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- Resumen

En este trabajo, fue aislado y caracterizado el gene c3 de
Drosophila melanogaster mediante el anflisis de su secuencia. La
protefna codificada se localizé en embriones y ovarios enteros

-mediante métodos inmunoquifmicos e inmunocitoqufmicos. La

protefna C3 de Drosophila comparte una alta similitud con
protefnas homoélogas que han sido identificadas en hongos, plantas y
animales, sin embargo, no se le ha definido claramente ninguna
funcién. La protefna codificada por ¢3 es ubicua y se localiza en el
citoplasma. Asf mismo, se demostré C3 copurifica con la subunidad
ribosomal 40s. El gene ¢3 fue mapeado mediante hibridaciém in situ y
se localiz6 en la seccién 101F del cromosoma 4 de D. melanogaster.
La expresion de un transcrito antisentido de ¢3 en moscas
transgénicas demostr6 que este gene es esencial para la ovogénesis.
El fenotipo més evidente causado por la disminuciéndec3 es la
desaparicion de las células foliculares del ovario (donde la
concentracién de c3 es normalmente alta) y anormalidades en los
linajes celulares derivados de la linea germinal que tienen como
consecuencia una falla en la produccién de huevos.
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Abstract

The Drosophila melanogaster homologue of the Anopheles gambiae
C3 cdDNA has been isolated and characterized by sequence analysis.
The encoded protein has been localized by immunochemical and
immunocytochemical methods. The Drosophila C3 protein is highly
similar to homologues of disputed function, which have been
previously identified in fungi, plants and animals. The protein is
ubiquitous and localized in the cytoplasm. Cell fractionation
followed by detection with a specific antibody preparation shows
that the protein is associated with the 40s ribosomal subunit. The C3
gene is located in section 101F of chromosome 4. Antisense
trarsgenic analysis shows that this gene is essential for cogenesis.
The most prominent phenotype of antisense depletion of C3 is
disappearance of the follicular cells of the ovary (where the
concentration of C3 protein is normally high) and abnormalities of
the associated germ line derivatives, leading to failure of egg
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1.- Prélogo:

A veces tratar de describir un proyecto de
investigacion dentro de todo su contexto no es un proceso lineal
y simple o el justificarlo rigurosamente en el formato objetivo y
despersonalizado que normalmente usa la ciencia (introduccién,
materiales y métodos resultados y discusién) simplemente no
refleja el modo en que realmente se desenvuelve el proceso de
l1a investigacion. Si bien, este contexto puede ser irrelevante y
hasta contraproducente en un articulo cientifico, dentro de una
tesis puede ser muy importante. Por esta razén decidf
estructurar esta tesis en dos partes: por un lado una justificacién
informal y coloquial en la que intento centrar y darle
continuidad histérica a mi proyecto, que es la continuacion de
mi trabajo de maestria. Y, por otro lado, el cuerpo formal de la
tesis que estd escrito de la manera ortodoxa y rigurosa arriba
mencionada, que describe los objetivos y resultados de mi tesis.
Finalmente anexo los articulos que se generaron como
consecuencia de mi trabajo.’

! Neta. Para evitar redundancia la mayorfa de las figuras estén referidas
al segundo articulo del apéndice. Las figuras incosporadas ea el cucrpo

1997. y su ndmero cosrespondicnte.



IL.- justificacién:

Normalmente al leer una tesis o un artfculo
cientifico uno espera encontrar un texto bien estructurado que
pone al lector en antecedentes , plantea una hipétesis y
finalmente la confirma. Este formato del lenguaje cientffico
tiende a hacernos creer que el proceso del descubrimiento es asf,
un flujo lineal y casi preestablecido, esta misma impresion se
refuerza cuando uno estudia el desarrollo de cualquier campo
de la ciencia, o de la historia de la ciencia misma. Si bien, esta
organizacién normalmente hace que la informacion sea
accesible, objetiva, y facil de asimilar, este sistema no refleja lo
que sucede en la realidad. A

Probablemente sea Kuhn (1970) quien logra describir de
una manera mucho més cercana a la realidad cuél es el
verdadero proceso del descubrimiento cientifico a todos los
niveles. Es €1 quien mejor describe c6mo el proceso del
descubrimiento cientffico es més 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
investigacion, asf sea este completamente erréneo y de c6mo ese
paradigma se va transformando a lo largo de la investigaciéon
segiin se va adquiriendo informacion nueva hasta que sus
ultimos derivados o descendientes pueden ser casi
irreconocibles o, incluso opuestos al paradigma original. Estos
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cambios de paradigma o revoluciones cientfficas ocurren a
‘todos los niveles, sin embargo, es mucho mds frecuente en
nichos que engloban un drea 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 pricticamente todas las éreas del conocimiento
cientffico (como la transicion de la mecénica clésica a la
relativista en la ffsica moderna). Estas transiciones conceptuales
son las que hacen en algunos casos muy dificil explicar o
contextualizar el curso de una investigacion. Como ejemplo de
esto no debo ir més lejos que mencionar el desarrollo de mi
trabajo de tesis de doctorado, cuyas transformaciones a lo largo
del tiempo sélo hacen sentido en el contexto de los cambios de

paradigma expuestos més arriba.

Vayamos por partes: ‘
Primero que nada debo aclarar que mi proyecto de

doctorado fue la continuacién directa de mi proyecto de
maestrfa y por lo tanto tengo que recapitular al i:aradigu\a y
objetivo original del proyecto.

Este era: .
Aislar y caracterizar genes especificos de ovogénesis

del mosquito Anopheles gambiae.



Aquf surgen varias preguntas importantes y
probablemente obvias:

1) ¢ Por qué el mosquito?

2) ¢ Por qué la ovogénesis?

3) ; Qué estrategia experimental usamos ?

4) ; Si empecé con el mosquito c6mo es que terminé
" con Drosophila?

La primera y segunda preguntas son féciles: se usé al
mosquito An. gambiae porque es el principal vector de la
malaria, que es la enfermedad parasitaria que mata a més gente
en el mundo y por lo tanto es importante conocer cualquier
aspecto de su biologia (Zheng et al 1991.). En cuanto a la
segunda pregunta, se estudié ovogénesis porgue es un proceso
muy interesante, complejo, en el que interaccionan muchos
tipos distintos de tejidos, que es critico para el ciclo de vida del
mosquito y por lo tanto para el del parfsito. Otra caracterfstica
muy importante es que en los mosquitos hematéfagos la
ovogénesis es un proceso inducible (ver més adelante)

(Besansky 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 ésta se le hizo un tamizado
diferencial contra el resto del mosquito. De ahf se aislaron las

clonas que parecfan especificas.
De estas clonas de cDNA se caracterizaron las dos que

parecian mas enriquecidas (a 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 denominarén arbitrariamente c3 y ¢8.

Cuando secuenciamos a c8 encontramos que codificaba
para una isoforma de la histona H2b, este transcrito tenia la
peculiaridad de que estaba poliadenilado cuando normalmente
los transcritos de histonas que forman el “core” (micleo) del
nucleosoma no se poliadenilan y result6 ser la primera
secuencia de una histona reportada en mosquito (Zuritaet al,.,
1997.).
La secuencia de la clona c3 demostré que codifica para
una protefna para la cual ya se habfan encontrado genes
homoélogos en muchos organismos distintos. Esta protefna
estaba altamente conservada a nivel de identidad de
aminodcidos desde levadura hasta humanos y en cada sisterna
se le propuso una funcién distinta (ver mis abajo), asf que
decidimos hacer experimentos para definir cudl de las diferentes
funciones propuestas era la correcta, o en su defecto proponer
una nueva.

Este es el momento de contestar la ultima pregunta:
Si bien era relativamente fécil aislar tranacritos muy
enriquecidos en el ovario del mosquito también es muy dificil
caracterizarlos en este organismo debido a varias razones: la
genética no esté bien desarrollada, no existe un sistema de
transformacion genética aceptable, las colonias de mosquitos
son muy diffciles de mantener, y ademds, no es prudente
introducir mosquitos africanos a México. Por todas estas
razones decidimos cambiar a Drosophila que es un modelo més
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accesible experimentalmente para determinar la funcién de esta
proteina.

