a c3 fueron clonados de 

manera mú estocástica en otros organismos (Gordonet 111., 

1992. y Auclair et al., 1994); estos grupos no contaban con 

información acerca de la función de estas proteínas asf que 

aceptaban la función de su preferencia propuesta por el 

"genbank". Por otro lado, las 3 propuestas que quedaban 

(proteína específica de la fase "S", efector de v-fos y proteína 

ribosomal) no son del todo incompatibles y sin embargo, 

tampoco parecen ser de manera evidente la misma función, por 

lo que a partir de aquí el objetivo básico de mi trabajo era 

determinar cuál de todas estas funciones es la correcta. Durante 

el desarrollo de mi proyecto de maestría generaJnOS anticuerpos 
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específicos contra el producto de c3 y los caracterizamos a nivel 

de "western blot", monté la técnica de ilununohistoquúnica en 

embriones enteros de D. melanogaster con anticuerpos 

secundarios acoplados a enzimas, asi mismo demostré que al 

menos en Drosophila el transcrito es muy abundante a lo largo 

del ciclo de vida y por las tinciones parecfa claramente un gene 

de expresión ubicua. Como se podrán dar cuenta en este 

momento nos vimos obligados a hacer un cambio de 

paradigma: "si este gene es constitutivo, no puede por lo tanto 

ser especifico de ovario", lo que significa que cuando mucho 

podrá estar enriquecido en este tejido. Esto evidentemente me 

causó cierta conmoción ya que la hipótesis original de mi 

trabajo estaba hasta cierto punto invalidada. Por otro lado el 

gene no perdfa todo su interés ya que una pregunta relevante 

del trabajo ¿cual es la función? segufa siendo válida y ahora el 

rango de funciones parecia estar un poco mas delimitado ya que 

si era una protefna constitutiva tampoco podfa ser una protefna 

especifica de la fase "S". Simultáneamente a todo esto clonamos 

el gene homólogo de c3 en D. melanogaster y se confirmó algo 

que ya esperábamos: la protefna está muy conservada entre 

cualquier par de organismos que se escoja. 

Otra manera de replantear mi proyecto es en el contexto 

actual de los proyectos de secuencia de distintos organismos 

donde se están generando grandes cantidades de secuencias, 

por ejemplo, en el genoma de Haemophilus influenz.ae donde el 

403 de las secuencias de los marcos abiertos de lectura no 

parecen tener identidad significativa con ninguna otra secuencia 
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en las distintas bases de datos ni alguna función definida 

genética o bioquúnica (Fleischmanet al. 1995). Es en este sentido 

que es muy válido preguntar ¿Cómo se le asigna una función a 

una proteína que no tiene definida una función genética y/ o 

bioquímica? Si bien estrictamente hablando este no es el caso de 

c3 , ya que s( existían proposiciones en cuanto a su función, se 

convertfa en un ejercicio intelectual interesante aplicar diversas 

técnicas para definir su función de manera que sirviera como 

antecedente para definir funciones bioqufmicas a otras 

secuencias. Aunado a esto contábamos con anticuerpos 

especfficos lo que constituía una herramienta muy versátil como 

rastreador tanto a nivel del organismo entero (inmunotinciones 

de embriones enteros) como a nivel celular y de "western blot"'. 

Con todo esto como antecedentes comenzó mi trabajo de 

doctorado cuyo objetivo básico es la definición de la función de 

c3 en D. melanogaster utilizando cuatro estrategias u objetivos 

distintos y complementarios: 

1) Visualización de la distribución de la protefna 

codificada por c3 durante el desarrollo del embrión y 
la ovogénesis, lo que nos pennitirá definir los 

dominios de expresión y por lo tanto poder inferir la 

función de la protefna durante el desarrollo y la 

ovogénesis. 

2) Caracterización de la localización subcelular de C3 

mediante fraccionamientos celulares y 
subsecuentemente "western blot" de dichas fracciones. 
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3) Mapeo genético mediante hibridación in situ de 

cromosomas politénicos para relacionar los fenotipos 

reportados en Ja zona genómica con una posible 

función de c3. 

4) Generación de moscas mutantes mediante 

transgénesis de transcritos "sentido" y "antisentido", 

esta estrategia se usará alternativamente para generar 

un fenotipo que nos indique la posible funciónde c3. 

Debido a que esto es una justificación no pienso entrar en 

este momento en los resultados experimentales, sin embargo me 

permito adelantar que en conjunto los datos obtenidos a partir 

de las estrategias arriba mencionadas apuntan fuertemente a 

que c3 en realidad codifica para la proteína ribosomal S3a, asf 

mismo los resultados experimentales obtenidos también 

demuestran que c3 codifica para una proteína critica para el 

funcionamiento del ovario en D. melanogoster en concordancia 

con el paradigma original de este trabajo. 
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111.- Antecedentes: 

Como se mencionó en la introducción el objetivo original 

de este trabajo consistía en aislar genes enriquecidos durante la 

ovogénesis en dfpteros. Se verá mas adelante que el sistema 

idóneo en el cual buscar este tipo de genes es el ovario de un 

mosquito hematófago, ya que el inicio y Ja tentinación de Ja 

ovogénesis están estrictantente reguladas. El hecho de que 

hayamos escogido al mosquito Anopheles gambiae se debe a que 

es el principal transmisor de la malaria. Esta enfermedad es 

responsable de más de 1,000,000 de muertes anuales (Zhengd 

111., 1991). 

Ovoglnesis en dfpteros.- La ovogénesis ha sido muy 

estudiada en Drosophila y a nivel morfológico es prácticamente 

idéntica entre todos los dfpteros, incluidos Jos mosquitos 

<Besansky et al., 1992). Se podrfa decir que en los dfpteros Ja 

ovogénesis es el estadfo 1 del desarrollo ya que es en esta etapa 
cuando se definen las coordenadas antero-posteriores y dorso­

ventrales del embrión. De inanera igualmente relevante, en un 

huevo maduro de Drosophila o de mosquito existen todos los 

componentes necesarios para generar una larva de primer instar 

completa. Muchos de estos componentes como los mRNAs y las 

protefnas son de origen somático matemo y en algunos casos 

pueden ser suficientes para 111antener el desarollo hasta el 

estadio adulto de embriones homócigos nulos para estos 
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productos génicos, este fenómeno es conocido como herencia 

materna. 

Ovog~nesis en mosquitos.- La ovogénesis es un proceso 

muy costoso desde el punto de vista energético. Si comparamos 

el entorno biológico de una D. melanogaster con el de un 

mosquito hemátofago una de las diferencias más evidentes es la 

accesibilidad alimenticia. En el caso de la mosca, que 

normalmente habita lugares donde la fuente de alimento es 

constante, la ovogénesis es continua durante el desarrollo. La 

ovogénesis comienza durante la pupación y la masa de la larva 

determina el n\ÍJl\ero de ovariolos del ovario (Bodestein 1950). 

En cambio, en el mosquito la accesibilidad al alimento es muy 

variable ya que pueden pasar muchos dfas entre una 

alimentación sangufnea y otra (Fleming 1986). De manera que el 

proceso de ovogénesis en mosquitos hematófagos se regula de 

manera muy estricta, siendo el factor inductor primario la 

ingesta de sangre. Debido a la especificidad de sexo, tejido y 

estadio asf como a su inducibilidad, la ovogénesis en dfpteros 

hematófagos ha sido un modelo tradicional de regulación 

genética en insectos, asf mismo, se ha propuesto que la 

ovogénesis puede ser un blanco para el control de poblaciones 

de mosquitos (Besansky 1992). 

Un mosquito hembra puede comer su propio peso en 

sangre en una sola comida. Se ha propuesto que la distensión 

del intestino, asf como la disponibilidad de aminoácidos 

generan una sei\al sensada por el siste~ nervioso central. El 
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cerebro en respuesta a esto produce una señal hormonal no 

identificada, la cual causa un aumento de al menos 4 veces en la 

síntesis de ribosomas en el cuerpo graso y en los ovarios 

<Hotchkin and Fallon 1987). De manera simultánea al aumento 

en la cantidad de ribosomas, hay un aumento en la smtesis de 

vitelogenina. No se sabe si la regulación de este fenómeno es a 

nivel hormonal, transcripcional o es debida al aumento de la 

capacidad traduccional. El aumento en la s(ntesis de 

vitelogenina correlaciona con, y parece depender de, un 

aumento en la síntesis de poliaminas (Kogan 1990). Existe otra 

proteína que se sintetiza muy abundantemente durante el ciclo 

gonotrófico, tiene la misma cinética de aparición que la 

vitelogenina y se internaliza en el huevo. A nivel de secuencia 

esta proteína pertenece a la familia de las carboxipeptidasas y se 

cree que está involucrada en la hidrólisis de protemas asociada 

a la embriogenesis. La smtesis de la vitelogenina y de la 

carboxipeptidasa son estimuladas por 20-hidroxiecdisona. El 

pico de smtesis de ambas protemas es a las 24 h después de la 

alimentación sanguínea, y deja de ser detectable 48 h después 

(Raikhel et al., 1990). La internalización de la vitelogenina y de la 

carboxipeptidasa parece ser mediada por receptores especfficos, 

ya que se ha mostrado que tiene las características cinéticas de 

endocitosis mediada por receptores. Tales caracteristicas son: 

dependencia a la temperatura, saturabilidad, selectividad, y 
especificidad de tejido (Koller et al., 1990). Se ha aislado un 

factor oostático que consiste en un decapéptido cuyos 6 últimos 

aminOiicidos son prolinas. Este decapéptido es capaz de detener 
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la ovogénesis y la digestión de sangre en muchas especies de 

mosquitos y en otros insectos hematófagos. Estudios de unión 

demostraron que existen receptores específicos para este 

péptido en el ovario de mosquito. Debido a que la cantidad de 

este factor aumenta a partir de 48 h post-ingesta sanguínea, 

parece ser que está involucrado en regular la terminación de la 

digestión y la ovogénesis (Lea y Brown 1990). Cuando la 

vitelogénesis termina, los gránulos secretorios del cuerpo graso 

son degradados por lisosomas, quedando así el mosquito en el 

mismo estado metabólico pre-alimentación sanguínea CRaikhel 

et al., 1990). Si bien la mayor parte de los estudios de la 

regulación de la ovogénesis en mosquitos se ha hecho en Aedes 

11egypti hay estudios en An. gambÚle que demuestran que la 

regulación en este organismo es muy similar (Besansky 1992). 

Ovog~ne•i• en D. melonogo•ter.-Los ovarios en Drosophi/a 

y en mosquito CFig. 1 B) están formados por ovariolos (Fig 1 C) 

que son a su vez lineas de montaje para la producción de 

huevos, en Ja que Jos estadios más tempranos se encuentran en 

Ja parte más anterior del ovario y los estadios mas tardíos se 

encuentra en la parte posterior. Este tipo de organización es 

llamado merofstico (Bodestein 1950). Las células germinales 

están almacenadas en Ja punta anterior del ovariolo en una 

estructura llamada germario CFig. 1 C). La ovogénesis comienza 

cuando una célula germinal del germario inicia un ciclo de 

cuatro divisiones mitóticas incompletas generando así un quiste 

de 16 células interconectadas por puentes citoplásmicos CFig. 1 
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A). Este quiste es recubierto por células del epitelio folicular 

llamadas simplemente células foli~ulares. De las 16 células del 

quiste sólo 2, las más viejas y que tienen 4 puentes citoplásmicos 

(Fig. 1 A) son las que tienen la capacidad de convertirse en 

huevo. No se sabe cómo se lleva a cabo esta decisión, sin 

embargo existen varias mutantes que afectan este proceso de 

diferenciación ya sea convirtiendo a todas las células del quiste 

en células nodrizas como es el caso del gene Egalitarian (Mohler 

y Weischaus 1986) o haciendo procesos tumorogénicos como en 

mutaciones de Bag of marbles. (McKearin y Spradling., 1990) Las 

quince células restantes se convierten en células nodrizas que se 

encargan de sintetizar la mayor parte de los componentes del 

huevo. Estas células modifican su ciclo celular de inanera que 

replican su genoma pero no entran en mitosis convirtiéndose en 

células muy poliploides (hasta 1024X) con níícleos gigantes que 

en los estadios tempranos forman cromosomas politénicos que 

tienen una capacidad transcripcional amplificada. 

Posteriormente, la estructura politénica desaparece, 

convirtiéndose en cromosoinas de tipo º'lamp brush" (cepillo) 

que mantenienen una alta capacidad transcripcional. Al final de 

la ovogénesis las células nodrizas fragmentan su níícleo y 

bombean de manera activa todos sus componentes hacia el 

huevo. Durante todo este proceso las células foliculares 

proliferan recubriendo al huevo en formación, estas células son 

criticas durante la ovogénesis ya que en estadios tempranos 

generan muchos de los componentes del huevo, incluidas las 3 

protefnas principales de la yema (YPl, YP2, YP3) (Brennan et al., 
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• 1892). Posteriormente, estas células generan factores 

morfogenéticos que detenninan el patrón dorso-ventral , en 

estadros todavía mAs tardíos sintetizan al corion y dem6s 

estructuras e>cternas del huevo. Existen muchas mutantes que 

afectan ya sea la proliferación, migración o maduración de las 

cflulas foliculares que causan esterilidad femenina CSpradling 
1993). 
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Hipótesis sobre la función.- Como ya se mencionó en la 

justificación, para cuando nosotros clonamos a c3 en mosquito y 

después en Drosophila , ya existían varios genes homólogos a 

éste. La identidad de estos genes a nivel de aminoácidos es muy 

alta a todo lo largo de la escala filogenética sugiriendo una 

función común. Por ejemplo entre· Drosophila y Saccharomyces 

cerevisiae c3 tiene una identidad del 55%, con sus homólogos de 

mamíferos y plantas es de alrededor del 65%, entre Drosophila y 
mosquito es del 71 % (ver resultados). El extremo amino 

terminal de estas proteínas es la zona más conservada entre 

todas ellas (Fig. 1 articulo Reynaud et al., 19971997). C3 en 

Drosophila es una proteína de 270 aminoácidos, muy b4sica, que 

no tiene sef\ales de importación a ningún organelo ni ningún 

dominio transmembranal. No se encontró homologfa 

significativa con ningún dominio bien definido o clasificado 

utilizando diferentes programas de reconocimiento de 

estructuras (como motifs de Winsconsin GCC). 

Las funciones que se han propuesto para c3 son distintas 

para cada sistema en que se ha aislado. El primer homólogo de 

c3 que se reportó fue identificado en Saccharomyces por Garret et 

111 • (1991), utilizando un enfoque genético. En este trabajo 

identificaron un fragmento genómico que complementaba a la 

mutante mft1 (mitochondrial fusion targeting) que es deficiente 

en el transporte de una proteína de fusión Atp2-lacZ a la 

mitocondria. Es por esto que proponían que c3 (mftl) era un 

factor involucrado en la importación de proteínas a este 

organelo (Carret et al 1991). Ese mismo af\o el grupo de 
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l<omamine <Ito et al., 1991) aisló un gene homólogo a c3 

haciendo un "tamizado diferencial" de una biblioteca de cDNA 

de células sincronizadas en fase "S" de Catharanthus roseus . En 

este trabajo se mostró que el transcrito del homólogo de c3 

(cyc07) se enriquece en cultivos sincronizados de células de C. 

roseus cuando estos entran en fase "S", asimismo, muestran que 

el mRNA de c3 (c:yc07) está muy enriquecido en el meristemo 

radicular de esta planta Cito et al., 1991). Posterionnente y 

debido a que el trabajo de Garret et al.,(1991) está en franca 

contradicción con la hipótesis del grupo de l<omamine, se 

mapeó con más resolución en levadura al gene mft1 , 

demostrando que la función de transporte no corresponde al 

marco abierto de lectura (ORF por sus siglas en inglés) del 

homólogo de c3 (mftl, cyc07) sino al ORF que se encuentra más 

hacia el 3' de este-gene y en la orientación inversa (ltoet al ., 

1993). En este mismo trabajo el grupo de Komamine demuestra 

que hay dos copias del holl\Ólogo de c3 que nombran en 

levadura PLC1 y PLC2 , también demuestran que la doble 

disrupción de estos genes es letal Cito et al ., 1993). lto y 
colaboradores excluyen que c3 esté involucrado en el transporte 

de proteínas a la mitocondria al mapear a esta función esta en 

el ORF mas 3' Cito et al., 1993). Posteriormente el grupo de 

l<omamine caracteriza a la región 5' regulatoria del gene de C. 

roeseus y demuestran que ésta es capaz de dirigir la expresión de 

un gene reportero <P-glucuronidasa) al tejido meristemático de 

Arabidopsis thaliana Cito et al., 1994). Otros grupos interesados en 

biofogfa molecular de plantas también clonaron genes 
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homólogos a c3 en otras plantas utilizando como sonda 

heteróloga al gene de C. roseus y asumiendo sin cuestionar la 

función de esta proteína en la progresión de la fase "S •· del ciclo 

celular (Kidou et al., 1994). En 1992 dos grupos independientes 

clonan otros dos homólogos de c3 utilizando estrategias y 

organismos distintos: .Kho y Zarbl clonan el homólogo de c3 de 

rata llamándolo fiel <v-f.os ..transformation ~Efector) buscando 

células (rat-t> revertantes para el fenotipo transformado 

causado por v-fos . En este trabajo una clona irrelevante de una 

biblioteca de cDNA de humano se inserta en el ORF endógeno 

de c3 <fte-1) causando la reversión del fenotipo transformado. El 

gene se identificó cuando se secuenciaron los extremos 

genómicos que flanqueaban a la inserción del cDNA de 

humano. En este articulo también se demuestra que sólo es 

necesaria la reintroducción de ese ORF en estas células para que 

el fenotipo transformado revierta otra vez (.Kho y Zarbl 1992). 

Simultoineamente Metspalu et 111., clonan otro homólogo de c3 

buscando en una biblioteca de expresión de cDNA a la protefna 

ribosomal S3a de humano, utilizando como sonda a un 

anticuerpo policlonal espedfico para la proteína S3a de hfgado 

de rata (Metspalu etal.,1992). Este es el primer gene de la 

proteína ribosomal S3a que se reporta, y sólo hay dos datos que 

sostienen la hipótesis de que este transcrito codifica para la 

proteína ribosomal: 1) el contenido de aminoácidos de ia 

proteína ribosomal S3a de rata es muy similar al predicho por el 

transcrito del homólogo de c3 (Collatz et al., 1977) y 2) los 

anticuerpos policlonales contra la protefna S3a de rata cruzan 
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con la proteína expresada por la clona que aislaron (Metspalu et 

al 1992). Otros grupos han clonado homólogos de c3 por 

métodos más estocásticos (ver ma~ adelante). El homólogo a c3 

de ratón fue clonado entre otros muchos genes al hacer un 

"tamizado diferencial" de fibroblastos tratados y sin tratar con 

TNF ([.umor Necrosis !::actor). Este grupo demostró que en estas 

células al ser tratadas con TNF el transcrito para el homólogo 

murino de c3 se induce ligeramente CCordon et al., 1992). Por 

otro lado, Auclair y colaboradores clonaron otro homólogo de 

c3 en Aplisia californica buscando transcritos abundantes y 

constitutivos en neuronas de este organismo. (Auclair et al., 

1994). En ninguno de estos dos trabajos se discute sobre la 

posible función de c3. El homólogo de c3 en Caenorhabditis 

degans se clonó como parte del proyecto de secuencia del 

genoma de éste otganismo, en la anotación del "Cenbank", 

solamente se menciona que es un homólogo de la proteúta 

ribosomal S3a CWilkinson y Wohldman., 1994). 

Cuando uno toma en cuenta. toda esta información es 

evidente que no existe un consenso sobre la función de c3. 

Bibliográficarnente las dos hipótesis más citadas en la literatura 

son la de que c3 es una proteína ribosomal, o, que es una 

proteína involucrada en la progresión de la fa5e "S" del ciclo 

celular. Esto, más que por datos experimentales, parece ser un 

fenómeno causado por la literatura: la gente que quiere clonar 

una proteína ribosomal utiliza al gene de Metspalu como sonda 

heteróloga para su sistema, mientras que los que quieren clonar 

un gene espedfico de la fase "S" utlizan al gene de Ito, siendo 
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ambos el mismo gene. Los genes donados de ésta manera 

sustentan a la hipótesis de elección de una rnanera circular (se 

clonó un gene ribosomal porque se usó un gene ribosomal y 
viceversa). La hipótesis de que c3 es un efector de v-fos podria 

ser compatible con cualquiera de las dos anteriores ya que si 

bien está demostrado que esta protefna es necesaria para que v­
fos cause el fenotipo transfonnado, no existe ningún mecanismo 

propuesto. Por otro lado, cabe proponer la idea de que tanto la 

entrada a la fase ''S .. , como la transformación de una célula, se 

pueden ver como eventos proliferativos. Asf mismo, el 

equilibrio de la maquinaria ribosomal puede ser crucial para la 

proliferación y el crecimiento celular. En este contexto cabe 

plantear la pregunta ¿Las diversas funciones que se le atribuyen 

a c3, son en realidad diferentes? Existe la posibilidad de que 

cada una de estas· "funciones .. sea mas bien una faceta de una 

funcion única. Esta faceta puede ser reflejo no de la función sino 

mas bien de la estrategia de selección y del sistema modelo que 

se utiliza. Este podria ser el caso si c3 es en realidad una 

protefna involucrada en un proceso metabólico basal o de 

"housekeeping". Si esto es cierto entonces cualquier mutación en 

c3 seria muy pleiotrópica y por lo tanto seria detectable desde 

muchos enfoques de selección distintos. 

Por otro lado, también es posible que sólo una de las 

propuestas sea la correcta y las otras sean consecuencias 

indirectas o artificios experimentales. Todo esto refleja la 

complejidad del problema de asignarle función a protefnas (o 

secuencias) que carecen de contex~o bioqufmico o biológico. 
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Este es un problema de gran relevancia ya que los proyectos 

masivos de secuencia de genomas enteros están produciendo 

grandes cantidades de secuencias que codüican para protefnas 

que no tienen identidad con ninguna proteína conocida 

<Fleischman et al., 1995) y no existe ninguna estrategia directa 

para asignarles una función. En este contellCto se plantea el 

objetivo general de éste proyecto: · 

"Determinar la función bioquímica y genética del 

producto del gene c3 de D. melanogaster.". 

Mediante: 

l) Visualización de la distribución de la protefna 

codificada por c3 durante el desarrollo del embrión y 
la ovogénesis, lo que nos permitirá definir los 

dominios de ellCpresión y por lo tanto de función de la 

proteína durante el desarrollo y la ovogénesis. 

2) caracterización de la localiqdón subcelular de C3 

mediante fraccionamientos celulares y 
subsecuentemente "western blot" de dichas fracciones. 

3) Mapeo genético mediante hibridación in situ de 

cromosomas politénicos para relacionar los fenotipos 

reportados en la zona genómica con una posible 

función de c3. 

•> Generación de moscas mutantes mediante 

transgénesis de transcritos "sentido" y "antisentido", 

esta estrategia se usará altemativanwnte para generar 

un fenotipo que nos indique la posible funciónde c3. 
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IV.-Materiales y Métodos: 

Cepas de insectos. En este trabajo se utilizó la cepa de D. 

melaP1ogaster "Oregon R", y la de An. gambiae "Suaococo". 

Enzimas de reatric:cidn. Todas las enzimas de restricción usadas en 

este trabajo fueron comerciales y se utilizaron de acuerdo a las 

indicaciones del proveedor. 

Clonacldn del Homdlogo de c3 de Drosoplril• n1eltanog••fn'. El 

cDNA completo de Drosophila se clonó de una biblioteca comercial 

de cDNA de embriones de O a 24horas en lambda Zap (Stratagene), 

utilizando como sonda heteróloga el cDNA de c3 de mosquito 

(Zurita et al .. , 1996). Las condiciones de hibridación fueron 373 

formamida, O.Sx SSC::, lx solución de Denhardt, lmg/ml DNA 

sonicado de esperma de salmón a 37ºC. Los filtros se lavaron 4 veces 

a 6SºC en 0.2 X SSC más 13 de Lauril Sufato de Sodio (SOS) 
(Sambrook et al.,1989). 

Purificacldn de RNA. El RNA total se extrajo en todos los casos 

según el protocolo de Chomczynski et al ., (1987). 

Northern y Southern Blot. El DNA se fraginentó utilizando 

enzimas de restricción y se separó de acuerdo a su peso molecular 

en geles de agarosa en buffer de boratos (Sambrook et al., 1989). El 

RNA se separó según su peso molecular en geles desnaturalizantes 

de agarosa con formaldehfdo. Los ácidos nucléicos se transfirieron 
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por capilaridad a una membrana de Nylon (Hybond N+, 

Amersham). Las sondas se marcaron con el "Kit" comercial "Prime it 

11" (Stratagene) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las 

sondas se hibridaron con los ácidos nucléicos de acuerdo al 

protocolo de Sambrook et al. ,1989. 

ClonacicSn del cDNA de c3 en el vector pCEX1 y pudflcaci6n de la 

pmtefna de fu•ldn CST-C3. Con la intención de expresar a la 

protefna codificada por c3 en un sp¡tema bacteriano, la región 

codificadora del cDNA de c3 fue clonada en fase con la glutatión -S­

transferasa en el sitio BamHI del vector pGEXl (Smith 1991) 

construyéndose as( el pGEX1-c3. Esta construcción codificaba para 

una protefna de fusión a la que sólo le faltaban los primeros 20 

aminoácidos de c3. 

La protefna de fusión resultante fue purificada de acuerdo al 

protocolo de Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et 111 •• , 

1994). Brevemente, se crecieron células DHSa que contienen el 

plásmido pGEX1-c3 en 2 mi de medio con ampicilina (lOOpg/ml) 

por 5 hrs. a 37ºC con agitación.(con un inóculo de 1:1000). La 

producción del péptido de fusión se indujo con IPTG O.lmM final, 

una vez inducido se incubaron las bacterias 2 hrs IJ1ás a 37°C con 

agitación. Las bacterias asf tratadas se concentraron en tubos 

eppendorf por centrifugación y se resuspendieron en 300µ1 de PBS a 

OºC. Las células se lisaron por ciclos de congelación-descongelación 

o por sonicación y se les agregó SOpl de resina (agarosa-5-glutatión 

al 50% lavada 3 veces en PBS). Esto se mezcló suaveinente por 2 

min. a temperatura ambiente, se agregó 1 mi de PBS a OºC y se 
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centrifugó por S seg. Se tiró el sobrenadante y se repitió el lavado 3 

veces. La proteína de fusión se eluyó incubando a la resina 2 nlin. a 

temperatura ambiente con 50µ1 de glutatión reducido 10 mM. Se 

centrifugó y se guardó el sobrenadante. La proteína obtenida se 

cuantificó con el método de Bradford (Bradford, 1976) y se analizó 

en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (Laemmli, 1970). 

lnmunizad6n de Ratone._ Se siguió el protocolo reportado por 

Harlow y Lane (Harlow y Lane, 1988). Brevemente, los ratones 

(hembras Balb-c de 3 meses de edad) fueron sangrados para aislar 

suero preinmune y después inmunizados 1 vez utilizando 5 µg/50 

µ1 de protefna de fusión c3-glutatión-S-transferasa emulsionada con 

50J,tl de adyuvante completo de Freund. A este tratamiento 

siguieron dos inmunizaciones con S µg/50 µI de protefna de fusión 

c3-glutation-S-traitsferasa emulsionada con adyuvante de Freund 

incompleto. El tiempo transcurrido entre cada inmunización fue de 

dos semanas. Después de la 1lltin1a inmunización los ratones fueron 

sangrados y el titulo de los anticuerpos generados se midió en un 

ensayo de "western blotº' (Burnette, 1981). 

Western blot Se ralizó de acuerdo a Burnette (1981). Las protefnas 

fueron corridas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 

(Laemmli, 1970) y electrotransferidas a corriente constante (0.5 

amperes) por 30 nún. a 4ºC en buffer de transferencia (3.03g Tris­
base y 14.Sg de glicina en un litro de H2C)). Las proteínas ya 

transferidas al papel de nitrocelulosa fueron detectadas utilizando 

Jos anticuerpos obtenidos con el protocolo de inmunización descrito 
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') arriba. El complejo lgG antígeno fue revelado utilizando el "Kit" de 

detección Protoblot de "Amersham" para detectar JgG de ratón (Anti 

lgG de ratón acoplado a fosfatasa alcalina). 

Fr•ccionamlento celular. El fraccionamiento celular se llevó a cabo 

de acuerdo a Birnie (1972) homogenando embriones de O a 24h. de 

edad en un homogenizador Dounce de 2 mi en buffer de 

homogenización (250mM sacarosa, 50mM Tris pH7.S, 25mM .KCJ, 
SmM MgCl2, 2mM PMSF, SmM EDT A). El homogenado fue 

centrifugado en tubos eppendorf a 600g. El pellet resultante contiene 

níícleos y células sin romper. El sobrenadante se transfirió a un tubo 

eppendorf nuevo y se centrifugó a 15,000g por Smin. la pastilla 

obtenida en este paso contiene mitocondrias y lisosomas. El 

sobrenadante se pasó a tubos para ultracentrifuga (BecJanan Ultra­

dear l3x51mm) y se centrifugó a 100,000g. El sobrenadante contiene 

a la fracción citosólica y la pastilla es la fracción microsomal 

(retfculo endoplásmico, ribo&omas y membranas en general). Las 

partículas ribosomales se purificaron de acuerdo a Santon y 
Pellegrini (1980). El tejido (embriones de O a 12hrs.) fue homogenado 

suavemente en buffer de homogenización para ribosomas (lOmmM 

Tris-HCl, pH '7.6, 3.3mM MgCl2, SOmM NH.fCJ, lmM ditiotreitol, 

1% Triton X-100, 2SOmM sacarosa) en un homogenizador Dounce 

(aproximadamente 20 golpes). Los extractos se aclararon por 

centrifugación a baja velocidad (600g"' Smin.). El sobrenadante se 

depositó sobre un colchón de sacarosa al 30% en buffer de 

homogenización para ribosomas sin Triton X-100 y se centrifugó por 

12 horas a 234,000g . El pellet res~tante es la fracción 80 S, este fue 



resuspendido en buffer de gradiente para subunidades ribosoinales 

(20 mM Tris-HCI, pH7.4, loómM KCI, lmM ditiotreitol). La 

suspensión se aclaró a 15,000g xlS min. y se depositó sobre un 

gradiente de sacarosa de 10% a 30% en buffer de gradiente para 

subunidades ribosomales. Se colectaron &acciones de 100µ1 y se 

normalizó la concentración de protefna de todas las fracciones de 

acuerdo a Bradford (1976). Todas las fracciones fueron analizadas 

mediante "western blot" (Burnette, 1981). 

Secuencia de DNA mediante el m~todo de temlnaci6n por 

ddNTPs. Se utilizó el "Kit" de secuencia con secuenasa versión 2.0 

(DNA polimerasa de fago '1'7) de United States Biochenücal, de 

acuerdo a las instrucciones del proveedor (Sangeret al •• , 19:77). 

lnmunocltoqufmlca. Adaptado del protocolo de 

iJununocitoqufrnica de Sara Bray del laboratorio de Fotis C. 

Kafatos (Ashburner 1989). Se colectaron embriones menores de 

16 hrs puesto que embriones más viejos son impermeables 

debido a la deposición de cutícula. Los embriones se 

descorionaron 5 rnin. en hipoclorito al 5% y se lavaron 

extensamente con agua. Una vez descorionados los embriones 

se fijaron-20 min. en Engreiled Fix"Buffer (140 mM I<CI, 40 mM 

NaCI, 4 mM EGT A, 1 mM espermidina, 0.2% P-Mercaptoetanol, 

30 mM PIPES pH 6.9, formaldehfdo 4%) y un volumen igual de 

n-heptano en agitación suave. Para desvitelinizar a los 

embriones se removió la fase acuosa y se agr~gó un exceso de 

metanol, éste se sustituyó por más metanol fresco. El metanol se 
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desechó y los embriones se lavaro.-i con etanol incubandose a -

20ºC por lo menos por 12 hrs. Se removió el etanol y los 

embriones se hidrataron con BSS lX ((5X) 1.6 g NaCl, 1.5 g KCI, 
0.9 g MgS04, 0.345 g CaCl2 •2HO, 0.85 g tricina, 1.8 g glucosa, 

8.5 g sacarosa; se aforó a 100 mi y esterilizó por filtración) 

durante 5 min. Los embriones se lavaron 2 veces con BBT (BBT \ 

= TBS + 0.5'% BSA + 0.05% Triton X-100.) por 10 min. cada uno a 

temperatura ambiente y en agitación. El BBT se renovó y se 

incubó 10 hrs a temperatura ambiente en agitación, esto hace 

que los embriones se permeabilizen. Una vez permeabilizados 

se agregó el anticuerpo adecuado en la dilución correcta en 

BBT. Los embriones se incubaron 12 hrs. en presencia del 

anticuerpo a 4°C en agitación. Todos los pasos siguientes se 

hicieron a partir de este paso a temperatura ambiente y en 

agitación. Los embriones se lavaron 3 veces en BBT por 15 min. 

cada una después se lavaron 3 veces en TBST (TBST = TBS + 
0.05% Tween.) por 10 min. cada una. Después de los lavados se 

agregó el anticuerpo secundario a la dilución correcta en TBST y 

se incubó por 3 hrs. Los embriones se lavaron 5 veces en TBST 

por 5 min., 3 veces en TBS por 10 min. En el caso de que los 

anticuerpos secundarios estén acoplados a alglln fluoróforo los 

embriones están listos para ser montados y observados ya sea 

por epifluorescencia standard o microscopía confocal. En el caso 

de que los anticuerpos estén acoplados a fosfatasa alcalina los 

embriones se lavan 3 veces más en buffer de fosfatasa alcalina 

(100 mM NaCl, 100 mM Tris-Base pH 9.5, MgCl 5 mM). 

Después de este últinlo lavado, se substituyó coi..euffer de 
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fosfatasa con sustrato (Nitrobluetetrazolium 0.15 mg/ mi y 
BCIP 0.33 mg/ml). El revelado se monitoreó en el microscopio 

de disección y Ja reacción se paró con TBS (20 mM Tris-HCI pH 

7.5, 150 ~ NaCI); los embriones se lavaron por lo menos 3 

veces con TBS antes de montar y almacenar. Es posible hacer 

transparentes a los embriones con salicilato de metilo mediante 

una deshidratación con una serie de soluciones de etanol (50, 

70, 80, 90 y 100%). Una vez deshidratados se substituye al etanol 

al 100% con salicilato de metilo y se montan en el mismo 

salicilato donde hay que verlos ~ediatamente. 

LocaHzacidn citogenl!tica del gene c3 de Drosophila 

melanogaster. Los cromosomas politénicos de glándulas 

salivales de larvas de tercer instar se prepararon esencialmente 

como Jo describe Ashburner (1989). La sonda biotinilada del 

cDNA de c3 fue sintetizada con el "Bio-Nick translation kit" 

(GIBCO-BRL) y la detección fue llevada a cabo utilizando el 

sistema de hibridación y detección in situ de GIBCO-BRL. 