_ Las funciones atribufdas a c3 en los diferentes sistemas
eran bastante diversas: en plantas se habia aislado como un
transcrito especifico de la fase "S" del ciclo celular (Ito et al.,
1991, 1992 y 1994). En levadura se propuso que el gene
homodlogo a c3 estaba involucrado en el transporte de proteinas
a la mitocondria (MFT1) (Garret et al., 1991). En rata fue
caracerizado como un factor efector de la transformacion
mediada por v-fos (fte-1a) y por ultimo en humanos se cloné
haciendo un tamizado de una biblioteca de cDNA con
anticuerpos contra la proteina ribosomal S3a de rata. Con el
transcurso del tiempo, sélo una de las propuestas fue
descartada: Itoet al., demostraron genéticamente que MFT1 no
era un factor de importacion a la mitocondria (Ito et al., 1993).
Mientras tanto genes homoélogos a ¢3 fueron clonados de

manera mds estocdstica en otros organismos (Gordonet al.,

1992. y Auclair et al., 1994); estos grupos no contaban con
informacion acerca de la funcién de estas protefnas asf que .
aceptaban la funcién de su preferencia propuesta por el
"genbank™. Por otro lado, las 3 propuestas que quedaban
(protefna especifica de la fase "S", efector de v-fos y protefna
ribosomal) no son del todo incompatibles y sin embargo,
tampoco parecen ser de manera evidente la misma funcién, por
lo que a partir de aquf el objetivo béasico de mi trabajo era
determinar cual de todas estas funciones es la correcta. Durante
el desarrollo de mi proyecto de maestrfa generamos anticuerpos
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especificos contra el producto de ¢3 y los caracterizamos a nivel
de "western blot"”, monté la técnica de inmunohistoquimica 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 expresion ubicua. Como se podran 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
podra estar enriquecido en este tejido. Esto evidentemente me
causé cierta conmocion ya que la hipétesis 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 funcién? seguifa siendo valida y ahora el
rango de funciones parecfa estar un poco mas delimitado ya que
si era una protefna constitutiva tampoco podia ser una proteina
especifica de la fase "S". SimultAneamente a todo esto clonamos
el gene homologo de c3 en D. melanogaster y se confirmo algo
que ya esperidbamos: la proteina esté 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 estan generando grandes cantidades de secuencias,
por ejemplo, en el genoma de Haemophilus influenzae donde el
40% de las secuencias de los marcos abiertos de lectura no
parecen tener identidad significativa con ninguna otra secuencia



en las distintas bases de datos ni alguna funcién definida
genética o bioquimica (Fleischmanet al. 1995). Es en este sentido
que es muy vilido preguntar ;:Cémo se le asigna una funcién a
una proteina que no tiene definida una funcién genética y /o
bioquimica? Si bien estrictamente hablando este no es el caso de
3, ya que sf existian proposiciones en cuanto a su funcion, se
convertfa en un ejercicio intelectual interesante aplicar diversas
técnicas para definir su funcién de manera que sirviera como
antecedente para definir funciones bioqufmicas a otras
secuencias. Aunado a esto contdbamos con anticuerpos
especificos lo que constitufa una herramienta muy versitil 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 comenzé mi trabajo de
doctorado cuyo objetivo bisico es la definicion de la funcién de
c3 en D. melanogaster utilizando cuatro estrategias u objetivos
distintos y complementarios:
1) Visualizacion de la distribucién de la proteina
codificada por c3 durante el desarrollo del embrién y
la ovogénesis, lo que nos permitira definir los
dominios de expresién y por lo tanto poder inferir la
funcién de la proteina durante el desarrollo y la
ovogénesis.
2) Caracterizacion de la localizacién subcelular de C3
mediante fraccionamientos celulares y
subsecuentemente "western blot” de dichas fracciones.
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3) Mapeo genético mediante hibridacion in situ de
cromosomas politénicos para relacionar los fenotipos
reportados en la zona genémica con una posible
funcién de ¢3.

4) Generacién de moscas mutantes mediante
transgénesis de transcritos "sentido” y "antisentido”,
esta estrategia se usard alternativamente para generar
un fenotipo que nos indique la posible funciénde ¢3.

Debido a que esto es una justificaciéon 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 protefna ribosomal S3a, asf
mismo los resultados experimentales obtenidos también
demuestran que ¢3 codifica para una protefna critica para el
funcionamiento del ovario en D. mélanogaster en concordancia

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

Como se menciond en la introduccién el objetivo original
de este trabajo consistia en aislar genes enriquecidos durante la
ovogénesis en dipteros. Se verid mas adelante que el sistema
id6neo en el cual buscar este tipo de genes es el ovario de un
mosquito hematofago, ya que el inicio y la teminacién de la
ovogénesis estan estrictamente 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 mds de 1,000,000 de muertes anuales (Zhenget

al., 1991).

Ovogénesis en dipteros.- La ovogénesis ha sido muy
estudiada en Drosophila y a nivel morfol6gico es priacticamente
idéntica entre todos los dipteros, inclufdos los mosquitos
(Besansky et al., 1992). Se podria decir que en los dipteros la
ovogénesis es el estadio 1 del desarrollo ya que es en esta etapa
cuando se definen las coordenadas antero-posteriores y dorso-
ventrales del embrion. De manera 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
proteinas son de origen somiitico materno y en algunos casos

pueden ser suficientes para mantener el desarollo hasta el
estadio adulto de embriones homoécigos nulos para estos

10



productos génicos, este fenédmeno es conocido como herencia

materna.

Ovogénesis en mosquitos.- La ovogénesis es un proceso
mauy costoso desde el punto de vista energético. Si comparamos
el entorno biolégico de una D. melanogaster con el de un
mosquito hemitofago una de las diferencias mas 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 pupacién y la masa de la larva
determina el nimero 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
alimentacion sanguinea y otra (Fleming 1986). De manera que el
proceso de ovogénesis en mosquitos hematéfagos 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 dipteros

“hematéfagos ha sido un modelo tradicional de regulacion
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 distensién
del intestino, asf como la disponibilidad de aminodcidos
generan una sefal sensada por el sistema nervioso central. El

11



cerebro en respuesta a esto produce una sefial hormonal no
identificada, la cual causa un aumento de al menos 4 veces en la
sintesis de ribosomas en el cuerpo graso y en los ovarios
(Hotchkin and Fallon 1987). De manera simultinea al aumento
en la cantidad de ribosomas, hay un aumento en la sintesis de
vitelogenina. No se sabe si la regulacién de este fenémeno es a
nivel hormonal, transcripcional o es debida al aumento de la
capacidad traduccional. El aumento en la sintesis de
vitelogenina correlaciona con, y parece depender de, un
aumento en la sintesis de poliaminas (Kogan 1990). Existe otra
proteina que se sintetiza muy abundantemente durante el ciclo
gonotréfico, tiene la misma cinética de aparicién que la
vitelogenina y se internaliza en el huevo. A nivel de secuencia
esta protefna pertenece a la familia de las carboxipeptidasas y se
cree que estd involucrada en la hidrélisis de proteinas asociada
a la embriogenesis. La sintesis de la vitelogenina y de la
carboxipeptidasa son estimuladas por 20-hidroxiecdisona. El
pico de sintesis de ambas protefnas es a las 24 h después de la
alimentacion sanguinea, y deja de ser detectable 48 h después
(Raikhel et al., 1990). La internalizacién de la vitelogenina y de la
carboxipeptidasa parece ser mediada por receptores especificos,
ya que se ha mostrado que tiene las caracteristicas 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 oostaitico que consiste en un decapéptido cuyos 6 ltimos
aminodcidos son prolinas. Este decapéptido es capaz de detener

12
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la ovogénesis y la digestion de sangre en muchas especies de
mosquitos y en otros insectos hematoéfagos. Estudios de union
demostraron que existen receptores especificos para este
péptido en el ovario de mosquito. Debido a que la cantidad de
este factor aumenta a partir de 48 h post-ingesta sanguinea,
parece ser que esta involucrado en regular la terminacién de la
digestién y la ovogénesis (Lea y Brown 1990). Cuando la
vitelogénesis termina, los granulos secretorios del cuerpo graso
son degradados por lisosomas, quedando asf el mosquito en el
mismo estado metabélico pre-alimentacién sanguinea (Raikhel
et al., 1990). Si bien la mayor parte de los estudios de la
regulacién de la ovogénesis en mosquitos se ha hecho en Aedes
aegypti hay estudios en An. gambiae que demuestran que la
regulacién en este organismo es muy similar (Besansky 1992).