Construcción de moscas transgfnicas, inducción del 

antisentido por choque térmico y análisis fenotípico. Las 

contrucciones "sentido" y "antisentido" se hicieron insertando el 

cDNA completo de c3 en el vector de transformación pCaSper­

hs (Asburner 1989). Para la construcción en "sentido" el cDNA 

se insertó en el sitio EcoRI del "po~ylinker"de este plásmido. En 

el caso de la construcción "antisentido" el cDNA se donó 
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direccionalmente en los sitios Notl-Hpal del "polylinker" 

después de reparar el sitio Kpnl del cDNA (Fig 2). 

' .. ,,-:,,.._,,. 
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Las moscas transgénicas fueron generadas utilizando el 

método de transformación de la linea germinal 01ediada por la 

transposasa del elemento P (Spradling y Rubin, 1992). 

Breve01ente, embriones "yw" de 1.5 horas de edad fueron 

descorionados utilizando hipoclorito de sodio al 33 por S nün. 

\ Los embriones fueron orientados 5obre cinta adhesiva de dos 
caras (Scotch) deshidratados con dehidrita por un tiempo 

variable y cubiertos con aceite ""Halocarbon" Hc-4.2. A los 

embriones asf tratados se les inyectó entre el 1 y 23 de su 

volUDlen de la mezcla de transf'ormación C30<Jt,&g/ml de vector 
de transformación, SOµg/ml helper, en SmM KCl; O.tmM PC>4, 

pff 7.8). Las moscas que sobrevivieron al tratamiento <Fo> 
fueron cruzadas con moscas "yw" vfrgenes y se seleccionó a la 
progenie CFt> que tenfa ojos "silvestres". Para generar moscas 

homócigas para el transgene se cruzaron hermanos vfrgenes 

entre sf durante S generaciones y se comprobó que fueran 

homócigos mediante una retrocruza con moscas "yw". 

Para inducir la expresión del transgene mediante un 

choque térmico, S hembras apareadas fueron introducidas en 

viales vacíos de plástico que contenfan un pedazo de papel filtro 

en el fondo (para absorber la humedad). Los viales fueron 

sumergidos en un baño de agua a 40ºC durante 30 min. se dejó 

a la moscas reponerse lh a 17ºC y se les volvió a dar choque 

térmico en las mismas condiciones antes descritas. 

El número de huevos depositado por las moscas se 

determinó el día del choque térmico (día cero) y los huevos 

depositados fueron contados cada 24h. La información de S 
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lineas independientes fue promediada, la desviación standard 

fue calculada y graficada para cada dfa. Tres dfas depués del 

choque ténnico los ovarios de esas mismas moscas fueron 

disecados en "Engreiled fix buffer", fijados (en el mismo buffer 

suplementado con 4~ de formaldehfdo) y teftidos con DAPI 

CSOOng/ml en ~ngreiled fix buffer). Después de tef\idos, los 

ovarios fueron montados en gelvatol (l-lehner y Taylor, 1974; 

Osborn y Weber, 1982) y fueron observados utilizando 

microscopia convencional de epilluorescenda. 

-·-: ·:: :· >- ,. ""')"'!-",'. 
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V.-Reaultados: 

Clonación y secuencia de c3 de Drosophila melanogaster. 

Como ya se mencionó en los antecedentes, nosotros clonamos 

utilizando una estrategia de tamizado düerencial, varios 

transcritos que se acumulan en,el ovario del mosquito A.nopheles 

gambiae después de que &te se alimentó con sangre. La clona c3 

en particular nos llamó la atención porque codificaba para una 

proteína muy conservada a lo largo de la escala evolutiva, a la 

cual se le habfan asignado diversas funciones dependiendo del 

sistema en el que se le habla aislado. Con el fin de estudiar a c3 

en un organismo modelo experiJnentalmente más accesible 

clonamos el cDNA de Dn."tSOphila melanogaster utilizando al 

cDNA de mosquito como sonda heteróloga, para tamizar una 

biblioteca comercial de cDNA de embriones de O a 24 horas de 

edad. Varias clonas positivas fueron aisladas y se secuenció una 

que contenía al transcrito completo de c3. Esta clona se analizó 

con más deteni.nüento, utilizando el paquete de análisis de 

secuencia Wisconsin (versión 8, Genetics Computer group). En 

la Figura 1 (Reynaud et a1-, 1997), podemos observar la 

identidad a lo largo de toda la secuencia predicha de 

a.nUnoácidos entre difere..."'ltes genes homólogos de diferentes 

phyla. La identidad entre mosquito y Drosophila es del 713. 

Cabe también mencionar que la ic,:lentidad con otros organismos 

es también alta. La composición de aminoácidos de la proteína 

codificada por c3 de D':osophila es muy similar a la reportada 

anteriormente para la proteína S3a ribosomal de rata (Collatz et 
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al., 1977), sin embargo, el porcentaje de algunos aminoácidos 

difiere. Si asumimos que c3 codifica para la protefna ribosomal 

S3a esta diferencia podrfa ser explicada por la divergencia 

evolutiva entre éstos dos organismos. En apoyo a esto, c3 tiene 

una similitud del 67% a nivel de anúnoáddos con la secuencia 

reportada de la proteína ribosomal S3a de humano, rata y ratón. 

Expresión del gene c3 durante el desanollo de D. 

nul1111og11•ter. Se han propuesto varias funciones para Ja 

proteína codificada por c3 dependiendo del organismo en el que 

se ha aislado. Sin embargo, solamente se han hecho análisis de 

la distribución del transcrito de c3.durante el desarrollo en 

plantas. En estos trabajos Jos autores demuestran que c3 se 

expresa principalmente en Jos tejidos proliferativos de los 

meristemos Oto et al., 1991; Ito et al., 1994). Para determinar el 

patrón de expresión de c3 durante el desarrollo de D. 

melanogaster se analizó tanto Ja expresión del transcrito como Ja 

cantidad de proteína. En Ja Figura 2 B (Reynaud et al., 1997) se 

muestra un "northern blot" en el que se puede ver que el 

transcrito de c3 es muy abundante durante todo el ciclo de vida 

de la mosca. Esta distribución es muy similar a la del transcrito 

para la proteína ribosomal rp49 (Fig. 2 B Reynaud et al., 1997). 

En esta misma figura se puede observar que las cantidades de 

Jos transcritos de ambos genes son particularmente altas 

durante el desarrollo embrionario y en hembras con ovarios 

activos. Para correlacionar la aparición ~el transcrito con Ja 

presencia de Ja proteína durante el desarrollo de la mosca 
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clonamos el cDNA de c3 en el vector de expresión pGEXl 

(Snúth 1993), con esta construcción obtuvimos una proteína de 

fusión glutatión-S-transferasa - c3 que se utilizó para generar 

anticuerpos en ratones. Los anticuerpos policlonales que se 

obtuvieron fueron muy espedficos (Fig. 3 A Reynaud et al., 

1997) y fueron usados en ensayos de "western blot". La Figura 3\ 

B (Reynaud et al., 1997) muestra que la protefna c3 se encuentra 

presente en varios estadfos embrionarios lo cual es consistente 

con la ubicuidad del transcrito. 

Distribución subcelular de la proteína codificada por c3. 

Si bien no existe un consenso en cuanto a la función de los 

homólogos de c3, Metspalu et al .. (1992) reportaron un gene que 

proponen que codifica para la proteína ribosomal S3a de 

humano. Este gene tiene un nivel de identidad muy alto con 

nuestra clona, lo que sugiere una posible función para c3. Con la 

intención de corroborar esta propuesta aislamos fracciones 

subcelulares y partículas ribosomales puras. En estas fracciones, 

los ensayos de tipo "western blot'' demostraron que el producto 

de c3 era detectable en las fracciones nútocondrial, microsomal 

y nuclear (Fig. 3 C Reynaud et al., _1997), mientras que no era 

detectable en la fracción citosólica o en núcleos lavados con 

Triton-X-100 (Fig. 3). Cuando ensayamos partículas ribosomales 

enteras (SOS) y separamos las subunidades ribosomales 405 y 

60S mediante un gradiente de sacarosa, encontramos que c3 

copurifica con las partículas 805 y 405, no es detectable ~n las 

partículas 605. La figura 3C (Reynaud et al., 1997) muestra un 
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western blot de las distintas fra~t>nes. Cabe hacer notar que la 

proteína se ve muy enriquecida en la fracciones SOS y 405 

apoyando la idea de que c3 sea una proteína ribosomal o bien se 

asocia con la partícula ribosomal 405. En este experimento 

también fueron visibles bandas de menor peso molecular, que 

podrían ser productos de degradación, y una banda de mayor 

peso molecular, esta \lltima pudi~a ser producto de 

interacciones muy estables entre c3 y otros componentes 

celulares como RNAs y proteínas. 

Distribución del producto de c3 en embriones enteros y 

ovarios. Para visualizar la distribución de la proteína codificada 

por c3 durante la ovogénesis y el desarrollo embrionario se hizo 

una inmunocitoqu.fmica de embriones y ovarios enteros 

utilizando el anticuerpo policlonal anti c3 y se analizaron 

mediante microscopía confocal. La Figura 4 (A-E) (Reynaudet 

al., 1997) muestra imágenes confocales de embriones enteros en 

distintos estadios del desarrollo. En el estadfo de blastodermo 

celular (Fig. 4A y 48) se puede ver que el anticuerpo tiñe tanto a 

las células polares como a las células somáticas, los núcleos no 

se tiñen y la proteína citoplásmica se concentra en una banda 

ancha en la zona apical y basal de .las células. En estadios más 

tardíos 12-16 (Fig. 4C y 40), donde se conocen dominios bien 

definidos de células mitóticas, la proteína está distribuída 

homogéneamente en todas las células del embrión. Esto es 

importante debido a que el homólogo de c3 de plantas ha sido 

definido como una proteína específica de la fase º'S" del ciclo 
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celular (lto et al., 1991,1992,1994). El hecho de que el producto 

de c3 sea ubicuo a lo largo del delo celular en Drosophila hace 

difícil sostener esta hipótesis. C3 es también ubicuo en estadios 

tardíos de la embriogénesis <Fig. 4E Reynaud et al., 1997). 

Durante la ovogénesis c3 también e5 dtOplásmico y está 

particularmente enriquecido en el epitelio folicular que es de 

origen somático (Fig. 4F-K)(Reynaud et11l., 1997). En el 

dtoplasma de las células nodrizas c3 se encuentra a 

concentraciones relativamente bajas (Fig. 4G-J Reynaud et al., 
1997) siendo detectable hasta el estadio S. En el citoplasma del 

ovocito es prácticamente indetectable durante casi todo el 

desarrollo excepto en los estadios más tardíos del desarrollo 

(datos no mostrados). La proteína se encuentra más concentrada 

en la región basal de las células foliculares (Fig 4G y 4H 

Reynaud et al., 1997) y en los estadios 12-14 parece concentrarse 

ligeramente en la región perinuclear. (Fig. 4K Reynaud et al., 
1997). 

An4Usis fenotípico utilizando construcciones de 

expresión sentido y antlsentido. Para explorar la posibilidad de 

hacer estudios genéticos de la función de c3, determinamos la 

posición citogenética de c3 mediante hibridación in sit11 en 

cromosomas politénicos de glándulas salivales (Fig. 2 Reynaud 

et al., 1997). c3 mapea en la sección 101-fen la base del 

cromosoma puntual o 4, una región del genoma de Drosophila 

en la cual no es posible hacer análisis genético clásico debido a 

que este cromosoma recombina a una fecuencia muy baja y la 
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densidad de marcadores genéticos es también muy baja. Para 

complicar aún más la situación, n,o existen cromosomas 

"balancers" para el cuarto cromosoma para estabilizar a las 

mutaciones, por lo que es prácticamente imposible analizarlo 

con los métodos genéticos convendonales.2 Debido a la 

dificultad de hacer análisis genético clásico con este gene 

construimos moscas transgénicas que expresan transcritos 

"sentido" o "antisentido" bajo el control del promotor del gene 

de ''Heat shock" 70 (ver materiales y métodos). Analizamos ~O 

lineas independientes "antisentido" y 8 lineas independientes 

"sentido" buscando defectos en embriones, larvas y adultos 

después de inducir el transcrito mediante choque térmico. En 

general no se observaron defectos cuando el choque térmico se 

dió durante la embriogénesis. Sin embargo las lineas antisentido 

produjeron adultos ligeramente más pequei\os y tuvieron un 

retraso general en el desarrollo de 10 a 30 horas dependiendo de 

la linea "antisentido". Este fenómeno está probablemente 

causado por la transcripción de fuga del promotor de choque 

térmico a 2SºC y es interesante ya que tanto el desarrollo 

2 Un anna muy utilizada en genética de Drosophi/a es el uso de 
cromosomas .. Balancer .. es un cromosoma que tiene por lo menos ucs 
inversiones grandes lo que hace que no pueda rceOlllbinar con su 
homóloao. Además. nonnalmente es homócigo letal y tiene marcadores 
dominan1es. de manera que cuando se CNza una línea mutanlC con el 
balancer correspondiente. toda la progenie que lleve los marcadores del 
balancer es hcteróciga para la mutación de inten!s y ésta no puede ser 
reparada o perdida ya que el cromosoma mutante no puede recombinar 
con el balancer. Esto pennite guardar indefinidamente a la mutante sin 
selección. Así mismo. toda la proaenie derivada de la línea balancer­
mu1an1e que no 1enga los man::adores del balancer es homóciga para el 
gene de interés (Greenspan 1997). 
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retardado como la disminución en el tamaño son características 

del fenotipo "minute".3 

El fenotipo más obvio fue la dismlnudón en la producción de 

huevos y fue observado consistente.IJ\ente en todas las lineas 

transgénicas "antisentido". Incluso a 2SºC &tas lineas mostraban 

una dis°"'°ución en el número de huevos puestos. Cuando 

indujimos la sobreexpresión del RNA "antisentido" con un 

choque térmico (ver materiales y métodos) la producción de 

huevos de estas lineas fue drásticamente reducida, de manera 

que a los tres días después del choque térmico dejaban de poner 

huevos (Fig. 5 Reynaud et al., 199?). En contraste a este dato el 

número de huevos puestos por IÜ líneas de moscas "sentido" y 

"silvestres" solamente disminuyó momentáneamente después 

del choque térmico recu~rándose a niveles normales antes de 3 

días. 

La observación de que la producción de huevos es fuertemente 

afectada en las lineas "antisentido" nos sugirió que la supresión 

del producto de c3 podría generar anormalidades durante la 

ovogénesis. Ovarios. de moscas transgénicas antisentido y de 

moscas "silvestres" fueron analizados después de 3 días de 

recibir un choque térmico . En todas las lineas antisentido las 

cámaras de huevo fueron completamente anorrnales. Las 

anormalidades fueron muy evidentes en cámaras de huevo 

vitelogénicas y fueron frecue~temente acompañadas por la 

• El fenotipo ""minute"" se relaciona con unos .50 loci dispersos a lo larao 
de todo el aenoma de D. melanogaster y se caracteriza por un retraso 
11eneral en el desarrollo. pelos más delgados de lo nonnal y un tamafto 
menor de los adultos. Se cree que en general, estos loci corresponden a 
los Benes de las proteínas ribosomales. 
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disrupción del epitelio folicular (Fig. 6 C-D Reynaud et al., 1997). 

Algunas cámaras presentaron n11cleos picnóticos, otras al 

parecer están fusionadas (Fig.6 B Reynaud et al., 1997) y en otras 

los n11cleos de las células nodrizas se encontraban mal 

localizados (Fig 6 D Reynaud et al:, 1997). Aparentemente a 

causa de todos estos de~os se generaba una reabsorción o una 

lisis de cAmaras de huevo enteras ya que no se pudo encontrar 

cAmaras tardfas vitelogénicas o coriogénicas. En contraste, 

ninguna de estas anonnalidades fueron encontradas en las 

cAmaras de ovarios ·silvestres" (Fig 6 A Reynaud et al., 1997). 

Con el fin de demostrar que el transcrito antisentido estaba 

realmente afectando la síntesis del producto de c3 hicimos un 

experimento de inducción del transcrito antisentido y 
verificamos el cambio en la cantidad de proteína mediante un 
ensayo de tipo "western blot". En la figura 5 se puede observar 

que el producto de c3 desaparece en extractos protéicos 6hrs 

después del choque térmico. 