Ovogénesis en D. melanogaster.-Los ovarios en Drosophila
y en mosquito (Fig. 1 B) estdn formados por ovariolos (Fig 1 C)
que son a su vez lineas de montaje para la produccion de )
huevos, en la que los estadios mds tempranos se encuentran en
la parte mas anterior del ovario y los estadfos mas tardfos se
encuentra en la parte posterior. Este tipo de organizacion es
lamado meroistico (Bodestein 1950). Las células germinales
estin almacenadas en la punta anterior del ovariolo en una
estructura llamada germario (Fig. 1 C). La ovogénesis comienza
cuando una célula germinal del germario inicia un ciclo de
cuatro divisiones mitéticas incompletas generando asf un quiste
de 16 células interconectadas por puentes citopldsmicos (Fig. 1

13



A). Este quiste es recubierto por células del epitelio folicular
Hamadas simplemente células foliculares. De las 16 células del
quiste sélo 2, las mas viejas y que tienen 4 puentes citopliasmicos
(Fig. 1 A) son las que tienen la capacidad de convertirse en
huevo. No se sabe c6mo se lleva a cabo esta decision, sin
embargo existen varias mutantes que afectan este proceso de
diferenciacién 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 manera que
replican su genoma pero no entran en mitosis convirtiéndose en
células muy poliploides (hasta 1024X) con niicleos gigantes que
en los estadfos tempranos forman cromosomas politénicos que
tienen una capacidad transcripcional ampilificada.
Posteriormente, la estructura politénica desaparece,
convirtiéndose en cromosomas de tipo “lamp brush” (cepillo)
que mantenienen una alta capacidad transcripcional. Al final de
la ovogénesis las células nodrizas fragmentan su nicleo y
bombean de manera activa todos sus componentes hacia el
huevo. Durante todo este proceso las células foliculares
proliferan recubriendo al huevo en formacion, estas células son
criticas durante la ovogénesis ya que en estadfos tempranos
generan muchos de los componentes del huevo, incluidas las 3
protefnas principales de la yema (YP1, YP2, YP3) (Brennan et al.,
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1892). Posteriormente, estas células generan factores
morfogenéticos que determinan el patrén dorso-ventral , en
estadfos todavia m4s tardfos sintetizan al corion y demés
estructuras externas del huevo. Existen muchas mutantes que
afectan ya sea la proliferacién, migracién o maduracién de las
células foliculares que causan esterilidad femenina (Spradling

1993).
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Hipétesis sobre la funcién.- Como ya se menciond en la
justificacion, para cuando nosotros clonamos a ¢3 en mosquito y
después en Drosophila , ya existian varios genes homologos a
éste. La identidad de estos genes a nivel de aminodcidos es muy
alta a todo lo largo de la escala filogenética sugiriendo una
funcién comiin. Por ejemplo entre Drosophila y Saccharomyces
cevevisiae c3 tiene una identidad del 55%, con sus homdélogos de
mamiferos y plantas es de alrededor del 65%, entre Drosophila y
mosquito es del 71% (ver resultados). El extremo amino
terminal de estas protefnas es la zona mds conservada entre
todas ellas (Fig. 1 articulo Reynaud et al., 1997 1997). C3 en
Drosophila es una protefna de 270 aminodcidos, muy bdsica, que
no tiene seitales de importaciéon a ningtin organelo ni ninguin
dominio transmembranal. No se encontré homologfa
significativa con ningin dominio bien definido o clasificado
utilizando diferentes programas de reconocimiento de
estructuras (como motifs de Winsconsin GCG).

Las funciones que se han propuesto para c3 son distintas
para cada sistema en que se ha aislado. El primer homoélogo de
€3 que se reporto fue identificado en Saccharomyces por Garret et
al . (1991), utilizando un enfoque genético. En este trabajo
identificaron un fragmento genémico que complementaba a la
mutante mftl (mitochondrial fusion targeting) que es deficiente
en el transporte de una protefna de fusién Atp2-lacZ a la
mitocondria. Es por esto que proponian que c3 (mft1) era un
factor involucrado en la importaciéon de protefnas a este
organelo (Garret ef al 1991). Ese mismo afio el grupo de

16
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Komamine (Ito et al., 1991) aislé un gene homélogo a c3
haciendo un "tamizado diferencial” de una biblioteca de cDNA
de células sincronizadas en fase "'S" de Catharanthus roseus . En
este trabajo se mostré que el transcrito del homdélogo de ¢3
(cyc07) se enriquece en cultivos sincronizados de células de C.
roseus cuando estos entran en fase "S”, asimismo, muestran que
el mRNA de c3 (cyc07) estd muy enriquecido en el meristemo
radicular de esta planta (Ito et al., 1991). Posteriormente y
debido a que el trabajo de Garret et al.,(1991) estd en franca
contradiccion con la hip6tesis del grupo de Komamine, se
maped6 con més resolucién en levadura al gene mft1,
demostrando que la funcién de transporte no corresponde al
marco abierto de lectura (ORF por sus siglas en inglés) del
homélogo de c3 (mft1, cyc07) sino al ORF que se encuentra mis
hacia el 3' de este gene y en la orientacién inversa (Itoet al .,
1993). En este mismo trabajo el grupo de Komamine demuestra
que hay dos copias del homélogo de ¢3 que nombran en
levadura PLC1 y PLC2 , también demuestran que la doble
disrupcion de estos genes es letal (Ito et al ., 1993). Ito y
colaboradores excluyen que c3 esté involucrado en el transporte
de proteinas a la mitocondria al mapear a esta funcién esta en
el ORF mas 3’ (Ito et al., 1993). Posteriormente el grupo de
Komamine caracteriza a la region 5’ regulatoria del gene de C.
roeseus y demuestran que ésta es capaz de dirigir la expresién de
un gene reportero (B-glucuronidasa) al tejido meristemético de
Arabidopsis thaliana (Ito et al., 1994). Otros grupos interesados en
biologfa molecular de plantas también clonaron genes
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homélogos a c3 en otras plantas utilizando como sonda
heterdloga al gene de C. roseus y asumiendo sin cuestionar la
funcion de esta proteina en la progresion de la fase S " del ciclo
celular (Kidou et al., 1994). En 1992 dos grupos independientes
clonan otros dos homélogos de ¢3 utilizando estrategias y
organismos distintos: Kho y Zarbl clonan el homélogo de ¢3 de
rata llamdndolo ftel (v-fos transformation effector) buscando
células (rat-1) 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 endégeno
de c3 (fte-1) causando la reversién del fenotipo transformado. El
gene se identificé cuando se secuenciaron los extremos
genémicos que flanqueaban a la insercion del cDNA de
humano. En este articulo también se demuestra que sélo es
necesaria la reintroduccion de ese ORF en estas células para que
el fenotipo transformado revierta otra vez (Kho y Zarbl 1992).
Simultdneamente Metspalu et al., clonan otro homélogo de ¢3
buscando en una biblioteca de expresién de cDNA a la protefna
ribosomal S3a de humano, utilizando como sonda a un
anticuerpo policlonal especifico para la protefna S3a de higado
de rata (Metspalu etal.,1992). Este es el primer gene de la
proteina ribosomal S3a que se reporta, y sé6lo hay dos datos que
sostienen la hipdtesis de que este transcrito codifica para la
proteina ribosomal: 1) el contenido de aminoéicidos de la
proteina ribosomal S3a de rata es muy similar al predicho por el
transcrito del homélogo de c3 (Collatz et al., 1977) y 2) los
anticuerpos policlonales contra la protefna S3a de rata cruzan



con la proteina expresada por la clona que aislaron (Metspalu et
al 1992). Otros grupos han clonado homélogos de ¢3 por
métodos mads estocédsticos (ver mas adelante). El homélogo a ¢3
de ratén fue clonado entre otros muchos genes al hacer un
“"tamizado diferencial” de fibroblastos tratados y sin tratar con
TNF (Jumor Necrosis Factor). Este grupo demostré que en estas
células al ser tratadas con TNF el transcrito para el homélogo
murino de c3 se induce ligeramente (Gordon et al., 1992). Por
otro lado, Auclair y colaboradores clonaron otro homdélogo de
3 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 funcién de c3. El homélogo de ¢3 en Caenorhabditis
edlegans se cloné como parte del proyecto de secuencia del
genoma de éste organismo, en la anotacién del "Genbank”,
solamente se menciona que es un homélogo de la proteina
ribosomal S3a (Wilkinson y Wohldman., 1994).

Cuando uno toma en cuenta toda esta informacion es
evidente que no existe un consenso sobre la funcién de c3.
Bibliograficamente las dos hip6tesis mds citadas en la literatura
son la de que ¢3 es una protefna ribosomal, o, que es una
proteina involucrada en la progresién de la fase "S” del ciclo
celular. Esto, mds que por datos experimentales, parece ser un
fenémeno causado por la literatura: 1a gente que quiere clonar
una proteina ribosomal utiliza al gene de Metspalu como sonda
heterSloga para su sistema, mientras que los que quieren clonar
un gene especifico de la fase "S” utlizan al gene de Ito, siendo
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ambos el mismo gene. Los genes clonados de ésta manera
sustentan a la hipétesis de eleccion de una manera circular (se
cloné un gene ribosomal porque se usé un gene ribosomal y
viceversa). La hipétesis de que c3 es un efector de v-fos podrfa
ser compatible con cualquiera de las dos anteriores ya que si
bien estd demostrado que esta protefna es necesaria para que v-
Jos cause el fenotipo transformado, no existe ningin mecanismo
propuesto. Por otro lado, cabe proponer la idea de que tanto la
entrada a la fase "S”, como la transformacion de una célula, se
pueden ver como eventos proliferativos. Asf mismo, el
equilibrio de la maquinaria ribosomal puede ser crucial para la
proliferacion 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 tinica. Esta faceta puede ser reflejo no de la funcién sino
mas bien de la estrategia de seleccién y del sistema modelo que
se utiliza. Este podria ser el caso si c3 es en realidad una
protefna involucrada en un proceso metabélico basal o de
"housekeeping”. Si esto es cierto entonces cualquier mutaciéon en
<3 serfa muy pleiotrépica y por lo tanto serfa detectable desde
muchos enfoques de seleccién distintos.