Por otro lado cabe mencionar que existe una mutación 

"minute" en esta región (M(4)101; Linsley y Zimm 1992). Las 

mutantes "minute" están asociadas com11nmente con defectos 

ribosomales. Nosotros cruzainos a nuestras lineas "sense" con la 

deficiencia (deleción) D/(4)M101-62f que cubre a la región 

genómica que va de la división lOlE-102-Bl0-17 y tiene el 

fenotipo "ntinute"con la intención de rescatar este fenotipo. Sin 

embargo, nuestras líneas no fueron capaces de rescatar a estas 

mutantes, tal vez. debido a que la deficiencia es muy grande y 
corresponde a varios genes por lo ·que es difícil correlacionar la 
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función con c3 en este fondo genético. Simultáneamente 
cruzamos a la mutante minute puntual M(4)10t57g con las 

lineas transgénicas "sentido" y "anti-sentido" con la esperanza 

de rescatar o acentuar respectivainente el fenotipo "minute", en 

ninguno de los dos casos observaJ1'°9 una interacción, lo que 

sugiere que esta mutante corresponde a otro gene. Para 

corroborar este resultado comparamos la cantidad de c3 en las 

dos mutantes (la defidenda y la puntual) y en los controles 

correspondientes y observamos que no existe una diferenda 
significativa (Fig. 4). 
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Flg. 2.- Construcciones en el vector pCasper Hsp 70 para la 
generaddn de moscas transgfnfcas que expresan respectivamente al 
transcrito de c3 en sentido o en antisentldo. 
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Fis. 3.- ''Western blot" en el que se observa el desplazamiento de c3 
de la fraccldn nuclear por Trlton X-100. 
A> Marcadores de peso molecular. 8) Extracto total de embriones yw. C) Fracción 
nuclear no tratada con Triton X-100. D> Fracción nuclear tratada con Triton X-100. 
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Fls. 4.~-"Westeiñ biot" se.mi°cuantitativo para comparar la cantidad 
de c3 en diferentes líneas de D. nielanogaster. 
A> 'Western blot" contra las diferentes Uneas. B) Gel de referencia en el que se 
cargó la misma cantidad de proteína que en el 'Western". La diferencia de 
intensidad en los carriles de las mutantes se debe a un error en la normalización 
de la cantidad de proteína y no es significativa (comparar Ja intensidad entre los 
carriles). M=Marcadon.'S de peso molecular., W=lrnea silvestre., 13=línea # 13 antisense., 4=linea 
#4 antisense., D=Defidencia DfC4)Mt01-12/., P=Mutante puntual M(4)10t57g. 
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Flg. 5.- Inducción del transcrito antlsentldo y desaparición del 
producto de c3. 'Western blot" de extractos totales de hembras adultas 
tras 6 horas de recuperación después del choque térmico. 
M= Marcadores de peso molecular, 12= linea antisentido 12, 13 = linea 
antisentido 13. CT= Choque Térmico. 
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VJ.-Dlscusldn: 

Como ya se mencionó el objetivo de este trabajo es 

explorar la función del.gene c3 que aislamos originahnente del 

mosquito Anopheles gambiae, durante la busqueda de transcritos 

que se acumulan en los ovarios después de que el mosquito es 

alimentado con sangre. Se han reportado homólogos del gene c3 

en organisD'\OS que representan a casi todos los eucariotes 

Oevadura, plantas, n.emátodos, artrópodos y mamfferos) y las 

secuencias de éstos son muy conservadas (del 519' al 67% de 

identidad a nivel de aminoácidos), lo que sugiere que este gene 

tiene una función importante y conservada a todo lo largo de la 

evolución de la linea eucariote. Hemos clonado el homólogo de 

c3 en Drosophila y como era de esperarse la siJnilitud entre la 

secuencia de mosquito y la mosca es muy alta, mostrando una 

identidad del 713 a nivel de aminoácidos (Fig 1) • 

La función de los diferentes homólogos de c3 no se ha 

definido claramente. Las funciones propuestas para c3 varían 

dependiendo del organismo en el que se aisló el homólogo. El 

gene c3 fue mapeado por hibridación in situ en cnxnosomas 

politénicos en la sección 101-F que corresponde al cuarto 

cromosoma de Drosophila CFig. 2 A Reynaud et al., 1997). El 

análisis de la función de c3 mediante genética clásica en 

Drosophila no fue posible debido a que el 4to. cro010soma de D. 

melanogaster, también llamado puntual, es el único cromosoma 

que no permite utilizar las herramientas genéticas dásicas de D. 
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melanogaster. Existe una deficiencia cromosomal en esta zona 

que se sabe que abarca varios genes. Esta defidencia es letal 

cuando es homóciga y cuando es heteróciga tiene un fenotipo 

muy pleiotrópico. Nosotros intentamos rescatar esta deficiencia 

cruzando a esta línea con moscas transgénicas que expresaran al 

cDNA de c3 en sentido y sin embargo, no logramos rescatar el 

fenotipo. Esto no es sorprendente ~ebido a la pleiotropicidad de 

la deficiencia. Por esta razón decidimos utilizar un modelo 

transgénico en el que expresáramos al cDNA de c3 en 

"antisentido" de manera que pudiéramos estudiar el efecto de la 

disminución de t!sta proteína durante el desarrollo de 

Drosophila. Además, generámos un anticuerpo especffico contra 

el producto de c3 para utilizarlo en experimentos bioquímicos e 
inmunocitoqufmicos. 

Basándose en experimentos en levadura y plantas Ito et al. 

(1991, 1992, 1994) propusieron que el homólogo de c3 se expresa 

solamente (o al menos preferencialmente) en tejido prolilerativo 

y que está involucrado en la entrada y mantenimiento de la fase 

"S" del ciclo celular. Si esta hipótesis fuera correcta para 

Dosoplrila, c3 se expresarla en dominios bien definidos espacio­

temporalmente dentro del embrión de Drosophila, estos 

dominios serian faciles de correlacionar con zonas del embrión 

que están proliferando activamente ya que se encuentran muy 

bien caracterizadas (Foe et al., 1993). Sin embargo, la ubicuidad 

y abundancia del producto de c3 en todos los estadías de los 

embriones de Drosophila no apoyan ésta hipótesis, al menos en 

este organismo (Fig. 4 Reynaud et al., 1997). Es poco probable 
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que un gene tan conservado estructuralmente hubiera sufrido 

cambios funcionales radicales a lo· largo de la evolución. En 

contraste con esto, nuestros datos son consistentes con la 

propuesta de que el homólogo de c3 de humano codifica para la 

proteína ribosomal S3a (Metspalu et al., 1992). De acuerdo con 

nuestros experimen~os inmun0qufmicos de fracciones 

subcelulares, c:3 está enriquecido en la &acción microsomal, 

copurifica con las partfculas ri~males SOS y 40S mientras que 

no es detectable en la 60S (Fig. 3 C Reynaud et al., 1997). El 

transcrito de c:3 en Drosophila es muy abundante a lo largo de 

todo el de5arrollo embrionario y la transcripción de c:3 es casi 

paralela a la del transcrito de la proteína ribosomal rp49 (Fig.2 B 

Reynaud et al., 1997). 

Nuestros datos de inmunocitoqufmica (Fig.4 Reynaud et 

al., 1997) muestran que c:3 es citoplásmica y no nuclear en todos 

los estadías examinados. La exclusión del producto de c3 del 

núcleo podría parecer paradójica _si proponemos que c3 codifica 

para una proteína ribosomal ya que es sabido que las pre­

partfculas ribosomales se ensamblan en el nucleolo (Wang et al., 
1993). Sin embargo, existen reportes en la literatura en los que se 

ha estudiado el orden de adición de las diferentes proteínas de 

la subunidad pequefta del ribosoma donde se demuestra que 

sólo las proteínas 53 y 521 se agregan a la partícula 405 dentro 

del nucleolo (Tudorov et al., 1983). Por otro lado, se ha 

demostrado que la proteína ribosomal 53a se localiza en la 

protuberan~a de la subunidad ribosomal 405 y aparentemente 

interactúa con los factores de iniciación elF2, elF3, el tRNA y el 
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mRNA as( como con otras proteínas ribosomales (Bonuner et al., 

1988; Lutsch et al., 1993) Esta multitud de interacciones con 

factores involucrados en la traducdón podrían explicar por qué 

c3 se encuentra secuestrado en el citoplasma, as( n\ismo esto 

también sugiere que c3 se agrega o se acompleja con la partícula 

ribosomal en el citoplasma y no en e• nucleolo. 

El hecho de que las lineas transgénicas antisentido tengan 

un retraso en el desarrollo de 10 a 30 horas dependiendo de la 

linea transgénica independiente y que los adultos de estas lineas 

crecidos a 2SºC tengan un tamafto menor que las moscas 

"silvestres" se puede explicar ya que se sabe que el promotor de 

la HSP 70 tiene transcripción basal o de fuga. El atraso en el 

desarrollo y la disminución del tamaño son características que 

recuerdan fuertemente al fenotipo "minute", estas mutantes 

representan un grupo de unos 50 genes repartidos a todo lo 

largo del genoma de Drosophila y en general se cree que son 

defectuosas en la maquinaria de síntesis de proteínas. Se ha 

demostrado que mutaciones en el gene de la proteína ribosomal 

rp49 causan un fenotipo "minute" (Konsuwan et al., 1985). 

También se ha demostrado que la expresión de un transcrito 

antisentido del gene rp49 causa un fenotipo "'minute'' moderado 

(Patel y Jacobs-Lorena, 1992). Tainbien, llama la atención que no 

hayamos logrado observar un recrudecimiento del fenotipo 

"minute" cuando exponíamos a nuestras lineas transgénicas a 

choque térmico durante el desarrollo. Para esto existen dos 

explicaciones. 1) Las condici?nes de inducción no fueron las 

correctas para observar un fenotipo en embriones, larvas, pupas 
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y adultos (sólo en ovarios observamos efecto). 2) La capacidad 

de suprimir a la proteína c3 del transcrito antisentido tiene un 

limite saturable y no importa si aumentamos la concentración 

de éste, de manera que sólo se ve el efecto en el tejido más 

sensible, es decir, los ovarios. Este fenómeno también fue 

observado por Quian et al., (1988) cuando expresaro1' un 

transcrito antisentido anti rpAl (ver más abajo). 

Nuestros experimentos de supresión de c3 utilizando un 

transgene antisentido demostraron que esta proteína es 

necesaria para completar el proceso de la ovogénesis. La 

disrupción de la ovogénesis se debe aparenteinente a que c3 

cumple una función esencial en las células del epitelio somático 

folicular que cubre a las cámaras de huevo durante la 

ovogénesis donde el producto de c3 es particu.lannente 

abundante (Fig. 6 Reynaud et al., 1997). La sensibilidad de la 

ovogénesis a una alteración de las células foliculares se debe a 

que éstas son criticas durante el desarrollo del ovario. Estas 

células sintetizan de manera muy activa cornponentes de la 

yema del huevo, generan señales morfogenéticas, protegen la 

homeóstasis de la cámara de hue":o y finalmente sintetizan los 

componentes del corion (Spradling, 1993). Por otro lado se sabe 

que el ovario de Drosophila es el tejido con rnás ribosomas que 

se ha estudiado. Un huevo de Drosophila contiene alrededor de 

SxlolO ribosomas y la mayoría de ellos son sintetizados de novo 

en algunas horas entre el estadfo 8 y 10 de la ovogénesis. Como 

punto de comparación cabe mencionar que t~ma semanas 

producir 9xto7 ribosomas en un huevo de ratón o meses en 
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sintetizar 7xto8 ribos0mas en un huevo de erizo de mar. Por 

esta misma razón el ovario de Drosophila es uno de los tejidos 

traduccionalmente más activos que existen (Qian et 111., 1988). De 

acuerd~ a nuestros experimentos de supresión utilizando 

transcritos "antisentido", es fádl suponer que cualquier 

desbalance en el equilibrio de los componentes ribosomales del 

ovario debe tener un efecto mas dramático en su homeóstasis 

que en el resto de los tejidos del organismo, apoyando así la 

hipótesis de que c3 codifica para la protefna riboeiomal S3a. 

La disrupción específica de la ovogénesis por la 

disminución de c3 no contradice la naturaleza ubicua de esta 

protefna, mas bien enfatiza la sensibilidad genética de éste 

proceso. Esta sensibilidad se debe a la naturaleza multifactorial 

de la diferenciación de las células germinales hada gametos. 

Como ejemplos de estas interaccipnes cabe mencionar la 

relación entre las células somáticas y germinales, as( como la 

sfntesis de gradientes de morfógenos. Es de esperarse que casi 

cualquier mutación que afecte ligeramente la biolog(a celular de 

la Drosophila tenga un efecto ~mplificado en la ovogénesis. Con 

la excepción de la abundada de ribosomas en el ovario no existe 

a priori ninguna razón para suponer que una mutación en una 

proteína ribosomal genere un fenotipo especffico en la 

ovogénesis, como ejemplo se sabe que mutaciones en el gene 

que codifica para la proteína ribosomal S6 generan tumores 

inelanóticos en el tejido hematopoyético de la larva de 

Drosophila , asimismo, se sabe que la expresión desregulada c;fe 

esta proteína está asociada a procesos tumorogénicos en 
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humanos C\Vatson et al., 1992). Poi' otro lado, existen varios 

ejemplos en los que la disminución de una protefna ribosomal 

afecta a la ovogénesis: la expresión transcrito anti rpA 1 

(protefna ribosomal Al) bajo el control del promotor de "Hsp 

70" de un afecta únicamente a la ovogénesis, generando huevos 

enanos que carecen de viabilidad, sin afectar el desarrollo 

larvario o pupario de la mosca. Es importante hacer notar la 

especificidad de la disrupci6n de la ovogénesis por el transcrito 

anti rpAt. La inducción intensiva del transcrito antisentido anti 

rpAl cada 6 horas a todo lo largo· del desarrollo embrionario, 

larvario y pupario no tuvo ningún efecto. Mientras que, en el 

caso de la ovogénesis un solo pulso de inducción del transcrito 

anti rpA 1 de una hora en hembras jóvenes causa un retraso 
significativo en la oviposición, así como una disminución de un 

70% en la producción de huevos de los cuales el 80% no es 

viable, en este mismo ejemplo la expresión del transcrito 

"sentido" tampoco causó un fenotipo (Quian et al., 1988). Por 

otro lado la mutante "string of pearls" (sop) corresponde a 

mutaciones en el gene de la proteína ribosomal 52. En esta 

mutante las moscas sufren de un pequeño retraso en el 

desarrollo (fenotipo "minute"), además, es un gene recesivo que 

causa esterilidad en hembras. La esterilidad se debe a que afecta 

especfficamente el desarrollo de los ovarios, causando que los 

ovariolos queden detenidos en el estadio 5 de la ovogenésis 

(Cramton and Lasky 1994). La expresión de un transcrito 

antisentido anti-rp49 ademas de causar un fenotipo "minute" 

también hace que disminuya de manera reversible la 
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producción de huevos en moscas portadoras de este transgene 

(Patel y Jacobs-Lorena, 1992). Por otro lado Dej y Spradling 

(1997) reportaron que el gene ziti codifica para la protema 

ribosomal rpLlS. Normalmente lo~ núcleos de las células 

nodrizas son politénicos hasta el estadio 4 y después siguen 

v~lviéndose °"5 poliploides aunque Ja estructura politénica 

desaparece. Mutaciones en ziti hacen que Jos cromosomas 

politénicos no desaparezcan, esto evita que las células nodrizas 

vacíen completamente su contenido en el huevo, causando asf, 

esterilidad feinenina. 

Ejemplos de otras mutaciones en genesno ribosomales que 

tanibién afectan a la ovogénesis son: protemas de adhesión 

celular como la fasdclina III, proteínas del citoesqueleto como Ja 

profilina (chickadee), Ja tubulina y el gene bag of marbles que 

codifica para una proteína de función desconocida que no tiene 

homólogos conocidos y a la que se le ha propuesto como 

función la de factor de düerenciación del cistoblasto. Existen 

muchos otros genes de origen mur diverso que afectan de una 

manera u otra Ja ovogénesis subrayando la vulnerabilidad de 

este proceso a mutaciones (Spradling, 1993). 

Eplstasls y I• dln•mka de los sistemas complejos; una 

visión alte.rnatlva del ribosoma. A priori podríamos pensar que 

mutaciones que afecten la función del ribosoma producirían un 

fenotipo más o menos consistente, es decir, cualquier mutación 

en cualquier proteína ribosomal produciría el mismo fenotipo 

generalizado (disminución en la capacidad de síntesis de 

proteínas). Esto es superfidahnente cierto ya que está 
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demostrado que mutaciones en diversas proteínas ribosomales 

causan un fenotipo "minute". Sin embargo, a un nivel más 

profundo o detallado esto no se cumple, como es evidente en el 

desarrollo del ovario donde disti~tas mutaciones en proteínas 

ribosomales afectan de manera específica distintos procesos (ver 

Tabla 1). En este sentido cabe preguntar ¿Por qué mutaciones en 

distintas proteínas ribosomales afectan procesos distintos, 

específicos y discretos durante la ovogénesis, en lugar de causar 

retrasos o degeneraciones inespecfficos? Hasta donde sabemos 

no hay una respuesta a esta pregunta y por lo tanto 

consideramos que es muy interesante generar un modelo, aún 

cuando este sea netamente especulativo, que pueda servir de 

base para explicar éste f'enómeno: El modelo que nosotros 

queremos presentar está basado en simulaciones riuinéricas 

sobre la capacidad de adaptación de sistemas cibernéticos 

altamente correlacionados, como son autómatas celulares y 
redes booleanas (Kauthnan, 1993). 

La epf•tasf• y el rfbosoma: en el contexto de este 

problema tenemos que definir epistasis como el nivel de 

correlación entre los componentes de un sistema complejo, en 

estos sistemas los distintos componentes pueden tener o no 

~tintos niveles de correlación entre ellos. Un sistema compl~jo 

altamente correlacionado (es decir altamente epistático) podría 

ser para fines de esta discusión un ecosistema, un organismo 

multicelular, una célula, un ribosoma, una proteína o incluso 

una red booleana. En estos sistemas cuando un componente es 

removido o "mutado" el efecto de esta "remoción" 
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normalmente tiene un efecto pleiotrópico y, sin embargo, este 

efecto es restringido debido a que otros componentes del 

sistema se adaptan hasta cierto punto, de tal manera que el 

sistema ya nunca llega al mismo nivel de adecuación (o 

"fitness") que el silvestre pero tampoco pierde toda su · 

actividad. La magnitud de la pleiotropfa de la mutación está 

determinada por el n\Unero de interacciones epistáticas que 

tiene un componente con los otros componentes del sistema, de 

tal manera que al aumentar el mlinero de interacciones (o el 

nivel de correlación), más pleiotrópico será el efecto de la 

mutación. 

En nuestro caso el ribosoma es un magnffico ejemplo de 

un sistema muy epistático (muy correlacionado y con muchos 

componentes). El ribosoma es epistático a dos niveles, el más 

profundo es la relación de los componentes individuales del 

ribosoma con todas las otras partes de sf mismo. El otro nivel es 

celular, donde el ribosoma está directamente conectado con 

todos los componentes proteicos de la célula al ser el catalizador 

de su síntesis. 