Por otro lado, también es posible que sélo 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 funcién a proteinas (o
secuencias) que carecen de contexto bioquimico o biolégico.
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Este es un problema de gran relevancia ya que los proyectos
masivos de secuencia de genomas enteros estidn produciendo
grandes cantidades de secuencias que codifican para proteinas
que no tienen identidad con ninguna proteina conocida
(Fleischman et al., 1995) y no existe ninguna estrategia directa
para asignarles una funcion. En este contexto se plantea el

objetivo general de éste proyecto:

"Determinar la funcién bioqufmica y genética del
producto del gene c3 de D. melanogaster.”.

Mediante:
1) Visualizacién de la distribucién de la protefna

codificada por c3 durante el desarrollo del embrién y
la ovogénesis, lo que nos permitira definir los
dominios de expresién y por lo tanto de funcién de la
proteina durante el desarrollo y la ovogénesis.

2) Caracterizacion de la localizacion subcelular de C3

mediante fraccionamientos celulares y

subsecuentemente "western blot” de dichas fracciones.

3) Mapeo genético mediante hibridacion in situ de
cromosomas politénicos para relacionar los fenotipos
reportados en la zona gendémica con una posible
funcién de c3. ,

4) Generacion de moscas mutantes mediante
transgénesis de transcritos “sentido” y "antisentido”,
esta estrategia se usara alternativamente para generar
un fenotipo que nos indique la posible funciénde c3.
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IV.-Materiales y Métodos:

Cepas de insectos. En este trabajo se utilizé la cepa de D.
melanogaster "Oregon R", y la de An. gambiae Suaococo”.

Enzimas de restriccién. Todas las enzimas de restriccién usadas en
este trabajo fueron comerciales y se utilizaron de acuerdo a las

indicaciones del proveedor.

Clonacién del Homdlogo de c3 de Drosophila melanogaster. El
cDNA completo de Drosophila se clon6é de una biblioteca comercial
de cDNA de embriones de 0 a 24horas en lambda Zap (Stratagene),
utilizando como sonda hetersloga el cDNA de ¢3 de mosquito
(Zurita et al.., 1996). Las condiciones de hibridacién fueron 37%
formamida, 0.5x SSC, 1x solucién de Denhardt, 1mg/ml DNA
sonicado de esperma de salmén a 37°C. Los filtros se lavaron 4 veces
a 65°C en 0.2 X SSC mis 1% de Lauril Sufato de Sodio (SDS)

(Sambrook et al.,1989).

Purificacién de RNA. El RN A total se extrajo en todos los casos
segun el protocolo de Chomczynski et al ., (1987).

Northern y Southern Blot. E1 DNA se fragmenté utilizando
enzimas de restriccion y se separé de acuerdo a su peso molecular
en geles de agarosa en buffer de boratos (Sambrook et al., 1989). El
RNA se separoé segiin su peso molecular en geles desnaturalizantes
de agarosa con formaldehido. Los dcidos 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
II" (Stratagene) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las
sondas se hibridaron con los &cidos nucléicos de acuerdo al
protocolo de Sambrook et al. ,1989.

Clonacién del cDNA de ¢3 en el vector pGEX1 y purificacién de 1a
protefna de fusién GST-C3. Con la intencién de expresar a la
proteina codificada por c3 en un sistema bacteriano, la regién
codificadora del cDNA de c3 fue clonada en fase con la glutatién -S-
transferasa en el sitio BamHI del vector pGEX1 (Smith 1991)
construyéndose asf el pGEX1-c3. Esta construccién codificaba para
una protefna de fusién a 1a que sélo le faltaban los primeros 20
aminodcidos de ¢3.

La protefna de fusiéon resultante fue purificada de acuerdo al
protocolo de Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al..,
1994). Brevemente, se crecieron células DH5a que contienen el
plasmido pGEX1-c3 en 2 ml de medio con ampicilina (100ug/mil)
por 5 hrs. a 37°C con agitacion.(con un inéculo de 1:1000). La
produccion del péptido de fusion se indujo con IPTG 0.1mM final,
una vez inducido se incubaron las bacterias 2 hrs mis a 37°C con
agitacion. Las bacterias asf tratadas se concentraron en tubos
eppendorf por centrifugacién y se resuspendieron en 300ul de PBS a
0°C. Las células se lisaron por ciclos de congelaciéon-descongelacion
© por sonicacion y se les agregé S0ul de resina (agarosa-S-glutation
al 50% lavada 3 veces en PBS). Esto se mezcl6 suavemente por 2
min. a temperatura ambiente, se agregé 1 ml de PBS a 0°C y se

23

R N

M B¢ 8 A e i e



centrifugo por 5 seg. Se tir6 el sobrenadante y se repiti6 el lavado 3
veces. La protefna de fusidn se eluyé incubando a la resina 2 min. a
temperatura ambiente con 50ul de glutatién reducido 10 mM. Se
centrifugd y se guardé el sobrenadante. La protefna obtenida se
cuantificé con el método de Bradford (Bradford, 1976) y se analizé
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (Laemmli, 1970).

Inmunizacién de Ratones. Se siguié 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 ug/50
ul de protefna de fusion c3-glutation-S-transferasa emulsionada con
50ul de adyuvante completo de Freund. A este tratamiento
siguieron dos inmunizaciones con 5 ug/50 ul de protefna de fusién
c3-glutation-S-transferasa emulsionada con adyuvante de Freund
incompleto. El tiempo transcurrido entre cada inmunizacién fue de
dos semanas. Después de la udltima inmunizacién los ratones fueron
sangrados y el titulo de los anticuerpos generados se midi6é en un
ensayo de "western blot” (Burnette, 1981).

Western blot Se ralizé 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 min. a 4°C en buffer de transferencia (3.03g Tris-
base y 14.5g de glicina en un litro de H20). Las protefnas ya
transferidas al papel de nitrocelulosa fueron detectadas utilizando
los anticuerpos obtenidos con el protocolo de inmunizacion descrito
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arriba. El complejo IgG antigeno fue revelado utilizando el “Kit” de
deteccion Protoblot de "Amersham” para detectar IgG de raton (Anti

IgG de ratén acoplado a fosfatasa alcalina).

Fraccionamiento celular. El fraccionamiento celular se llevé a cabo
de acuerdo a Birnie (1972) homogenando embriones de 0 a 24h. de
edad en un homogenizador Dounce de 2 ml en buffer de
homogenizaciéon (250mM sacarosa, SOmM Tris pH?7.5, 25mM KCl,
5mM MgCl2, 2mM PMSF, 5mM EDTA). El homogenado fue
centrifugado en tubos eppendorf a 600g. El pellet resultante contiene
niicleos y células sin romper. El sobrenadante se transfirié a un tubo
eppendorf nuevo y se centrifugd a 15,000g por Smin. la pastilla
obtenida en este paso contiene mitocondrias y lisosomas. El
sobrenadante se paso a tubos para ultracentrifuga (Beckman Ultra-
clear 13x51mm) y se centrifugs a 100,000g. El sobrenadante contiene
a la fraccion citosdlica y la pastilla es la fraccién microsomal
(reticulo endopldésmico, ribosomas y membranas en general). Las
particulas ribosomales se purificaron de acuerdo a Santon y
Pellegrini (1980). El tejido (embriones de 0 a 12hrs.) fue homogenado
suavemente en buffer de homogenizacion para ribosomas (10mmM
Tris-HCL pH 7.6, 3.3mM MgCl2, 50mM NH4CL, 1mM ditiotreitol,
1% Triton X-100, 250mM sacarosa) en un homogenizador Dounce
(aproximadamente 20 golpes). Los extractos se aclararon por
centrifugacion a baja velocidad (600g x 5min.). El sobrenadante se
deposit6 sobre un colchén de sacarosa al 30% en buffer de
homogenizacién para ribosomas sin Triton X-100 y se centrifugé por
12 horas a 234,000g . El pellet resultante es la fraccién 80 S, este fue

25



resuspendido en buffer de gradiente para subunidades ribosomales
(20 mM Tris-HCI, pH7.4, 100mM KC], 1mM ditiotreitol). La
suspension se aclaré a 15,000g x15 min. y se deposité sobre un
gradiente de sacarosa de 10% a 30% en buffer de gradiente para
subunidades ribosomales. Se colectaron fracciones de 100ul y se
normalizé la concentracién de proteina de todas las fracciones de
acuerdo a Bradford (1976). Todas las fracciones fueron analizadas
mediante "western blot” (Bumetté, 1981).

Secuencia de DNA mediante el método de teminacién por
ddNTPs. Se utiliz6 el "Kit"” de secuencia con secuenasa versién 2.0
(DNA polimerasa de fago T7) de United States Biochemical, de
acuerdo a las instrucciones del proveedor (Sangeret al.., 1977).

Inmunocitoquimica. Adaptado del protocolo de
inmunocitoquimica de Sara Bray del laboratorio de Fotis C.
Kafatos (Ashburner 1989). Se colectaron embriones menores de
16 hrs puesto que embriones més viejos son impermeables
debido a la deposicion de cuticula. Los embriones se
descorionaron S min. 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 KC1, 40 mM
NaCl, 4 mM EGTA, 1 mM espermidina, 0.2% pB-Mercaptoetanol,
30 mM PIPES pH 6.9, formaldehido 4%) y un volumen igual de
n-heptano en agitacion suave. Para desvitelinizar a los
embriones se removié la fase acuosa y se agregé un exceso de
metanol, éste se sustituy6 por mas metanol fresco. El metanol se
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deseché y los embriones se lavaron con etanol incubandose a -
20°C por lo menos por 12 hrs. Se removié6 el etanol y los
embriones se hidrataron con BSS 1X ((5X) 1.6 g NaCl, 1.5 g KCl,
0.9 g MgSO4, 0.345 g CaCl2+2HO, 0.85 g tricina, 1.8 g glucosa,
8.5 g sacarosa; se afor6 a 100 ml y esteriliz6 por filtracién)
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 agitacion. El BBT se renové y se
incubé 10 hrs a temperatura ambiente en agitacion, esto hace
que los embriones se penneabilizén. Una vez permeabilizados
se agreg6 el anticuerpo adecuado en la dilucién correcta en
BBT. Los embriones se incubaron 12 hrs. en presencia del
anticuerpo a 4°C en agitacién. Todos los pasos siguientes se
hicieron a partir de este paso a temperatura ambiente y en
agitacion. 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
agrego el anticuerpo secundario a la dilucion correcta en TBST y
se incubé por 3 hrs. Los embriones se lavaron S veces en TBST
por Smin., 3 veces en TBS por 10 min. En el caso de que los
anticuerpos secundarios estén acoplados a algin fluoréforo los
embriones estan listos para ser montados y observados ya sea
por epifluorescencia standard o microscopfa confocal. En el caso
de que los anticuerpos estén acoplados a fosfatasa alcalina los
embriones se lavan 3 veces mds en buffer de fosfatasa alcalina
(100 mM NaCl, 100 mM Tris-Base pH 9.5, MgCl 5 mM).
Después de este tiltimo lavado, se substituys combuffer de
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fosfatasa con sustrato (Nitrobluetetrazolium 0.15 mg/ ml y
BCIP 0.33 mg/ml). El revelado se monitoreé en el microscopio
de diseccioén y la reaccién se paré con TBS (20 mM Tris-HC1 pH
7.5, 150 mM NaCl); 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 deshidratacién 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 inmediatamente.

Localizacidén citogenética del gene c3 de Drosophila
melanogaster. Los cromosomas politénicos de glandulas
salivales de larvas de tercer instar se prepararon esencialmente
como lo describe Ashburner (1989). La sonda biotinilada del
cDNA de c3 fue sintetizada con el "Bio-Nick translation kit"”
(GIBCO-BRL) y la deteccién fue llevada a cabo utilizando el
sistema de hibridacién y deteccién in situ de GIBCO-BRL.

Construccién de moscas transgénicas, induccién del
antisentido por choque térmico y anélisis fenotfpico. Las
contrucciones "sentido” y "antisentido” se hicieron insertando el
cDNA completo de c3 en el vector de transformacién pCaSper-
hs (Asburner 1989). Para la construccién en "sentido” el cDNA
se inserto en el sitio EcoRI del "polylinker“de este plasmido. En
el caso de la construccion "antisentido” el cDNA se cloné
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direccionalmente en los sitios NotI-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 transformacion de la linea germinal mediada por la
transposasa del elemento P (Spradling y Rubin, 1992).
Brevemente, embriones "yw"” de 1.5 horas de edad fueron
descorionados utilizando hipoclorito de sodio al 3% por 5 min.
Los embriones fueron orientados sobre 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 inyect6 entre el 1 y 2% de su
volumen de la mezcla de transformacién (300ug/mil de vector
de transformacioén, S0ug/ml helper, en 5SmM KCl; 0.1mM POg,
PH 7.8). Las moscas que sobrevivieron al tratamiento (F0)
fueron cruzadas con moscas "yw" virgenes y se seleccioné a la
progenie (F1) que tenfa ojos "silvestres”. Para generar moscas
homécigas para el transgene se cruzaron hermanos virgenes
entre sf durante 5 generaciones y se comprobé que fueran
homdécigos mediante una retrocruza con moscas "yw".

Para inducir la expresién del transgene mediante un
choque térmico, 5 hembras apareadas fueron introducidas en
viales vacios de plastico que contenian un pedazo de papel filtro
en el fondo (para absorber la humedad). Los viales fueron
sumergidos en un bafno de agua a 40°C durante 30 min. se dejé
a la moscas reponerse 1h a 17°C y se les volvié a dar choque
térmico en las mismas condiciones antes descritas.

El nimero de huevos depositado por las moscas se
determiné el dia del choque térmico (dfa cero) y los huevos
depositados fueron contados cada 24h. La informacién de 5

30

A S e e L e S



W/

lineas independientes fue promediada, la desviacién standard
fue calculada y graficada para cada dfa. Tres dfas depués del
choque térmico los ovarios de esas mismas moscas fueron
disecados en "Engreiled fix buffer”, fijados (en el mismo buffer
suplementado con 4% de formaldehfdo) y tefiidos con DAPI
(500ng/ml en Engreiled fix buffer). Después de tefidos, los
ovarios fueron montados en gelvatol (Heimer y Taylor, 1974;
Osborn y Weber, 1982) y fueron observados utilizando
microscopfa convencional de epifl‘uorescencia.
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V.-Resultados:

Clonacién y secuencia de c3de Drosophila melanogaster.
Como ya se menciond en los antécedentes, nosotros clonamos
utilizando una estrategia de tamizado diferencial, varios
transcritos que se acumulan en el ovario del mosquito Anopheles
Sambiae después de que é&ste se alimentd con sangre. La clona c3
en particular nos llamé la atencién porque codificaba para una
protefna 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 habia aislado. Con el fin de estudiar a c3
en un organismo modelo experimentalmente més accesible
clonamos el cDNA de Drosophila melanogaster utilizando al
cDNA de mosquito como sonda heterSloga, para tamizar una
biblioteca comercial de cODNA de embriones de 0 a 24 horas de
edad. Varias clonas positivas fueron aisladas y se secuencié una
que contenia al transcrito completo de c3. Esta clona se analizé
con mds detenimiento, utilizando el paquete de analisis de
secuencia Wisconsin (version 8, Genetics Computer group). En
la Figura 1 (Reynaud et al., 1997), podemos observar la
identidad a lo largo de toda la secuencia predicha de
aminodcidos entre diferentes genes homdélogos de diferentes
phyla. La identidad entre mosquito y Drosophila es del 71%.
Cabe también mencionar que la identidad con otros organismos
es también alta. La composicién de aminoacidos de la proteina
codificada por c¢3 de Drosophila es muy similar a la reportada
anteriormente para la proteina S3a ribosomal de rata (Collatz et
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al., 1977), sin embargo, el porcentaje de algunos aminoécidos
difiere. Si asumimos que c3 codifica para la protefna ribosomal
S3a esta diferencia podria ser explicada por la divergencia
evolutiva entre éstos dos organismos. En apoyo a esto, c3 tiene
una similitud del 67% a nivel de aminodcidos con la secuencia
reportada de la proteina ribosomal S3a de humano, rata y ratén.