Dentro de lo dicho anteriormente c3 es una proteína 

interesante ya que nosotros teneinos a una parte de un 

componente critico para el funcionamiento seneral de la célula 
• 1 

(el ribosoma) pero su deplesión solamente afecta procesos muy 

específicos (ovogénesis) y como ya se mencionó en la discusión 

no es el único caso en el que distintas mutaciones afectan 

solamente de manera especffica la conducta del sistema (ver 

tabla t.). 
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¿Como podemos explicar este fenómeno en el contexto de 

los sistemas complejos? Cuando nosotros tenemos una 

mutación en una protefna ribosoinal, dependiendo de su nivel 

particular de epistasis, la mutación causa en mayor o menor 

grado, que el ribosoma sea menos eficiente para traducir 

inRNAs en general, y sin embargo todavía es funcional. De 

manera que el animal se mantiene vivo (aunque sea "minute"). 

Mutaciones en distintas proteínas afectan de manera diferencial 

Ja eficiencia de traducción de diferentes familias de mRNAs, 

que sin embargo, siguen siendo traducidos. Estas fantilias a su 

vez están involucradas en procesos críticos que necesitan 

umbrales mínimos de sus productos proteicos. La consecuencia 

de esta cascada de eventos es que nosotros vemos un fenotipo 

especHico que el\ll\ascara el efecto pleiotrópico de la mutación, 

el cual es diluido por la "adaptación" de los otros componentes 

ribosomales. Para los ejemplos ~donados en la tabla 1, 

nuestro modelo predice que las proteínas deben de tener un 

nivel de epistasis relativamente bajo aunque significativo (para 

S3a se sabe que interacciona con al menos cuatro componentes 

involucrados en la traducción: elF2, elF3, tRNAs y mRN'AS) 

(Bonuner et al., 1988¡ Lutsch et al., 1993) ya que de ser mayor 

simplemente serían letales. -'\sf mismo el modelo también 

explica por qué la ovogénesis es muy sensible a cualquier 

mutación ya que este proceso es en sí mismo muy complicado e 

implica una gran cantidad de interacciones, es decir es muy 

correlacionado y por lo tanto afectado por casi cualquier 

mutación. 
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Todas estas ideas son sólo un intento de modelo que 

evidentemente está incompleto, muy probablemente sea 

erróneo y superficial, sin embargo. son ideas que permiten 

emiti.T hipótesis nuevas por lo que vale la pena tenerlas en 

cuenta. 

Tabla 1.- Diversos fenotipos de mutaciones de distintas 
proteínas ribosomales. 

Proteína rlbosomal: 
S3a (c:3) 

52 

rpA1 

L15 

56 

Fenoti 
La expresión del antisentido 
causa pérdida de las células 
foliculares, deslocalización de 
los níicleos de las células 
nodrizas, degeneración del 
ovariolo y un fenotipo "minute 
moderado. 

xpres n e an n 
disminuye la producción de 
huevos y un fenotipo "minute 
moderado. Primera protefna 
ribosomaJ demostrada como 
causante de un fenotipo 
""minute'". 
No ·sgregadón e os 
cromosomas politénicos 
después del estadfo 4 de la 
ovogénesis y esterilidad 
materna. No "minute" 

umores me anóticos en e tejí 
hematopoyético. No "minute" 
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VII.-Conclusiones: 

En conjunto nuestros datos apoyan la hipótesis de 

que c3 codifica para la proteína S3a de la subunidad ribosomal 

pequeña. El hecho de que la concentración de transcrito y de 

proteína sean constantes a lo largo de todo el ciclo de vida de la 

Drosophila es compatible con el patrón .::sperado para una 

proteína ribosomal constitutiva como rp49 que usualmente se le 

utiliza conto transcrito constitutivo control en Drosophila. Así 

mismo, el enriquecilniento del producto de c3 en ribosomas 

intactos (805) y en la partícula ribosomal pequeña (405) pero no 

en la grande (60S) confirman la hipótesis de que esta proteína 

corresponde a 53a. Como ya se mencionó antes, el fenotipo 

.. Dlinute" se asocia generalntente ~on una disminución de la 

función de proteínas ribosomales, éste fenotipo se observó en 

moscas portadoras del transgene .. antisentido .. anti-c3; en 

moscas que sobre-expresan c3 (líneas sentido) no se observó 

ningún fenotipo. Es bien sabido que en general el exceso de 

proteínas ribosomales no incorporadas a partículas ribosomales 

no causa fenotipo ya que son degi:adas muy rápidantente. 

Además, el hecho de que la inducción del transcrito sólo afecte 

al ovario que es el tejido con más ribosontas que se conoce y que 

es ntuy sensible a cualquier desbalance ntetabólico, también 

sugiere que c3 sea una proteína ribosomal. Cabe resaltar que 

resultados análogos fueron obtenidos por otro grupo 

expresando un antisentido para la proteína ribosomal rpAl 

(Quian et al., 1988). 
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Analizando los datos retrospectivamente, era muy probable que 

aisláramos a una proteína ribosornal dado el tipo de selección 
que utilizamos, ya que un "tamizado diferencial" es un método 

para aislar transcritos especfficos pero abundantes en un tejido, 

en este caso ovanos de· mosquito, que es un tejido 

particularmente activo en la síntesis de novo de ribosomas 

(Besansky, 1992). 

Es paradójico y reconfortante que si bien c3 es una proteína 

ribosornal constitutiva el efecto más evidente de su supresión se 

observa en el tejido de donde originabnente se aisló como un 

transcrito enriquecido, el ovario, atl.n estudiando este efecto en 

un organismo distinto. Por otro lado, se debe resaltar la utilidad 

de la expresión de transcritos antisentido en el análisis de la 

función de un producto génico, sin perder de vista que la 

supresión del transcrito por el antisentido nunca es completa. Es 

también interesante hacer notar lo dificil que es predecir el 

efecto de una deficiencia o supresión en la dosis génica de 

cualquier gene, aún incluso, en genes constitutivos y 

abundantes como una proteína ribosomal. Y por último, es 

prudente proponer al ovario de Drosophila como un tejido pre­

sensibilisado para estudiar el efecto fenotípico de muchas 

mutaciones. 
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preferentlally expreased In the ovary of the moaqulto, 
Anopllel•• 11ambl•• 
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Malarie- lo - • maJor publlc haellh problam 
in tropical - of tha world. Tha mo•quito Anophel•• 
g.ambia.. tlle primary vector of human malaria in 
Alrlca. la .._...,albla tor approxlmataly a mlllion 
daalh• - -· (Gamam, 1188; Werrall atal .• 1880). 
Olhar -lea of !ha aema ganua (a.g. An. •lbimanus) 
ara ai.o i_..nt melarla vectors In othar troplcel 
raglonm of _ _.d (A-rlguaz at •t .. 11185). O.apite Ita 
aignificance in di- tranami-ion. the Anop'-1•• 
moaquilo ha_,.., racantly baan atudlad uaing mol• 
cular lliologlcal tac:hnlqu-. Aa-arch in Anop-1•• 

lleceiwe&I a F~ 1~ ecceplild a May 1-. Corr•pondence: 
Dr MeriO z...._ ~de Qenetlca y ,.ie1Dlogi8 Molecwier, lne.ituto 
ele •1 11 ........... JMr:iOftaf AMtonome de .... ieo, ~ -·------·-leo· Ct•7--Ltll 

molecular ganattca 11•• lncludad continulng atlorta to 
achla.,. a ~.,.nlant ONA trenaformatlon procadura. 
ganaretlon º' phplcal and ea-tic mapa. •nd -
clonlng end charectarization ol caralully -­
gen- (Crempton at•I .. 1llllO; Zhang atal., 1981. 11183; 
Mullar at •l., 111115). In thl• work wa raport- clonlng ol 
two ganas p-r-tlally axpra- durlng An. 
-mbl-ooga...-. 

Oogan-1• I• orw ol - moat lntar••tlng blological 
proca- In terma ol davalopm-t end phyalology. 
Meny moaqul-. lncludlng An. gambllla. raqulra • 
vertebra.. b- m-1 lo lnltlata - ooganal• 
pr-. lnltlatlon la• compla• phyaiologlcel ••-­
In whlch - narvoua aya .. m la •tlmule- to produce 
hor,.,_ _, eppar-tly act dlractly on tha ovary 
(Hegadom at •l., 1979; Whaalocll & Hagadom. 1-; 
Cho ata/., 111115). In parella!. dlgaation ol - blood In 
tha mldgut ectlvataa tha productlon ot lerga emounta ol 
vilalloganln In lhe lal body, whlch •-ntually trlggara 
111• vlt•ll-nlc growth ol !ha ooc!ll• (Bohm at •l .. 11171: 
Borovllky ata/., 1-). Tha- phyalologlcal proc-­
may p-nt.._run111-1or no.,.1.....-of­
control. In 1111• - we raport - clonlng and cure 
ec:tarlzatlon ol two cDNA clona• corraapondlng to 
transcripta that are aubatantially enriched in th• ovary 
of bloodslad An. gambl••· 

............ Dl111 ...... 

ld9ntifíl:atlon of t:DNA clone• prelerentially e11pre .. ed in 
,,,. º"ª"' ol An. gamblaa 
Approxlmataly 100,000 indapandant recomblnant 
clona• trom • cDNA llbrary mada wilh polyA • ANA 
lrom adultfamal-•" eltar a blood meal wara uaad in 
a typlcal dlttarantlal acraanlng e-rimant (SI John & 
Davla. 11179). cDNA m- lrom polyA + ANA lrom 
ovariea •- ueed •• poaitive prot>e and -veral 
clonaa -•e ldantlflad (data not ahown). Two ol -­
clonaa (nu-rad 3 and 8) wara enal...-d In Norlharn 
blot experimenta to conllrm that !ha tranacrlpta ara 
anrichad In _, ANA lrom overy compmrad to total 
ANA trom tem••- mln- -a•I- or total ANA lrom 
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....,_ Cf'l8. 1). Afler normaliz•tlon wllll •control cDNA 

- - • wltll tt\e ribOeomal ANA, tlle ANAa -· 
c:orre..,ld to clo-• 3 and • appear to be •bout 20 -40-. re-11-ly, moreabundant ln-ovary 
tllan In - otller preparallona. Conelderlng tll• •ul>­
-• dlflerentlal eaprenlon of ANA• _, corre­
..,..,,., ID clon- 3 and 8, we ln.,..tlgated tlle natura of 
-producte ancoded by tllee• ""'ºgen••· 

---lyai• •nd_,nit;1Hf181tiZ•tion Olt:-3 
Clorle 3 le 105' bp In lefl9lft and ~talne an -n 
raadlr'9 hme of 298 amino ecld•. beglnnlnG wltll • 
metllloni- at nucleotld• 31 (Flg. 3). A •top codon 
upatream of tll• flret ATO in me .. m• frame eu-818 
- tlle cDNA clo- contalne all tlle proteln-c:Odlng 
---· some lni.r-tlng cllaracterletlc• ••• 
-ldellt In fll• OAF of clone 3. ff contaln• • lllgll 
nu-ol baelc amino acld .-Id-• (111%), eepeclally 
;n ctu ... ,. witnin tne •min~termin•I region. A putativ. 
nucl- locallzalion aignal i• p,...nt between amino 
acid poeitiona 221 and 224. 

A -rcll of OenBank eho-d tllat eimilar gene• 
,,._ - clonad from otl'ler organiem• ,,,. .. ,, plante 
ancs ver!-•-). and tllat clo- 3 encod- • proleln 
tff9t!ly c-rved In evolutlon. Tlle lllglle•t ldenllty, 
70"/o, le wilh Ita mou- homolog- (Flg. 4). 

S.veral functlone have -n poatulai.d for llle 
productotll'le C311•-· llO •l•I. (1-1) and F....,da et 
.,_ (1-) P">-d lhat 11'1• proleln hae • rola In -
control ot lhe S pll•- of tlla cell cycle In plante. Two 
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m~ ~;.- genome. and aimurtaneoua diaruP­
tion Of- - •n •n.ct on lf .. •I c•ll prolif•r•tion (lto ••l. 11111). n... aimilar gen- from humana and mlce 

,,. ... - ·--•• en.ctora of th• fo• oncoge,.. in 
ti•-....,...,,. cella (Kho a Z•rt>I. 11192). Cultur8d cell• 
ift whictt ..,.C3homologue11•• -n diarupt•d •re not 
tranaforrned when th• toa oncogene ia activat9d. 
Ho--• . ......,,_lu •t •'· (1992) iclentifl8d ,,,. Nme 
11.,,,,.n geo>e .. - •imil•• to lh•t which encod­
•i-,,..l prol91n S3a. Thea• l'typolhe- could be 
tent8ti-ly raconciled by apecul•ting "'•t • riboaom•l 
..,-;n or • protein tl'tat blnda to ,,,. rlbOaome la 
~t flw cell growtft, •no lh•t Ita tr•n9Crlption ia 8Cti"•- fd-y or indlrectly) by lft• product Of -
oncoua w tom in marnmaH•n c•U•. A mor• deltaUed 
_,,. .. Oll ._ dlfferent posalb,. rol•• of thla .,.,.. in C--·-L,., In ___ .,,.,--.,-

----------.............. Oal'llllf'lll~___.. ..... 
dlnerent cellul•• proc-- ia nec-.ry; model 
aya1ema auch .. yeaat •nd lko_,.,.il•, in wl11Cfl 
mut8nta can be u- in pa••ll•I wllh bl-l'temical 
.... ,,.. al'tould l'telp define Ita functlon. 

The genomk: organizatlon of clone 3 waa determi· 
n•- by SoUlhern blot ••-•imenta auch •• lhoae 
el1own in Fig. 2. in which tot81 moaqulto ONA waa 
dig"led wilft two dinerent reatrictlon enzym" and 
blOt l't)fb•idlZed •Pin•t CIOn8 3. Tl'te •ingle 5 kb Hindlll 
tr•gment tl'l•t hybridlzea wilh - probe auggeata ffl•t 
lftia ge,.. ia p-nt only in o,.. copy in - An. 
gambi- genome: almil•rly. moat of ftle mANA 
•eci-nc• ia contained wllftin • 3 kb Ecoflll fr•gment. A 
Sou-•n blOt conf81ning In -Cft l•n8 • pool of DNA 
reiw-nting •n indhtldu•l dlvlaion of 111• An. gambia• 
nu ... cell polyten8 chromoaom- (Zl'teng et •l .. 1•1) 
w- llll'bridized wilft clon8 3. T- reaulta ·~ lftat 

57 



58 U. Zurita. E. Reynaud and F. C. Kafatos 

Sacctiaromycea 
IUce 

Cat:harant:hua 

"°"'° lt•t: 
Mou•• 

Aplyaia 
Anophel•• 

Sacc:tiaromycea 
ltice 

Cat:ltarant:hua 

"°"'° ltat: 
Mouae 

Aplyaia 
Anoph•l•• 

Sacc:llaromycea 
ltice 

Cat:urant:hua 
HOlllO 
-t: 

Moua• 
Aplyai• 

AnOPhelea 

Saccuromycea 
ltice 

Cat:harant:hu• 
HOlllO 
-t: 

Mouae 
Aplyaia 

AnOPhelea 

saccharomycea 
llice 

cat:harant:hu• 
H~ 
-t: 

Mouae 
Aplyai• 

Anpph•l•• 

1 
-~L81t. 

&iiEl:: 
-~L ••••.•• ltL -J 11.PL •a Hll 13 

61 

• 2Cl 273 
.•••.•• jlEEl(tlKJlWS ...... KDJC9L~···· 
..••• YAKSD:renu:.t9J~E 
••••• YNSD 
SSGK.if! SSGK. 
TSGK. 
'M'SK.GVTS 
KAAl!VS~ 

. . . ,. . . 
• ~ f'lt:" "":' -
• ¡,,; f'lt:" -. ' + ;!Z ' ·ro-

-:rdent:it:y 
55 
61 
62 
69 
69 
70 
69 

120 
.. • t •'P"Mtml 
'' •aei.VJCmt .... ,-a 
loftOajC 

Pi11W9._ "'•nment of trte •mtno •cid eequenc- encocled by clone 3 cDNA wfth 11.nown homotogo~ pro•ln•. The aaquence• reporled 1n ttl9 Gen .. nll correaoc>nd 
to: S.cc,.TOWJ~•fAc.Num. X5531Cl: lto •t•I., 1182); rice (Ac.Num. D290KI; Uch1m1y• •t•I., 1 .. J: C..,,..,.,,,,,,,,_{Ac.Num. D010M; lto •t•I., t•t>~Homo(Ac.Num 
L 1~: ~u•r •'·· 19112): rat (Ac:.Num. MM718; Kho & Zarbl. 11121: mou .. (Ac.Num. Mea35: GordDn •t•I., 1112). Aplysl• (Ac.Num. X•5156; Aucl•ir •t•l, 
1911i1J AmJnoac1ds .,. repreNnted by the etandard a1ngle·lener Coele. Th• amino •cida ld9"tic•l to the C3 putatnt. pro•in a,. ahadowed. The percent tdenttty of 
each ~relativa to that or An. 11•mbi .. ia ahown. 