Expresién del gene ¢3 durante el desarrollo de D.
melanogaster. Se han propuesto varias funciones para la

protefna codificada por ¢3 dependiendo del organismo en el que

se ha aislado. Sin embargo, solamente se han hecho andlisis de
la distribucién del transcrito de ¢3 durante el desarrollo en
plantas. En estos trabajos los autores demuestran que c3 se
expresa principalmente en los tejidos proliferativos de los
meristemos (Ito et al., 1991; Ito et al., 1994). Para determinar el
patron de expresion de c3 durante el desarrollo de D.
melanogaster se analizé tanto la expresion del transcrito como la
cantidad de proteina. En la 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 distribucién es muy similar a la del transcrito
para la proteina ribosomal rp49 (Fig. 2 B Reynaud et al., 1997).
En esta misma figura se puede observar que las cantidades de
los transcritos de ambos genes son particularmente altas
durante el desarrollo embrionario y en hembras con ovarios
activos. Para correlacionar la aparicion del transcrito con la
presencia de la proteina durante el desarrollo de la mosca
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clonamos el cDNA de c¢3 en el vector de expresiéon pGEX1

(Smith 1993), con esta construccién obtuvimos una protefna de
fusion glutation-S-transferasa - ¢3 que se utilizé para generar
anticuerpos en ratones. Los anticuerpos policlonales que se
obtuvieron fueron muy especificos (Fig. 3 A Reynaud et al.,

1997) y fueron usados en ensayos de "western blot". La Figura 3,
B (Reynaud et al., 1997) muestra qt'xe la protefna c3 se encuentra
presente en varios estadfos embrionarios lo cual es consistente ‘
con la ubicuidad del transcrito.

Distribucién subcelular de 1a protefna codificada por c3.
Si bien no existe un consenso en cuanto a la funcién de los
homdlogos de ¢3, Metspalu et al.. (1992) reportaron un gene que
proponen que codifica 'para la protefna ribosomal S3a de
humano. Este gene tiene un nivel de identidad muy alto con
nuestra clona, lo que sugiere una posible funcién para ¢3. Con la
intencion de corroborar esta propuesta aislamos fracciones
subcelulares y particulas ribosomales puras. En estas fracciones,
los ensayos de tipo "western blot” demostraron que el producto
de c3 era detectable en las fracciones mitocondrial, microsomal
y nuclear (Fig. 3 C Reynaud et al., .1997),‘n\ientras que no era
detectable en la fraccidn citosélica o en niicleos lavados con
Triton-X-100 (Fig. 3). Cuando ensayamos particulas ribosomales
enteras (80S) y separamos las subunidades ribosomales 40S y
60S mediante un gradiente de sacarosa, encontramos que c3
copurifica con las particulas 80S y 40S, no es detectable en las
particulas 60S. La figura 3C (Reynaud et al., 1997) muestra un
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western blot de las distintas fracciones. Cabe hacer notar que la
proteina se ve muy enriquecida en la fracciones 80S y 40S
apoyando la idea de que c3 sea una protefna ribosomal o bien se
asocia con la particula ribosomal 40S. En este experimento
también fueron visibles bandas de menor peso molecular, que
podrian ser productos de degradacién, y una banda de mayor
peso molecular, esta dltima pudiera ser producto de
interacciones muy estables entre ¢3 y otros componentes
celulares como RN As y protefnas.

Distribucién del producto de ¢3 en embriones enteros y
ovarios. Para visualizar la distribucion de la proteina codificada
por c3 durante la ovogénesis y el desarrollo embrionario se hizo
una inmunocitoquimica de embriones y ovarios enteros
utilizando el anticuerpo policlonal anti c3 y se analizaron
mediante microscopfa confocal. La Figura 4 (A-E) (Reynaudet
al., 1997) muestra iméigenes confocales de embriones enteros en
distintos estadios del desarrollo. En el estadio de blastodermo
celular (Fig. 4A y 4B) se puede ver que el anticuerpo tifie tanto a
las células polares como a las células somdticas, los niicleos no
se tifien y la proteina citopldsmica se concentra en una banda
ancha en la zona apical y basal de las células. En estadfos mas
tardios 12-16 (Fig. 4C y 4D), donde se conocen dominios bien
definidos de células mitéticas, la proteina esta distribufda
homogéneamente en todas las células del embrion. Esto es
importante debido a que el homélogo de c3 de plantas ha sido
definido como una proteina especifica de la fase "S" del ciclo
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celular (Ito et al., 1991,1992,1994). El hecho de que el producto
de 3 sea ubicuo a lo largo del ciclo celular en Drosophila hace
dificil sostener esta hip6tesis. C3 es también ubicuo en estadios
tardfos de la embriogénesis (Fig. 4E Reynaud et al., 1997).
Durante la ovogénesis c3 también es citoplismico y esta
particularmente enriquecido en el epitelio folicular que es de
origen somitico (Fig. 4F-K)(Reynaud et al., 1997). En el
citoplasma de las células nodrizas ¢3 seencuentra a
concentraciones relativamente bajas (Fig. 4G-J Reynaud et al.,
1997) siendo detectable hasta el estadfo 5. En el citoplasma del
ovocito es practicamente indetectable durante casi todo el
desarrollo excepto en los estadfos mdas tardfos del desarrollo
(datos no mostrados). La protefna se encuentra mas concentrada
en la region basal de las células foliculares (Fig 4G y 4H
Reynaud et al., 1997) y en los estadfos 12-14 parece concentrarse
ligeramente en la regién perinuclear. (Fig. 4K Reynaud et al.,

1997).

Aniélisis fenotipico utilizando construcciones de
expresién sentido y antisentido. Para explorar la posibilidad de
hacer estudios genéticos de la funcién de c3, determinamos la
posicion citogenética de c¢3 mediante hibridacion in situ en
cromosomas politénicos de glandulas salivales (Fig. 2 Reynaud
et al., 1997). c3 mapea en la seccién 101-f en la base del
cromosoma puntual o 4, una region del genoma de Drosophila
en la cual no es posible hacer andlisis genético cldsico 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 aiin mds la situacién, no existen cromosomas
“balancers” para el cuarto cromosoma para estabilizar a las
mutaciones, por lo que es practicamente imposible analizarlo
con los métodos genéticos convencionales.? Debido a la
dificultad de hacer andlisis genético cldsico con este gene
construfmos moscas transgénicas que expresan transcritos
"sentido” o “antisentido” bajo el control del promotor del gene
de "Heat shock” 70 (ver materiales y métodos). Analizamos 10
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
di6 durante la embriogénesis. Sin embargo las lineas antisentido
produjeron adultos ligeramente mas pequeiios y tuvieron un
retraso general en el desarrollo de 10 a 30 horas dependiendo de
la linea "antisentido”. Este fenémeno est4 probablemente
causado por la transcripcion de fuga del promotor de choque
térmico a 25°C y es interesante ya que tanto el desarrollo

2Un ama muy utilizada cn genélica de Drosophila e¢s ¢l uso de
cromosomas “*Balancer” es un cromosoma que tiene por lo menos tres
inversiones grandes lo quc hace que no pucda recombinar con su
homdlogo Adema t c es homdcigo letal y ticne marcadores
de a que » s¢ Cruza una linca mutante con ¢l
balancer correspondwnlc toda la progenic que lleve los marcadores del
balancer ¢s heterSciga para la mutacién de interés y €sta no puede ser
reparada o perdida ya que el cromosoma mutante no puede recombinar
con ¢l balancer. Esto pcrmite guardar indefinid. a la mutante sin
selcccién. Asf mismo, toda la progenie derivada de la linca balancer-
mutante que no tenga los marcadores del balancer es homdciga para et

gene de interés (Greenspan 1997).
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retardado como la disminucion en el tamarfio son caracteristicas
del fenotipo "minute"?

El fenotipo mas obvio fue la disminucién en la produccion de
huevos y fue observado consistentemente en todas las lineas
transgénicas "antisentido”. Incluso a 25°C éstas lineas mostraban
una disminucién en el nimero de huevos puestos. Cuando
indujimos la sobreexpresion del RNA "antisentido” con un
choque térmico (ver materiales y métodos) la produccién de
huevos de estas lineas fue drasticamente reducida, de manera
que a los tres dfas después del choque térmico dejaban de poner
huevos (Fig. S Reynaud et al., 1997). En contraste a este dato el
niumero de huevos puestos por las lineas de moscas "sentido” y
“silvestres” solamente disminuyé momentineamente después
del choque térmico recuperiandose a niveles normales antes de 3
dias. .

La observaciéon de que la produccion de huevos es fuertemente
afectada en las lineas "antisentido” nos sugirié que la supresion
del producto de c3 podria generaf anormalidades durante la
ovogénesis. Ovarios de moscas transgénicas antisentido y de
moscas "silvestres” fueron analizados después de 3 dias de
recibir un choque térmico . En todas las lineas antisentido las
camaras de huevo fueron completamente anormales. Las
anormalidades fueron muy evidentes en cAimaras de huevo
vitelogénicas y fueron frecuentemente acompainadas por la

3 El fenotipo “minute™ se relaciona con unos S0 loci dispersos a lo largo
de todo el gecnoma de D. melanogaster y se caractetiza por un retraso
general en el desarrollo, pelos mis delgados de lo normal y un tamafio
menor de los adultos. Se cree que cn gencral, estos loci comresponden a
los g de las protei ribosomales.
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disrupcion del epitelio folicular (Fig. 6 C-D Reynaud et al., 1997).
Algunas camaras presentaron nticleos picnéticos, otras al
parecer estadn fusionadas (Fig.6 B Reynaud ef al., 1997) y en otras
los niicleos de las células nodrizas se encontraban mal
localizados (Fig 6 D Reynaud et al., 1997). Aparentemente a
causa de todos estos defectos se generaba una reabsorciéon o una
lisis de cdmaras de huevo enteras ya que no se pudo encontrar
camaras tardfas vitelogénicas o coriogénicas. En contraste,
ninguna de estas anormalidades 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 sintesis del producto de €3 hicimos un
experimento de induccién del transcrito antisentido y
verificamos el cambio en la cantidad de protefna mediante un
ensayo de tipo "western blot”. En la figura 5 se puede observar
que el producto de ¢3 desaparece en extractos protéicos 6hrs
después del choque térmico.

Por otro lado cabe mencionar que existe una mutacién
“minute” en esta regién (M(4)101; Linsley y Zimm 1992). Las
mutantes “minute” estan asociadas cominmente con defectos
ribosomales. Nosotros cruzamos a nuestras lineas “sense” con la
deficiencia (delecién) Df(4)M101-62f que cubre a la regién
genémica que va de la division 101E-102-B10-17 y tiene el
fenotipo "minute”con la intencién de rescatar este fenotipo. Sin
embargo, nuestras lineas 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 diffcil correlacionar la
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funcién con c3 en este fondo genético. Simultineamente
cruzamos a la mutante minute puntual M(4)101578 con las
lineas transgénicas "sentido” y “anti-sentido” con la esperanza
de rescatar o acentuar respectivamente el fenotipo "minute”, en
ninguno de los dos casos observamos una interaccion, lo que
sugiere que esta mutante corresponde a otro gene. Para
corroborar este resultado comparamos la cantidad de c3 en las
dos mutantes (la deficiencia y la puntual) y en los controles
correspondientes y observamos que no existe una diferencia

significativa (Fig. 4).
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Fig. 2.- Construcciones en el vector pCasper Hsp 70 para la
generacién de moscas transgénicas que expresan respectivamente al
transcrito de c3 en sentido o en antisentido.
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Fig. 3.- "Western blot" en el que se observa el desplazamiento de ¢3
de la fraccién nuclear por Triton X-100.
A) Marcadores de peso molecular. B) Extracto total de embriones yw. C) Fraccién
nuclear no tratada con Triton X-100. D) Fraccién nuclear tratada con Triton X-100.
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Fig. 4.- "Western blot" semi cuantitativo para comparar la cantidad
de c3 en diferentes lineas de D. melanogaster.

A) "Western blot” contra las diferentes lfneas. B) Gel de referencia en el que se
cargé la misma cantidad de protefna que en el "Western". La diferencia de
intensidad en los carriles de las mutantes se debe a un error en la normalizacién
de la cantidad de proteina y no es significativa (comparar la intensidad entre los
carriles). M=Marcadores de peso molecular., W=linea silvestre., 13=linea # 13 antisense., 4=linea

#4 antisense., D=Deficiencia Df(4)M101-f2f.,, P=Mutante puntual M(4)101578.
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Fig. 5.- Induccién del transcrito antisentido y desaparicién del
producto de c3. "Western blot” de extractos totales de hembras adultas
tras 6 horas de recuperacién después del choque térmico.

M= Marcadores de peso molecular, 12= linea antisentido 12, 13 = linea
antisentido 13. CT= Choque Térmico.



VL-Discusién:

Como ya se mencioné el objetivo de este trabajo es
explorar la funcién del gene ¢3 que aislamos originalmente 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 homdélogos del gene c3
en organismos que representan a casi todos los eucariotes
(evadura, plantas, nemétodos, artré6podos y mamiferos) y las
secuencias de éstos son muy conservadas (del 51% al 67% de
identidad a nivel de aminoédcidos), lo que sugiere que este gene
tiene una funcién importante y conservada a todo lo largo de la
evolucién de la linea eucariote. Hemos clonado el homoélogo de
3 en Drosophila y como era de esperarse la similitud entre la
secuencia de mosquito y la mosca es muy alta, mostrando una
identidad del 71% a nivel de aminodcidos (Fig 1).

La funcion de los diferentes homélogos de c3 no se ha
definido claramente. Las funciones propuestas para c3 varfan
dependiendo del organismo en el que se aislé el homélogo. El
gene c3 fue mapeado por hibridacién in situ en cromosomas
politénicos en la seccién 101-F que corresponde al cuarto
cromosoma de Drosophila (Fig. 2 A Reynaud et al., 1997). El
analisis de la funcién de ¢3 mediante genética cldsica en
Drosophila no fue posible debido a que el 4to. cromosoma de D.
melanogaster, también llamado puntual, es el Gnico cromosoma
que no permite utilizar las herramientas genéticas clasicas de D.
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melanogaster. Existe una deficiencia cromosomal en esta zona
que se sabe que abarca varios genes. Esta deficiencia es letal
cuando es homdéciga y cuando es heterdciga tiene un fenotipo
muy pleiotrépico. Nosotros intentamos rescatar esta deficiencia
cruzando a esta linea con moscas transgénicas que expresaran-al
cDNA de ¢3 en sentido y sin embargo, no logramos rescatar el
fenotipo. Esto no es sorprendente debido a la pleiotropicidad de
1a deficiencia. Por esta razén decidimos utilizar un modelo
transgénico en el que expresidramos al cDNA de c3 en
“antisentido” de manera que pudiéramos estudiar el efecto de la
disminucién de ésta proteina durante el desarrollo de
Drosophila. Ademds, generamos un anticuerpo especifico contra
el producto de c3 para utilizarlo en experimentos bioquimicos e
inmunocitoqufimicos. :

Basdndose en experimentos en levadura y plantas Ito et al.
(1991, 1992, 1994) propusieron que el homélogo de c3 se expresa
solamente (o al menos preferencialmente) en tejido proliferativo
¥ que esta involucrado en la entrada y mantenimiento de la fase
"S" del ciclo celular. Si esta hipétesis fuera correcta para
Dosophila, c3 se expresarfa en dominios bien definidos espacio-
temporalmente dentro del embrion de Drosophila , estos
dominios serian faciles de correlacionar con zonas del embrién
que estidn proliferando activamente ya que se encuentran muy
bien caracterizadas (Foe et al., 1993). Sin embargo, 1a ubicuidad
y abundancia del producto de c3 en todos los estadios de los
embriones de Drosophila no apoyan ésta hipétesis, 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 evolucién. En
contraste con esto, nuestros datos son consistentes con la
propuesta de que el homélogo de ¢3 de humano codifica para la
proteina ribosomal S3a (Metspalu et al., 1992). De acuerdo con
nuestros experimentos inmunoqufmicos de fracciones
subcelulares, c3 est4 enriquecido en la fraccién microsomal,
copurifica con las particulas ribosomales 80S y 40S mientras que
no es detectable en la 60S (Fig. 3 C Reynaud et al., 1997). El
transcrito de c3 en Drosophila es muy abundante a lo largo de

todo el desarrollo embrionario y la transcripcién de ¢3 es casi
paralela a la del transcrito de la protefna ribosomal rp49 (Fig.2 B
Reynaud et al., 1997).

Nuestros datos de inmunocitoquimica (Fig.4 Reynaud et
al., 1997) muestran que c3 es citopldsmica y no nuclear en todos
los estadfos examinados. La exclusién del producto de ¢3 del
niicleo podria parecer paradéjica si proponemos que c3 codifica
para una proteina ribosomal ya que es sabido que las pre-
particulas 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 adicién de las diferentes proteinas de
la subunidad pequefia del ribosoma donde se demuestra que
so6lo las proteinas S3 y S21 se agregan a la particula 40S dentro
del nucleolo (Tudorov et al., 1983). Por otro lado, se ha
demostrado que la proteina ribosomal S3a se localiza en la
protuberancia de la subunidad ribosomal 40S y aparentemente
interactiia con los factores de iniciacién elF2, elF3, el tRNA yel
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mRNA asf como con otras protefnas ribosomales (Bommer et al.,
1988; Lutsch et al., 1993) Esta multitud de interacciones con
factores involucrados en la traduccién podrian explicar por qué
¢3 se encuentra secuestrado en el citoplasma, asf mismo esto
también sugiere que c3 se agrega o se acompleja con la particula
ribosomal en el citoplasma y no en el nucleolo.

hecho de que las lineas transgénicas antisentido tengan
un retraso en el desarrollo de 10 a 30 horas dependiendo de la
lfnea transgénica independiente y que los adultos de estas lfneas
crecidos a 25°C tengan un tamafio menor que las moscas
“gilvestres” se puede explicar ya que se sabe que el promotor de
la HSP 70 tiene transcripcién basal o de fuga. El atraso en el
desarrollo y la disminucién del tamaiio son caracteristicas que
recuerdan fuertemente al fenotipo "minute”, estas mutantes
representan un grupo de unos 30 genes repartidos a todo lo
largo del genoma de Drosophila y en general se cree que son
defectuosas en la maquinaria de sintesis de proteinas. Se ha
demostrado que mutaciones en el gene de la protefna ribosomal
rp49 causan un fenotipo "minute” (Konsuwan et al., 1985).
También se ha demostrado que la expresién de un transcrito
antisentido del gene rp49 causa un fenotipo "minute” moderado
(Patel y Jacobs-Lorena, 1992). Tambien, llama la atencion que no
hayamos logrado observar un recrudecimiento del fenotipo
"minute” cuando exponfamos a nuestras lineas transgénicas a
choque térmico durante el desarrollo. Para esto existen dos
explicaciones. 1) Las condiciones de induccién no fueron las
correctas para observar un fenotipo en embriones, larvas, pupas
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y adultos (s6lo en ovarios observamos efecto). 2) La capacidad
de suprimir a la protefna c3 del transcrito antisentido tiene un
limite saturable y no importa si aumentamos la concentracién
de éste, de manera que s6lo se ve el efecto en el tejido mas
sensible, es decir, los ovarios. Este fenémeno también fue
observado por Quian et al., (1988) cuando expresaron un
transcrito antisentido anti rpA1 (ver mis abajo).