C> 1187 Blacllwell Science Lid, /na.et Mol«:ul•r l!llo!OtílY•: 55-82 



1/ 31/ 
'l"l'r CCC AQA A'l'T 'l'CA TCT CTT C"l'C Cl'Q CAA ACA COT cc:G C'l'C AOC 'l'CO AAO 'l'CC CAA AOC 
lil/ 111/10 
""" A'l'O ccc cea ""º llCC AOC ooc AAO OCA OCT ""º ""º '2'CC aoc ""º oca CAO ""º AAC .. e pro pro ly• chr ••r gly lY• •1• •1• lY• lY• ••r gly ly• ala gln lya aan 
121120 151130 
ATC TCC AAO TCC: QAC AAC AAC AAC AAO COC AAO ACC COC AAO AGA OCT ACO CCC ATC TAC 
11• .. r lY• ser aap ly• ly• lya ly• arg lY• chr arg lY• arg ala chr pro 11• cyr 
1eueo 211150 
ATC TAC ""ª OTC Cl'Q ""ª CAO OTC CAC ceo GAC ACC aoc ATT TCC TCC AAG oca ATO AGC 
11• cyr lY• val leu ly• gln val hJ.• pro ••P chr gly J.l• ••r ••r lY• ala -lt ••r 
2etJ60 271170 
A'l'C A'IV AAC AOC 'l"l'e OTO AAC OAC ATC TTC °"º cac A'l'C oca cao ""ª 'l'CC cae C'l'O oca 
Jle .. t ••n· ••r phe v•l ••n ••P il• pbe glu •rg il• •1• arg lV• ••r •rg leu ala 
301'80 331/110 
CM: TAC AAC ""ª cae 'l'CC ACC ATC ACO 'l'CC cae OAO ATC CAO ACC oca OTO C'GA C'l'O 'S"l'O 
lli• tyr ••n lY• arg ••r e.hr 11• thr ••r arg glu il• gln thr ala val arg l•u leu 
3611100 3111/110 
C'ft: ax: ooc °"ª C'l'O occ MC CAC acc OTO 'TC'C °"ª aoc ACC ""ª acc aTC ACC AAa TAC 
leu pro gly glu l•u al• lY• hi• ala val ••r glu IJlY Chr lya ala val chr lY• cyr 
e21,:a20 es 11 
AIX - TCC ""ª TAA cc:a ATO aaa OOA cae TOO AOT OOA aac TOT OTO CAC QCT CAT OCA 
chr .. r ••r lY• OCh 
••• , 511, 
ACll 8CQ GAC OAC TAC CCA OOA TOA OTC 'l'OT 0GA CCA OAA AOA OAC CAO 'l"l'e CGT O'l'O c:Aa 

SUI 571/ 
'11111 caT CAC OTA CAC CCC TAT TOA aTC TAO CTO 'l'TA lllfX! 'l'QT 'l'CT CCT llDC 'l'OT AAG 'l"l'A 

6011 631/ 
- cae TCG N!A CAA 'l"l"I' ATC ATC TAA CAC CAC C'l'A CTA c:,an epa TH 'l"l'A T'IQ AAT oca 

661, 6!111/ 
'l'ICT Mio C'l'A AAA ·AAA AAA "4'A AAA AAA AAA AAA AAA 

..._a. ~ .... nce Ole~• •nd I• p'9dle1ed •minoacld .....,.,... CIDN • fa-Dp &Oft911nd coMmiinaP ~ rMdift9 fr~ol tnamino Kld9 
eatllndlng~~~· A putativ• P01w-ee1enytation alQMI lau""9rfined. Qerl .. nll .a::Mion numDer X8tM. 

clo- 3 ..,... In dhrlalon 158 of th• aecond chromo­
aome of Alt. -bi-. Tiiia wea conflrmed by In sllu 
hrbridiZ- ID nu,_ cell polytene chromoaomea 
(dela nol-n). 

s.q.--anslysia •nd ~ic Of'(laniZ•tion ofc-• 
Clone e ia .. top In length. A mathionlne at nuclaotlde 
84 (Flg. 5)-rta an open raading trama of 123 a•. whlch 
_.,. torapra-ntth• total protain coding aaq-nce 
<--....i. Tiia en_,, protaln •ha- claar almilar-
6ty wlttt hielone H2B from other organiams, and ia moet 
aimllar ID lllalon- H29 from o-r inaecta (Flg. 8). 
Naver91at-a - hlghly con-rvecl r-ldudea in H28 
11;--..,. variant In clone e (fl- aatariaka In Flg. 8). Mor-. -.,, ... igtit cont19uoua •deninea at the 3' 
end of c-• lndlcale that th• trenacrlpt ia polyedany­
lelad. n..-• tranacrlpt la aubatentlally anrlched In 
Pol)<A • llNA praparat-. conflrmlng thet - c8 
tra,_.. 19 pctlyadenyfaMd (d•ta not ahow). In -
rr-. ltla walldacurnenled that hlalDne tranacrlpta-t C ·--lle-Ud. In._,_,,,.,.,_.,_ 

encocle - mejor nuc,_• cor• componente are 
not p01yedenylated at the 3' and (Cheng •t •l., 1 ... ). 
Mor-ver, uaing clone e aa a proba for Northern blom, 
the H211-llka tranacrlpt ••vela ara .,.ry low in other 
tiaa-• - compered wlth - ovary; in contreat. when 
we hybrldlzed a almilar Nottharn blot wlth • aynthetlc 
ollgonucl-tlde thet r-ogniz- • DNA --ne• 
pr•-nt In ell H4 hlaton-. wa ldentified a tranacrlpt of 
th• alz• corr-ding to tfte He mANA In all adult ANA 
preperatlona (Flg. 1). The H4 tranacript la ral•tl-ly 
more abundant In - ovary ANA preparatlona; 
how•v•r. " •• not •• dramatic •• for the ca transcript. 
T- raaulta ._.t "'ª' th• ANA •n-.S by clo­
ce la an laoform more abundant In th• ov•ry than In 
otheredulttla ...... 
Hle-ge-a ere known lo be regulaled elthar In a 

rapllcat-peftdant or In • raplk:atlon-indepe-t 
•-hlon (Marzlufr a Panday, 111811). lntar_.ngly, lt h­
baen ~ ttlat- 111-ne ANA.a, -lch are not 
.,..._ in the S pha- of tha cell C)ICle, and ere In 
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...... At.,.._,tofam.no aid~ fol' clone• aftd ottter ttiatone H28 proleina. Only the eílfM mo.t r-.l*tHatl ttlallOnftl are -"own ln ttwfiiJU,.: di.e* 
l.-C Nwm. aw1$t; T'0rtJ98 •t•t.. tMfJ: a.ll•(Ac:.Num. M571D1; ..,._.",...a Setogucttl, 1•11: x...,... (Ac:.Num. X717111: unpUOlillhed dMliJ; trovt rAc.Nurn. 
XGaTI; Wiflldillin •l.-1.. 1195); raf (Ac.Num. X5191; Hutt et•I., 1•11: Ch1n:momu•(Ac.N4.irn. JC113:15; HeNleln A Sdlmidt. 190: liletauo a Y.-mazalli. 1->; 
~,.,,..f'Ac.Nwrn. Ut4t4': Kenu.r & 8uealln•r· , .. ,. The emino eclcla identlcal to the ce .....,.llCe' are al'lad'ow.d. The pere9nt ict9ntl"' of eectt .-cauence 
,.labwefD ...,OI An. (JalftOl .. JaahOMt. No .. thiltQoevia•afrom all olher aequence9.aho-clm at ,. .. l'liQlf'lly co~ paelti0n9 l• .. rleQ). 

aome c.-- ti-u• •peciflc. contain a pofy-A traer at the 
3' enCI (Mannlronl et at., 1-)- Moreover, In lh• aea 
urchln egg lh• maternal tranacript ot a apecific hiarone 
gene. H2A.F/Z, la polyadenylated al lh• 3' end and la loea- In ttte ffQQ cytOpl-m. in contraat to th<t pro­
nucfHr IOcaliz•tion of moat maternal hi•tone mea .. 
.. ges (Mc-ac •tal .. 11182). s1m11ar1y. ce may •ncod• 
a polyaelanylated H2B laoform atoreCI In rne moaQuiro 
9911· 

In Oro.aphi,. mel•n0t1•••r. hi•tone genea are 
expreaaed et two d;fferenr pha••• during oogeneaia. 
Durln9 the flrat and loneer pha- of ooeeneala there 
are low 1..,.1. of hiatone mANA. whlcll a-ar to be 
auttlclent lor - aynrt1 .. 1a of hiatone protelna to 
aupport the bulld-up of trie polyplold cllromoaomaa In 
!lle nurse -1• (Audd•ll a Jacobs-Lorana. 111115). The 
aec:ond p- t»egln• later at ataee 10. aller th• nurae 
cella llave reached tttelr full alz•; ar lhla rime lh• 

aynrtl .. la of hlatone ANA lncr•-•• dramalically, aug­
g-ting tl'lat the accumufatlng hiatone tranacripts may 
provld• a atore of maternal mANAa to aupport tlle rapid 
cfeavag- tl'Nlt occur during earty embryogene•i• 
(Au-11 A Jac:oba-Lorana. 18115). Anophel•s gambia• 
oogen••i• •• morphologicafly aimilar ro Dr~"Phil• 
ooeeneala. Therefore clona 11 may corraapond to a 
lllatone H29 laoform ANA that ia produceCI durln9 An. 
gambl- oogen .. la anCI la atoreCI In the eg9 for raplCI 
ayntheai• and utilizarion of ita proctucr d'uring early 
embryoge,,.aia. Comparative atudl•• on th• expr-· 
alon Of - dlfferent hlatone "enea durln9 the An. 
11•mbl- ooeen••i• wlll be importan! to Clatermln• lf 
trie ••pr .. alon anCI diatrlbullon of trie hlaton• tran­
acrlpta I• almller to ~111. 

SO.,_rn blota of mosquito chromoaomal DNA ua1n9 
clone 11 •• probe ahow hybrldlzatlon wltll ••veral 
banda In dlfferent re-ic::llon dlQ<t- (FI". 2). Alrhou"" 



'\·. 
·'--

crosa-~izahon with other histone iaoforma ia not 
ruled a&9'ia result suggests the possibility that the 
do,. ... of hiatone gene la preaent in aeveraJ 
capieS • - genome. Future e•perimenta will be 
requir.-identify other. non-tissue apee me. forma of 
- An. -'#- hiatone genea, to leal whether 111•11' 
.. or~ in cfuatera ••in other eukaryotea. and to 
... u .. .....,., th• clone a isotype i• integrated 
wittlin ~rated from auch cluster•. 

In ~iOn, we have characteriz- two cDNA 
c:tones .... tranecripta are aubatantialllf enrlched in 
-An. -'1i-ovary (48 h alter a blood meal) at lhia - d- d-ant devalopmentel ategea of the 
ooga._ -• present in the ovariea u- in thia 
-· --..rtJcularllf enriched in OOCll'I•• largar !han 
-nu,.....mtier. Therefore the tranacripta identlfi-
mall' ,._,t genee that are active during oogen-i• 
end m_..,e a function in early mosquito embryc> 
geneeia. ll"Obúllf during the •ll'nchronized nuclear 
divia;o..-a oc:cur during th• firat minute• ot embryc> 
niC de ~ .... t. The molecular characterizatlon of 
- e-. which are highllf ••Pr•••- in the An. 
t111mbi-ry. open up poeeiblliti- for further anellf­
•• ole a ,.... •• in ttli• malaria vector. 

•111 ........... _ 

Malwi•Je 
o.en.e ,. ... gwnbi•• (SuakOko etrain) were dia89Cled • h 
following e.-od m-•· At t'1ia time after a •blood meal tM 
oqriea-'"8uailiHd in the microacope end Ir wa• clear tttet 
•11 lhe de__..,eni.1 e tegea of th• cogen.ele ••re pr-nt. In 
mo.tof.,.._ c"-ml>et'• th• oocrt• ••• lerger tttan lhe nuree 
~ .... owanee. c•r~• and wf'tole mal• ._. 
,,__ .,.._.. for puriflC8tion of IO .. t "NA. Otfter "'81erla,. 
..,..~from.,... following aourcee: r-triction enzyrnee 
kOlft ~r M•nnheim; cDNA clonJng eyatem from 
Slralllgene: -.diolabelled nucleotrd•• trom New England 
NuclMr. 

lMfA •nd,.. manipul•lion• 
S.Ouencirw- performed with a Sequen•- 2 kit (US Bio­
cttemic•I) .... double-etrendeo DNA •equence reactione in 
rti• Blue~ vector (Str•teljlene) or aingle-etr•nd aequence 
reacbona e 1113 Clet'ivativ• vecto,. (Senger et •'-· 1977). 
S,.ndllrd C.. menipul•tion• were pertormed according to 
protocola •S.ml>rook et •l. (1989). All th• DNA~NA and 
Df!llA-lllNA ~idiz•t•one were perfOrmeo at •2~c in 50% 
fonnamide. OA5 .. "'8Cll45 mM aodium citrate, pH 7.5. 5 x 
Denhart·e -..ton. 1 "• SOS •nd 100 µg of eelmon eperm DNA 
per mi. A...,..," blot of d1vieionel DNA pool• (Zheng et •l., 
1•1) waa a..,..roue gift trom Dr Adam Aichman. 

,.... •• .....,., .. by electroprtoreeie through ar.ndard 
fonneldetl-...agaroee oe•• •nd tr•n•terred to nylon mem­
Dr8'19a. a-;c DNA aliquota were di999ted wittt -ver•• 
..--ic:lion _,..... •nd for Souttiern •n••~•'• -parated on 

..C 1197.,_..t Scl9~ Ltd, ln..ct Molecul•r •1o1ot1ye: -...a 

Cloning •nd characteriz•tion º' cDNAs 81 

O.So/o •gitroM gels. After transfer lo nylon membranes, filtera 
were f'lybridized wilh cDNA clones 3 end a. 

Construction •nd screening of lhe An. gambiae ov•ri•n 
cDNA libr•ry 
Pol)fA • RNA from An. 11•mbi•• ovari•• ( ... h poat blOOd meel) 
••• purifjed using an oligc>4T column (AuaulbeJ et•'·· 1 .. ). 
Ttte pol)fA • "NA w•• UMd to conatruct e cDNA librery uaing a 
cDNA •yntheela lcit (Str• .. gene) end wae cfoned in tf'le A·ZAP 
vector. Tft• DNA w•• pec:ltegec:ll uaing the Gi99pecllli 11 Gola 
•~t•m •• •uee-ted by tfl• aupplier. About 2 x 10- indepen­
dent recombinant clone• • .,. obtai"9CI; half o1 u.e library ••• 
•mpUfied end tite otf'ler h•lf •-uMd for diract ttereening. Poly 
A• "NA trom ovari .. and from tema•- minua ovari• waa 
u-.d tor ayntheela ot »p.f..,.fled cDNA. wttieh -- u.-c:I •• 
probe In typicel dlfferential ecr-ning experimenta againat th• 
cDNA Ubrery. 

Acful .... _ ........ 

We thanlc membera of the Kafat- laboralory tor 
diacuaeiona and advlce. and Virginia Berajea for her 
••peri technicet a .. iatence. Thi• worll waa aupported 
blf a Pew fello-hip to Mario Zurita, a MecAntiur 
Foundetlon grant to Fotl• C. Kafa-. a DOAPAIUNAM 
grant to Mario Zurita and a collaborative -OITDA 
grant to MariO Zurita and Fotia c. Kafe-. 

.......... 
Auclair, o., Lang, 8.L., d"Groeeillerw, L. ancs For•ter. P. (19SN) 

Analyaie of gen" encOding f'liglv conMnred llf8ln•rich pro•ina 
in Aplya;a cali1'Nnic:a •nd S«:charom~• ""'"i•i ... Eur J 
--197-1CXl3. 

A-. F., arent. .... Kln-.... E .• -.. D .... ,-· .J.A. 
ano 111ru111. K. (1-1 cu.-~- in llllO/ec~IM •lolOfW . 
Jotm w11e,, a Son•. New voni:. 

9ohm, M.K .• 9enan, M. and H~m. H.H. (1978) Termination of 
vitallogenin ayntf't .. i• t>v mosquito fet body, a programmed 
r•PonM ro ecd)'SOn•. PllysiolEnta: 17-25. 

Borovall:v. D .. TftomU. 8 .... , Cerlaon. O.A .• WPtiaenllOn, L.A. and 
Fuctta. M.S. (1195) Juvenil• ftOrrnone enes 20-f'lydro•yec:dysc>ne 
•• primary and eeconc1ery atimuli of vilellogene91a in Aedea 
aegypti. Al'Ch tn~t Bioch.m Physiota: 75-90. 

Crampton, J.M., Morria, A., Lycett, Q.A .• Werren. A. and Eggreaton, 
P. (190) Tranegenic moequiton:; a future vector control atrat· 
•In'? ~.,..aitol TOd'•ye: 31-31. 

Cf'leng. G.H .• Nandi. A., Clerk. s. anG Slcoultchi. A.I. (1-) Oifferent 
3'...-nd prooee8ing produces ftlwO independently regufeled 
m"NAa from • •ingle H1 ttiatone gene. /llroc Nall Ac.d Sci US4 
•:~7-. 

Cho, W.L., t<appitakava. M.Z. and Aailchel, A.$. (1915) Moaquito 
ecyarerotd receptor: anelyaia of me cDNA •no eapreuion during 
vllell-io.1-•-11-Mo1•io1•: 1..:17. 

F•ucran. K.. 110, M.. Sugjyema. M. •ncl Komamine, A. (1 ... ) 
Mechaniama ot tfte proliferation and differentlation or prent 
cella incell cu11ureayaiema. lntJO.v•1o1a n7-ae . 



11. zu,il•. E. Reyn•ud •nd F. C. K•fatos 

G.tr"'- P.C. (1981) Malaria parasitea of man: lite cyclea •nd 
~ <••fueling: ultrastructureJ. M11/11~i11: Principl•• •nd 
,.,.... of M•l•riology (Wernadorfer. W.H. and McGregor, l., 
....... 1, pp. 91--95. Churchi/I Livingatone. Edinburgh. 

Gordm.M.11 .• Kucer•, G .. Salvo. A. and Boss. J.M. (1992) Tumor 
..-,tstor indueN gen• involved in inflam•tion, cellular 
... ...,. repair and metaboflam in murine f1broblaat. J 
- t•:-1-4027. 

"-~ H.H., Shapiro. J.P. and Hanaoka. K. (1979) Ov•ri•n 
- "cretion ie controllec::I by• brain hormone in en adutt 

-- Natu,._:112-M. 
,., 111 ... -.. •• H. and Komamine. A. (1191) ldentiflcation of• novel 

a .... ..-eme gene during tite cell cycle in aynctironow 
~- c.tltllr•nMu• ro~~•cella. Pl•ntJ1: 1•1-141. 

llo, IL "-'i, A. and Komamine, A. (1992) A gene family ftom~ 
.._ • .,.......,...__ epecific gene in higf'ter planta ie euential 
._ _ ~liferation in S.ccha10myc .. car.vi•la•. FE•S L.,, -· ........_T. and Sd'lmidl. E.,., (1990) New foldbactc tranepo .. ble 
.-TF81 found in rtietone oenea of th• mtdge Chi'Ottomu• 
- Jlllol .IOln•: •n-~. 

-· -· -"111· l., Lim, K., You, K.H. •nd C.,_, C.8. (1 .. 1) 
"'-of a bi--direc:tio~I S phaM-apecific tranacription r~ 
U-. .,.ment in lhe promo•r sharecl by tfftia apecific TH2A 
--hlalone-. Nuc,.k:AcldsR .. tlt:-. 

K-.L - 8uaaUn98r. M. (1-) C ... r8Cl9rization or lwO non­
....... ,. of l ... hietone H2A and H28 geneaof tfle- urc:hin: ....._, ,..u..,.on in the embryo and tisat.a•9PKWic esprea--•--11. '111o1Cell•iol •: 37-75'1. 

Kfto.C.-Z-. H. (1982) f'•1. • v..foe lr•n--lion-

- - - -m-11811 -og af • - -,,.._in proe.in impon into mltocl'tondrla. ~Na# At:MI A:i 
"*9:-. Me- lt., Eq, Y.W.N .. ---·"'· C. •nd Emat. S.Q. 
(- - H2A.f'/Z m"NA la •tc>- in the - _,...., 
.,.. ..... tw' regulaled in the Ma un:,,in embryo. a,.,,., •1o11a: --... -.c .. Bonner. w .• ,,., H•leh. C.L. (1-) H2A.X •• h-... 
~-~C.-in81-enc:e.i•-..,,• 
_____ ,.,, ___ ... ~A3' 

~ ........ --At:ids-t7:111-1ll9. 
-· •· •nd "-~. N.B. (1-) Mullipie regul.-y •­
~ liatone mltNA concentratlone. Trends 8io1Sc:l11: ~­

......._y _ _. Yamuatcl. T. (1 .. J n.NA der•ved lnaettion elefMnt 
in -.. gene Npe9ting unit Of Df"osophil• mel.,,,,,,...r. 
-Acid-t7:Z25-Zll. 

Metapatu, A .• Rebane. A .• Hoth, S., Poog•. M., Staihl, .J. and Kruppa, 
.J. (1992) Human ribosomal proteln 5311: cloning of the cONA and 
primary structure of the protein. G.n• 111: 313-311 . 

Muller, H.M., Caneruccia, F .. Vlzioli, A .• della Torre, A. and Crisanti, 
A. (1995) Conatltutive and blood meal-ind'uced trypein gen• in 
Ano;..! .. gambi••· Exp P11r11sitol81: 371-315. 

NM:ayarna, T. ane1 S.toguchi. Y. (1991) Nucleotide aequenc9 of a 
member of the chicken H28 hialO,,...ncoding family. Ge,,.•= 
2111-,jDD. 

,.odriguez. M., Zamudio, F., Torrea • .J.A., Gonzaiez..Ceron. L .• 
Poaaenl, L.D. and fllOdriguez, M.H. (1995) Effec:t of a c.:rop;n­
lille ayntttet:ic peptide (Shiva-3) on th• aporogenic development · 
of ~amodium "-rgHi. Exp Pv•il •-....o.e . 

.,_ll,A.•nd.18COba·Lore,,.,M.(1-)8ip--nafh­
gene • .,,,...ion during Droaopltil• oogen .. ia. Proc NMJ At:MI 
ScJU&4U: 331&-33111 . 

Sambrook, J., Fritach. E.F. and M•niatte, T. (1 .. ) Mol.:ul•r 
Cloning: • LMHN•tory Manual. Colo 5'1iri ng Harbor LllbOratorW" 
Prna.-Yort. . 

Sanger, F., Niekfen, S. and Coulaon, A.A. (1877) DN.A 941quencing 
•ilh cl\airMerminetlng inhibitore. Proc N•tl Acad Sci US;ll 14: 
-7. 

St Jahn, T.P. •nd Davia, A.W. (1979) Differential acreening of clMIA 
clonea. c.i1te:~. 

Tonjn, "·· Mon•. K. •nd Doenecll•. D. (1-) Conaerved Of118nlz8· 
tion of an •.nan hietone gene cJu ... r wittt invertecr dupUcatiOna of 
H3•nd,.._.J_,Et10/•:2C111-211 . 

WMreil, O.A., Mol....-a. M.E. •nd--. fl.f'. (1-) .. ..,. •nd 
_,,.,._-•••la. Tr-• Roy$at: Trop _HYfl .. 1...,,..i.): ·-· W-n. fl..I., Connor, W .. -quila, .l. •nd Dillon, O.H. (t-) 
Hia- ... •nd H211118,,_ In r81- troul (5a/_ flM_/I. 
J-E-a:1-111. 

UChimiya, H .• Kldou ••.•.• Tau98. T .• Kato. A .• ,,., u-. M. ,,_) 
laolation ancl character1Zation of rice cONA aimilar eo tne S. 
phaN apeciftc C)'C 07 gene. Pl•nl Mol lliol .. : 5'5-5117. 

W"9elock, G.D. anel Haeecforn, H.H. (1M5J Egg matura"on and 
ecdpiolropic acth,ity in e111racta of moequito fAedlH ••YP'i) 
- OMtC«rrpE-rinol-1-. 

Zl19n11, L, ColHM, f'.H., K-. V. - Kail- f'.C. 11-) A 
-ilael ...-C - for - X CIWOfft- af - -1•'8 
vector. Anop/t(M .. gatnb,-... &;¡.,,,,.Jh: ....... 

Zheng. L., Saundera. •.o.e .. Fortini, D .. aeua Torre. A., ~uzzi. M., 
GI0"9r, O.M. and Katatoe, F.C. (1.1) Low reaolution genome 
map of tfle malaria moaQuito Anopltel .. gambi ... Proc Natl 
At»dSciU.M•: 11187-11181. 



.Aatisense suppression of the putath·e ribosomal protein S3a gene disrupts 

-mim development in Drosophila melanogaster. 

Earicpe Reynaud1
• Virginia Barajas1

• Viatcheslav N. Bolshako~3• Fotis C. 

Kafatosu Mario Zurita1
•
2 

1Depanamento de Genética y Fisiología l\folecular. Instituto de Biotecnología. 

Universidad Nacional Autonoma de :México, APDO Sl0-3. 6221, Cuemavaca. 

Morelos, México. 

2l>epanment of CeJJular and Developmental Biology, Harvard University, 16 

Divitúty Ave .• Cambridge. Mass. 02138. USA. 

1European Molecular Bioloay Laboratory, Meyerhofstrasse 1. D-69 l l 7 

Heidelberg. Germany. 

•corresponding author: Mario Zurita. Departamento de Genética y Fisiolosfa 

Molecular. Instituto de Biotecnología, Universidad Nacional Autonoma de 

México. APDO Sl0-3. 6221. Cuemavaca. Morelos. México. 

Tel: 52-73-114900, ext. 242; Fax:.52-73-172388; 

E-mail: marioz@pbr322.ceinaebi.unam.mx. 

Contains 6 figures and O tables 

·. 



2 

Abstracl 

1be Drosophila melanogaster homologue of the Anopheles gambiae 

C3 cDNA has been isoJated and characterized by sequence analysis. 'Ibe encoded 

protein has be.en Jocalized by immunochemical and immunocytochemical 

methods. The Drosophila C3 protein is hipJy similar to homoloaues.ofdisputed 

function, which have been previously identified in 1'unai, plants and aniinals. The 

P'Otein is ubiquitous and Jocalized in the cytoplasm. Cell fractionation followed 

by detection with a specific antibody preparation shows that the protein is 

associated with the 40s ribosomaJ subunit. The C3 gene is Jocated in section lOIF 

of chromosome 4. Antisense transgenic analysis shows that this gene is essentiaJ 

for oogenesis. The most prominent phenotype of antisense depJetion of C3 is 

disappearanc:e of the foJlic:ular ceJJs of the ovuy (where the concentration of C3 

protein is nonnaJJy high) and abnormaUties of the associated genn line 

derivatives, Jeading to faHure of esg production. 

Key -·ords Drosophila RibosomaJ protein Oogenesis Antisense Trangenesis 



lnlroduction 

...._ae-scale cDNA and genomic DNA sequencina. and 'methods for isolation of 

sequences that ar_e differentially expressed in specific tissues or developmental 

siaaes, are yieldina a wealth of descriptive infonnation on novel genes of 

unknown function. The functional analysis of such g~nes is a necessary but much 

more demandin& task, which is best addressed in genetically manipulable model 

or1anisms. Gene knock-out or antisense technol_oaies are powerful approaches to 

determining gene function in the context of the whole organism. 

We are interested in the isolation and characterization of genes involved in 

oo¡cnesis of dipteran insects. In this context. we performed differential 

screening of a cDNA library from the malaria mosquito, Anopheles gambiae, to 

obtain cDNAs that are prcferentially expressed in the developing ovary (Zurita 

et al. 1997). One of these cDNAs, C3, is particularly inuiguing in that it is 

hi¡hly conserved in evolution and has been cloned independently in diverse 

or1anisms, in contexts that suggest widely different functions. Thus, lto et al. 

()991. 1992) have studied C3 homologues in planu and the yeast Saccharomyce 

cerel:isiae, concluding that the gene is related to meristematic functions and the 

control and maintenance of the S phase of the cell cycle. The mammalian C3 

homoloaue has been described·as having diverse putative functions: asan 

effector of the v-fos oncogene in rat (Kho and Zarbl 1992); as the human 

ribosomal protein S3a (Metspalu et al. 1992), and as a sequence induced by 

tumor necrosis factor in murine fibroblasts (Lin and Vilcek 1987). Jnvertebrate 

C3 homologues have bccn obtained by differential screening of a neuron cDNA 

library of Aplysia ca/ifoniica (Auclair et al. 1994), and in the course of 

Caernorhabdiris elegans genome sequcncina project (Wilkinson-Sproat and 

Wohldman 1994). 
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We ha"e used the mosquito C3 clone as probe ro recover the D. melanogaster 

homologue. so thar we could obtain bener insi&hts into the physiological function 

of' C3-rype genes during deveJopment in a multiceJJular organism that permits 

genetic or transgenic analysis. Co-purification experiments suggest that the C3 

product is a componenr of (or binds to) the 40s ribosomal subunit. The C3 gene 

is expressed throughout fruitfly development; its product is represented in ali 

embryonic ce lis, and is particularly abundant in foJHcular epithelial cells of the 

ovary. Transgenic analysis indicátes that this gene product is essential for 

oogenesis. lts depJetion by the use of an inducible antisense construct results in 

disruption of the follicuJar epitheUum, abnormalities of the germline cells and 

eventually resorption of the entire egg chamber. 

l\t'aterials and l\lethods 

Cloning and characterization of the Drosophila C3 homologue 

Full length C3 cDNA was cloned from a commercial cDNA library prepared 

from 0-24 hour Drosophila embryos, using as a heterologous probe the mosquito 

C3 clone (Zurita et al. 1997). Hybridization was performed at 37ec in 37% 

formamide, O.Sx SSC. 1x Denhardt's solution and Jmg/ml salmon sperm DNA. 

Sequencing w.is performed according to Sanger et al. (1977) with a '"Sequenase 

Version 2.0 Sequencing Kit'' (US Biochemicals) as in the manufacturer's 

instructions. Sequence anaJysis was done using GCG Version 8 software package 

(De"ereux et al. 1984). 
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Plasmid constructs, gcncration of transgenic flies, heat shock induction and 

phenotypic analysis 

Sense and anti-sense constructs contained the full Jength C3 cDNA in the 

pCaSper-hs '·ector (Thununel and Pirrotta 1991). For the sense conscruct the 

cDNA was insened at the EcoRI site and for the antisense construct it was c:Joncd 

direc:tionally in the Not 1- Hpa 1 siles of the polylinker alter repairing the Kpn 1 

site of the cDNA. 

Embryos of yw genotype were transformed using the P- element mediated 

germ line transformation method (Spradling and Rubin, 1982). Homozygous 

Unes carried eithcr thc scnse or the anti-sense constructs were generated by 

inbreeding transgenic progeny for fi\'e generations, and then tested by 

backcrossing these lines to yw tlies. Futher in the text these strains will be 

referred as "sense lines" and "antisense lines", respectively. 

To induce the expression of the transgenes during oogenesis, five pre-mated 

five day old females from each line were transferred to empty plastic vials 

containing a paper towel at the bottom (to absorb moisture) and heat shocked by 

submerging the vials in a water bath at 40'°C for 30 min., then allowed to 

recover for 1 hr at 17=c and then heat shocked again under the same conditions. 

After treatment flies ·were kept at 11=c and the laid eggs were counted every 24 

hrs. Data from S independent lines were averaged and the standard deviation 

was calc:ulated and plotted for each day. Three days after heat shock the ovaries 

of the samc flies wcre dissectcd, fixed in Engrailcd fixing buffer (140 ~ KCJ, 

40 ml\.f NaCI, 4 mJ\t Na3EGTA, 1 mM spermidine, 30 ~Pipes pH 6.9. 0.2% 

2-mercaptoethanol, 4% formaldchydc) and stained with DAPI (500 ng/ml in 

Engrailed fixing buffer without formaldehyde) (Handke-Kociok and Liebrich 

1986). After staining, ovaries were mountcd in Gclvatol (~tonsanto Chemicals) 
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and were obscrved by conventional epifluorescence microscopy. In ali 

experimcnts thc yw strain was uscd as a conttol. 

Exprcssion of recombinant protein. production of polyclonal antibodics. 

immunoblotting analysis and immunocytochcmis.uy 

A 960 base pair fragment of thc C3 coding rcgion flanked by Ban1HI sitcs was 

cloned in the Bam HI sitc of pGEX 1 (Smith 1993 ). This produccd a f\u;ion of C3 

protein lacking thc first 20 amino acids. and Glutation S-Transferase protein 

(GST). This fusion protein was purificd as dcscribed by Smith (1993) and used 

to elicit polyclonal antibodics in Balb-C mice. as described in Harlow and Lane 

(1992). 

Ovaries or cmbryos were disrupted in homoaenization buffer (150 mM 
sucrose, SO mM Tris-base pH 1.S, SmJ-.f MgCl2. 2mM PMSF. Sml\f EDTA). 

Protein concentration ~·as standardized according to Bradford (1976) and thc 

samplcs were elcctrophorescd in 12% SDS-PAGE gel (Laemmli. 1970), blotted 

onto nitrocellulosc and immunostained according to Bumctte (1981) using a 

1:10000 dilution of anti-C3 polyclonal antibody, followed by alkaline 

phosphatase-conjugated goat anti-mouse IaG sec:ondary antibody (Gibco-BRL). 

Embryos and ovaries wcrc immunostained using anti-C3 polyclonal antibodies 

in a 1: 10000 dilution esscntially as dcscribed (Lee et al. 1993), except that the 

fixation step was carried out in Engrailcd fixing buffer. Tissue was mounted in 

Gclvatol and in1ages \verc c:ollcctcd in a confocal microscope. 

Purification of total RNA and Northern blot analysis 

6 



Total RNA was purified using a single step method f'or RNA isolation acording 

to Chomczynski and Sacchi 'cl 978). Nonhern blot was peñormed according to 

Thomas (1980). 

Purification of ribosomal particles 

Ribosomal particles were purified according to Santon and Pellegrini (1980). 

Briefly, tissue was homogenized in ribosomal homogenization buffer (10 ml\f 

Tris-HCI, pH 7.6, 3.3 m.M MgCJ2, SO ml\f NH4CI, J mM dithiothreitol, J % 

Triton X- J 00, 250 m.'f sucrose). Extracts were clarified by slow speed 

centrifugation (600 x g), the supernatant was overlaid over 30% sucrose in the 

ribosomal homogenization buffer without Triton X-100 and centrifuged for 12 

hrs at 234000 x g. The recovered pellet is the 80 S fraction. This was 

resuspended in 0.25 mi of subunit gradient buffer (20 ~f Tris-HCI pH 7.4, 100 

mM KCI, l m.l\f dithiothreitoJ), cJeared at 15600 x g for 15 min, layered on a 

J 0% - 30% sucrose gradient in subunit gradient buffer and centrifuaed at 

234000 x g for 1 .5 hrs. Protein concentration was normaJized according to 

Bradford (1976). 

In situ hybridization of poJytene chromosomes 

SaJivary gJand poJytene chromosomes from 3rd instar Jarvae of wiJd-type strain 

Oregon-R were prepared and treated essentially as described by Ashburner 

(1989b). The biotinyJated probe ofC3 cDNA clone was synthesized with ''Bio­

Nick TransJation Kit" (Oibco-BRL) and hybridization and detection was 
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perfonned using "In situ Hybridization and Detection System" (Gibco-BRL) 

according to the manufacturer's instructions. 

Results 

Cloning, sequence analysis and chromosomal localization of the Drosophila C3 

gene 

As previously reported (Zurita et al. 1997), we have used differential screening 

to isolate C3 and severa) other An. gambiae cDNA clones, corresponding to 

transcripts that accumulate in the mosquito ovary alter a blood meal. We used 

the An. gambiae cDNA clone as a heterologous probe to isolate the D. 

me/anogasrer homologue, by screening a 0-24 hr embryonic cDNA library. 

Several cDNA clones were identitied and one which contains the entire coding 

sequence was analyzed in more detail. The encoded protein is 240 arninoacids 

long and has a molecular weight of approximately 29.7 kilodaltons. Figure 1 

compares the D. me/ai1ogasrer C3 gene product and the homologous proteins 

from different phyla . The percent of identity is maximal between mosquito 

and Drosop/1i/a (71 %) but is also remarkably hi&h in other organisms, including 

yeast and plants. 

By. in si tu hybridization of C3 cDNA probe to larval salivary gland polytene 

chromosomes, the gene was mapped in the region JOJF at the base of 

chromosome 4 (Fig. 2A). 

Developmental expression of the Drosohila C3 gene 
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Several putative functions have been proposed for the C3 homologues depeodiog 

on the organism from wh.ich they were isolated. However. an analysis of' the 

RNA distribution duriog developmeot has been reponed only for plants. where 

the gene is reponedly expressed mostly in proliferative tissues (lto et al. J 991; 
. . 

lto et al. 1994.). 

To de&ennine the expression panem of the C3 gene durina D. melanogas,,,. 

development. both the RNA and protein distributions were analyzed. Fi¡ure 2B 

shows that C3 transcript of about J .1 kb is present at aJJ stages of the life cycle. 

paraJJeling rhe Jevels of the rp49 ribosomal protein gene transcript. The C3 (and 

rp49) transcript leveJs are especialJy hlgh during embryonic development and in 

f'emaJes with de\'eJoping ovaries. To monitor the Jevels and distribution of che 

co1Tesponding protein, a C3-GST fusion protein was obtained and used to elicit 

antibodies in mice. The poJycJonaJ antibody obtained was very specific (Fig. 

3A) and was used to confirm that the C3 protein is wideJy distributed. For 

exampJe. Fig. 3B shows the presence of C3 protein throughout the embryo at 

various stages of embr)•ogenesis, in agreement with the ubiquitousness of the 

mRNA. 

SubceJJuJar distribution of the C3 protein 

AJthough there are conflicting reports in the litterature about the nature of the 

C3 homologues (see Oiscussion), Metspalu et al. (1992) have reponed a 

ribosomal protein S3a gene from humans which has a high degree of identity 

with clone C3. ln order to detennine whether the C3 gene encodes a ribosomal 
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protein. we isolated subceJJular fractions and pure ribosomal particles. In 

prelirninary fractionation experiments. immunoblotting showed that the protein 

is detectable in the nútochondrial and núcrosomal fractions but is depleted from 

cytoplasrnic supematants and from nuclei washed with Triton-XlOO (data not 

shown). Purified 80s ribosomal particles and ribosomal subunits fractionated in 

a sucrose aradient (60s and 40s) were tested with the anü-C3 polycJonal 

antibody. Figure 3C shows that immunoreactive material (presumably C3 and 

breakdown products) are associated with microsomes. 80s ribosomes and 40s 

subunits, but not with 60s subunits or núcrosome-free cytosolic fraction. Thus, 

the C3 protein can be co-purified with the 40S ribosomal particle, supporting 

the idea that the C3 gene encodes a ribosomal protein. or a ribosome-associated 

protein. 

C3 protein distribution in whole mount embryos and ovaries 

ln order to visualize the distribution of the C3 protein during embryonic 

development and oogenesis, we used confocal rnicroscopy after immunostaining 

with anti-C3 polyclonal antibodies of whole mount embryos and ovaries. Figure 

4 (A to E) shows confocal images of whole mount Drosophila embryos. In the 

blastoderm (Figs. 4A and 4B), both somatic ceJJs and the pole ceJJs (germ line) 

are stained; the nuclei are unstained and the cytoplasrnic protein is concentrated 

both in a broad apical zone and in the basal region. In embryonic division cycles 

12-16 (Figs. 4C and 40), where discrete mitotic domains are known (Foe et al. 

l 994). the protein is distributed in all the cells; th.is is significant, in that the 

plant C3 homologue has been described as S-phase specific (Ito et al. 1991). C3 

is also ubiquitous in late stage embryos (Fig. 4E). During oogenesis, the C3 

protein is also cytoplasrnic and is most intensely represented in the somatic 
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follicular epitheJium (Fig. 4F-K). ln the nurse ceJI cytoplasm it is prcsent at 

relati\'ely low le\'els (Figs. 4F and 41), beginning with stage S of oogenesis. In 

the oocyte cytoplasm it is almost undetectable except at very late stages (data not 

shown) .. The protein is most intensely represented in the basal region of the 

follicuJar epitheJial ceJJs (Figs. 4G and 4H), and at stages 12-14 of oogenesis it 

seems pardaJJy perinuclear (Fig. 4K). 

Phenotypic annlysis using sense and antisense C3 constructs 

Since the C3 gene c:urrentJy is not amenabJe for c:Jassical genetic anaJysis, we 

c:onstructed transgenic tlies expressing sense or antisense C3 c:DNAs under the 

control ofthe hsp70 gene promoter (see J\faterial and Methods). We analyzed 10 

independent transgenic antisense and 8 sense Unes, looking for any defects in 

adults after heat shock treatment at different stages of development. No defects 

were observed after repeated heat shocks (once daiJy, at 37°C for 30 J'JlÍn) 

durina days 0-4 or 4-8 of deveJopment in the yw and sense lines (data not 

shown). However, the antisense lines showed proJonged larval and pupal 

development, with an overaJJ deveJopmental deJay of J 0-30 hrs depending on 

the antisense Hne, and·produced smaJJ aduJts (data not shown). The same 

phenomena were observed for the nntisense lines even when grown at 2SºC and 

are presumabJy c:aused by the Jeakiness of the hsp70 gene promoter. It js 

interesting since proJonged deveJopment and smaJJ body size of aduJts is 

frequentJy associated with the Minute phenotype, c:aused by mutations in genes 

that encode ribi soma) proteins (Ashburner et al. J 989a). 

The most obvious and c:onsistent phenotype in all antisense lines was failure of 

egg produc:tion. Even at 2scc these Jines showed a significant diJ'JlÍnution of the 

number of eggs Ja.id. After heat shock of aduJt females of antisense lines their 
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e1a production was dramatically reduced so that no eggs were la.id alter 3 days 

(fia. 5). In contrast.the numbcrs of eggs la.id by yw and sense Une females af'tcr 

lhe same heat shock treatment were only transiently reduced but by 3 days had 

relUl'ned to normal leveJs. 

The observation that ega production is dramatically reduced in the antisense 

lines suggested that suppression of the C3 product may lead to abnormalities 

durina oogenesis. Ovaries of yw, sense and antiscnse females were dissected and 

analyzed 3 days alter heat shock. In ali the antisense Unes the egg chambcrs 

were completely abnormaJ. The abnormalities became clearly evident in 

vitcllogenic egg chambcrs, and wcre frequentJy associated with disruption of the 

foJJicuJar epithclium (Fig. 6C). Sorne cgg chambers showed pycnotic nuclei. 

others appeared to be fused (Fig. 6B), and in others the nuclei of nurse cells and 

oocyte were m.islocalized (F.ig. 60). Resorpüon of the entire egg chambcr 

apparentJy ensued, as no late viteJJogenic or choriogenic egg chambers were 

seen. In contrast, such abnormalities were not observed in yw (Fig. 6A) or sense 

lines ovaries (data nor· shown). 

Discussion 

To explore the function of the evoJutionariJy conserved C3 cDNA sequence. 

which we have previousJy cJoned in the mosquito An. gambiae because of its 

enrichment in the ovary after a blood meal (Zurita et al. 1997), we have 

recovered the D. melanogasrer homologue by cross-hybndization. As expected, 

the fruitfly and mosquito sequenccs are extremely sim.iJar, showing 71 % 

idcntity at the am.inoacid JcveJ. The sim.ilarity is also strikingly high in 

organisms as diverse as yeast. pJants and venebrates (51% to 67% identity). 

12 



suggesting lhat this type of protein has an impoÍ'tant function that has been 

retained throughout the evoJution of eukaryotes. 

The nature of this function has been controversia!. Tberefore, we used a heat­

shocked reguJated antisense transgene to determine the functional consequences 

of C3 deplc;tion during deveJopment. In addition, we have developed a anti-C3 

specific poJyclonal antibody and used it in biochemical and immunocytochemicaJ 

experiments. 

On the basis of their studies on C3-type genes in yeast and pJants, lto et aJ. 

(1991, 1994) have suggested that this type of genes is onJy (or preferentiaJJy) 

expressed in proliferative tissues and is invoJved in the S-phase of the cell cycJe. 

However, lhe ubiquitousness of the protein in the Drosophila embryo do not 

support this hypolhesis for lhe fruitfly; it wouJd be surprising if this type of 

gene, which is so strongJy consen•ed structuraJJy, wouJd have undergone radical 

functional changes during evolution. In contrast, our resuJts are consistent with 

the proposaJ that lhe C3 homologue from humans is a ribosomal protein, S3a 

(MetspaJu et aJ. 1992): According to our immunochemicaJ studies the C3 

product is enriched in microsomes and co-purifies with lhe 40s (but not the 60s) 

ribosomal subunit (Fig.3C), and immunocytochemical results show that C3 

protein is cytoplasmic: onJy exceptionalJy Jow JeveJs are detected in association 

with sorne nurse celJ nucleoJi (Fig. 4). The C3 transcript aJso shows widespread 

expression during development. paraJJeling the expression of the ribosomaJ 

protein rp49 gene (Fig. 2B). 

Our antisense "surrogate genetic" experiments have shown that the C3 gene is 

required for completion of oogenesis, apparentJy because of an essentiaJ 

function in lhe somatic foJJicular celJs, where the C3 protein is especialJy 

abundant. In addition, the presense of antisense C3 construct, even at 25°, results 

in prolonged development and smaJJ adult size, features which are frequentJy 

associated with the Mi11ure phenotype (Ashbumer 1989a). Both derailment of 
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oogenesis and J.linute phenotypes have been previously associated with 

disruptions of ribosomal protein gene function. with different ribosomal genes 

showina different propensity for one or the other phenotype. Thus. antisense 

disruption of the rp49 ribosC?mal protein gene produces a weak Minute 

phenotype and transient arrest of oogenesis (Patel and Jacobs-Lorena 1992). On 

the other hand. antisense suppression of the rpAl ribosomal protein gene 

severely disrupts oogenesis and produces a small egg. female sterile phenotype 

(Qian et aJ. 1988). Of special interest are sorne ancles of the string of pearls 

(sop) sene which block oogenesis at stage S; this gene encodes the ribosomal 

protein 52 (Cramton and Laski. 1994). In sum. the phenotypes seen with 

antisense disruption of the C3 gene are entirely consistent with its identification 

as a gene encoding a ribosomal protein. Interestingly, the C3 gene is 

cytologically c:o-localized with the Minute mutation M(4)101, but no female 

sterilhy has been reported for this mutation (Lindsley and Zimm 1992) 

The specific disrup~on of oogenesis by C3 depletion does not contradict the 

ubiquitous nature of the protein, but rather emphasizes the well-known genetic 

sensitivity of oogenesis. l\fany genes involved in general ce11ular processes, in 

addition to ribosomal protein genes. are known to have alleles that affect 

oogenesis: exampJes are the fasciclin Ill gene, the profilin gene chickadee and 

the gene bag of marbles encoding a putative cystoblast differentiation factor 

(reviewed in SpradJing, 1993). The abundance of C3 in the follicle cells and 

their disappearance after C3 depletion may be related to the very active protein 

synthetic functions of these cells for abundant production of yolk, vitelline 

membrane and c:horion proteins in quick succ:ession. The prolonged 

development and small adult size associated with the expression of C3 antisense 

construct presumably reflec:ts the func:tion of C3 in a wide variety of other cell 

typcs. where it is evidentJy present (as we might extrapoJate from its 

ubiquitousness in the embryo). 

14 



Our results suppon the conclusion lhat lhe C3 gene encodes a ribosomal or 

ribosome-assosiated protein such as S3a and lhat ooaenesis in D.melanogasrer is 

panicularly affected when sorne ribosomal protein aenes are suppressed, 

probably as a consequence of lhe high requirement f'or ribosomes and protein 

synthesis during egg formation. 
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Fiaure legends 

Fis. 1 Alignment of D.melanogaster (Drosophila) C3 putative protein with 

representative homol~gues of different oraanisms. Shadowed residues are at 

least 80% conserved relative to the Drosophia sequence. and ovea;all identity. in 

percent. is at the end of the aliahnrnent. The sequences (with the GenBank 

accession number and ref'erences. in parenthesis) correspond to: Saccharon1yces. 

S.cerevisiae <XSS360. Garret et al. 1991. Ito et al. 1992.); Rice. O.sativa L. 

(026060. Kidou et al. 1994); Catharanthus, C.roseus (001 lOSS. lto et al. 1991 

); Horno. H.sapiens (Ll3802. J\1estpalu et al. 1992); Rat. R.non·ergicus 

(M84716. Kho and Zarbl, 1992); J\fouse. M.musculus (M8833S, Gordon et al. 

1992); Aplysia. A.califomica (X68SSS, Auclair 1994); Anopheles. A.gambiae 

(X98186. Zurita et al. 1997). Amino acids are represented by the standard 

single letter code. 

Fig. 2 Chromosomal localization and expression panern of' C3 gene. A In situ 

hybridization of' C3 cDNA probe to polytene chromosomes. Arrow points at the 

signal in region l 01 F of' chromosome 4. B Northem blot analysis of' mRNAs 

f'rom different stages of Drosophila development. The same blot was hybridized 

with C3 cDNA probe. then stripped and re-hybridized with the rp49 cDNA 

probe as a control ofmRNA quantity. Lanes 0-4. 4-8, 8-12. 12-16 represent 

intervals of hours of embryonic development; L-larvae, P-pupae. F-female, M­

male. 

Fig. 3 Characterization of anti-C3 polyclonal antibodies, representation of C3 

protein during embryonic development and co-purification with the 40s 

ribosomal subunit. A Specificity of the antibody preparation against endogenous 

proteins extracted from embryos of yw strain (Jane E, single band of about 30 
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kd), specificity for the larger C3-GST fusion protein (Jane F, single band of 

about SS kd) and molecular weight standards in kd (Jane MW). B Presence of 

C3 protein in embryos, as monitored by Western blot analysis of protein 

extracts from 0-4, 4-8, 8-12, 12-16 hrs old embryos. C SubceJlular localization 

of C3 protein, as monitored by Western blot analysis, in microsomes (M), 80s 

ribosomes (80s), 40s ribosomal subunits (40s) but not 60s ribosomal subunits 

(60s) and nücrosome-free cytosolic fraction (C). The major detectable band 

(arrow) co-migrates with the band detected in B; the other bands presumably 

represent at Jeast in pan degradation products that are never seen in rapidly 

processed total extrac:ts. 

Fia. 4 lnununocytochemistry of whole embryos (A·E, oriented anterior to the 

left, posterior to the right) and egg c:hambers (F·K, oriented anterior to the 

right, posterior to the left), using anti-C3 polyclonal antibodies. A Optical 

section of cellular blastoderm of stage .S embryo. B Higher magnification of the 

posterior pole showing staining both in the pole cells (white arrowhead) and in 

the somatic c:eJls of the blastoderm; in the latter cells the protein is concentrated 

in the basal region (white arrow), diffuse in an apical region, and scarce in the 

intermediate nuclear zone. C Dorsal and D Ventral views of a stage 8 embryo . 

E Lateral view of a stage 14 embryo. Note that the C3 protein is ubiquitous and 

cytopJasmic during embryonic development. F Suñace '\'iew of stage 9 egg 

chamber G Transverse optical section of the same egg chamber as in F. The 

intense staining in the peripheraJly arranged follicle ceJls, the low intensity 

staining in the nurse cell cytoplasm (white asterisk) and the absence or near 

absence in the nurse cell nuclei and the oocyte (white arrow). H Higher 

magnification of the same egg chamber as in G, showing intense concentration 

of C3 protein in the basal cytoplasm and lower levels elsewhere in the follicle 

celJs, excluding the nuclei. 1 Suñace view of staae.10 egg chamber. J Same egg 
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chamber as in 1 but in optical section; note the intense staining in follicle celts 

and the lower C3 prevalence in the nurse cell cytoplasm. K Same egg chamber 

as in 1 but at higher rnagnification; note the slightly perinuclear distribution of 

C3 protein. 

Fis. 5 Numbers of eggs laid by yw. sense and antisense Unes females before 

(day 0) and every 24 hrs (days1·3) after heat shock. Total number of eggs laid 

by five premated females was counted for each point. For sense and antisense 

Unes each data point represents the average and standard deviation of five 

independent lines. 

Fis. 6. Phenotypic effects of antisense suppression of C3 in ovaries. All panels 

represent ovarioles dissected 3 days after heat shock and stained with DAPI. to 

reveal the location of nuclear and other DNA. A Ovarioles of yw female showing 

progressively older e~g chambers of normal morphology, each surrounded by a 

follicle cell epithelium (arrows). B Ovarioles from an antisense female, showing 

presence of follicular cells in the early stages (arrow) but their disappearance 

associated with degeneration of the older egg chambers (asterisks). C Ovarioles 

from another antisense female. Note that the early esg chambers appear normal. t 

the oldest ones (white asterisks) are grossly abnormal, show fragmentation and 

mislocalization of nurse cell nuclei. and are denuded of foJlicle cells. D Here an 

esgchamber frorn antisense female is in the process of Josing its follicular 

epithelium (white arrow); both this and the older egg chamber (white asterisks) 

show no polarized arrangement of the nurse cell nuclei and no apparent posterior 

oocyte. 
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