Nuestros experimentos de supresién de ¢3 utilizando un
transgene antisentido demostraron que esta protefna es
necesaria para completar el proceso de la ovogénesis. La
disrupcién de la ovogénesis se debe aparentemente a que c3
cumple una funcién esencial en las células del epitelio somdtico
folicular que cubre a las cAmaras de huevo durante la
ovogénesis donde el producto de c3 es particularmente
abundante (Fig. 6 Reynaud et al., 1997). La sensibilidad de la
ovogénesis a una alteracion de las células foliculares se debe a
que éstas son criticas durante el desarrollo del ovario. Estas
células sintetizan de manera muy activa componentes de la
yema del huevo, generan seftales morfogenéticas, protegen la
homesdstasis de la cimara de huevo y finalmente sintetizan los
componentes del corion (Spradling, 1993). Por otro lado se sabe
que el ovario de Drosophila es el tejido con mis ribosomas que
se ha estudiado. Un huevo de Drosophila contiene alrededor de
5x1010 ribosomas y la mayorfa de ellos son sintetizados de novo
en algunas horas entre el estadio 8 y 10 de la ovogénesis. Como
punto de comparacién cabe mencionar que toma semanas
producir 9x107 ribosomas en un huevo de ratén o meses en
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sintetizar 7x108 ribosomas en un huevo de erizo de mar. Por
esta misma razoén el ovario de Drosophila es uno de los tejidos
traduccionalmente més activos que existen (Qian et al., 1988). De
acuerdo a nuestros experimentos de supresién utilizando
transcritos "antisentido”, es facil suponer que cualquier
desbalance en el equilibrio de los componentes ribosomales del
ovario debe tener un efecto mas dramditico en su homeéstasis
que en el resto de los tejidos del organismo, apoyando asf la
hipétesis de que ¢3 codifica para la protefna ribosomal S3a.

La disrupcién especifica de la ovogénesis por la
disminucién de ¢3 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 diferenciacion de las células germinales hacia gametos.
Como ejemplos de estas interacciones cabe mencionar la
relacion entre las células sométicas y germinales, asf como la
sintesis de gradientes de morfégenos. Es de esperarse que casi
cualquier mutacién que afecte ligeramente la biologfa celular de
la Drosophila tenga un efecto amplificado en la ovogénesis. Con
la excepcion de la abundacia de ribosomas en el ovario no existe
a priori ninguna razén para suponer que una mutacién en una

~ proteina ribosomal genere un fenotipo especifico en la

ovogénesis, como ejemplo se sabe que mutaciones en el gene
que codifica para la proteina ribosomal S6 generan tumores
melanéticos en el tejido hematopoyético de la larva de
Drosophila , asimismo, se sabe que la expresion desregulada de
esta proteina estd asociada a procesos tumorogénicos en
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humanos (Watson et al., 1992). Por otro lado, existen varios
ejemplos en los que la disminucién de una protefna ribosomal
afecta a la ovogénesis: la expresion transcrito anti rpA1l
(protefna ribosomal A1l) bajo el control del promotor de "Hsp
70" de un afecta tinicamente 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 disrupcion de la ovogénesis por el transcrito
anti rpA1l. La induccién intensiva del transcrito antisentido anti
rpAl cada 6 horas a todo lo largo del desarrollo embrionario,
larvario y pupario no tuvo ningtin efecto. Mientras que, en el
caso de la ovogénesis un solo pulso de induccién del transcrito
anti rpA1l de una hora en hembras j6venes causa un retraso
significativo en la oviposicién, asf como una disminucién de un
70% en la produccién de huevos de los cuales el 80% no es
viable, en este mismo ejemplo la expresién del transcrito
"sentido” tampoco causé un fenotipo (Quian et al., 1988). Por
otro lado la mutante "string of pearls” (sop) corresponde a
mutaciones en el gene de la proteina ribosomal S2. En esta
mutante las moscas sufren de un pequeiio retraso en el
desarrollo (fenotipo “minute”), ademads, es un gene recesivo que
causa esterilidad en hembras. La esterilidad se debe a que afecta
especificamente el desarrollo de los ovarios, causando que los
ovariolos queden detenidos en el estadfo S de la ovogenésis
(Cramton and Lasky 1994). La expresion de un transcrito
antisentido anti-rp49 ademas de causar un fenotipo "minute”
también hace que disminuya de manera reversible la
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produccion 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 protefna
ribosomal rpL.15. Normalmente Ios nicleos de las células
nodrizas son politénicos hasta el estadfo 4 y después siguen
volviéndose mis poliploides aunque la estructura politénica
désaparece. Mutaciones en ziti hacen que los cromosomas
politénicos no desaparezcan, esto evita que las células nodrizas
vacien completamente su contenido en el huevo, causando asf,
esterilidad femenina.

Ejemplos de otras mutaciones en genesno ribosomales que
también afectan a la ovogénesis son: protefnas de adhesion
celular como la fasciclina IlI, protefnas del citoesqueleto como la
profilina (chickadee), la tubulina y el gene bag of marbles que
codifica para una protefna de funcién desconocida que no tiene
homdlogos conocidos y a la que se le ha propuesto como
funcién la de factor de diferenciacién del cistoblasto. Existen
muchos otros genes de origen muy diverso que afectan de una
manera u otra la ovogénesis subra.yando la vulnerabilidad de
este proceso a mutaciones (Spradling, 1993). :

Epistasis y 1a dindmica de los sistemas complejos; una
visién alternativa del ribosoma. A priori podrfamos pensar que
mutaciones que afecten la funcién del ribosoma producirfan un
fenotipo mis o menos consistente, es decir, cnalquier mutacion
en cualquier protefna ribosomal produciria el mismo fenotipo
generalizado (disminucién en la capacidad de sintesis de
proteinas). Esto es superficialmente cierto ya que esta
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demostrado que mutaciones en diversas protefnas ribosomales
causan un fenotipo “minute”. Sin embargo, a un nivel méis
profundo o detallado esto no se cumple, como es evidente en el
desarrollo del ovario donde distintas mutaciones en protefnas
ribosomales afectan de manera especifica distintos procesos (ver
Tabla 1). En este sentido cabe preguntar ;Por qué mutaciones en
distintas protefnas ribosomales afectan procesos distintos,
especfificos y discretos durante la ovogénesis, en lugar de causar
retrasos o degeneraciones inespecificos? Hasta donde sabemos
no hay una respuesta a esta pregunta y por lo tanto
consideramos que es muy interesante generar un modelo, aun
cuando este sea netamente especulativo, que pueda servir de
base para explicar éste fenémeno. El modelo que nosotros
queremos presentar estd basado en simulaciones numéricas
sobre la capacidad de adaptacion de sistemas cibernéticos
altamente correlacionados, como son autématas celulares y
redes booleanas (Kauffman, 1993).

La epistasis y el ribosoma: en el contexto de este
problema tenemos que definir epistasis como el nivel de
correlacién entre los componentes de un sistema complejo,
estos sistemas los distintos componentes pueden tener o no
distintos niveles de correlacién entre ellos. Un sistema comple,o
altamente correlacionado (es decir altamente epistitico) podria
ser para fines de esta discusién un ecosistema, un organismo
multicelular, una célula, un ribosoma, una proteina o incluso
una red booleana. En estos sistemas cuando un componente es

removido o “mutado” el efecto de esta “remocion”
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normalmente tiene un efecto pleiotrépiéo 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 adecuacién (o
“fitness”) que el silvestre pero tampoco pierde toda su
actividad. La magnitud de la pleiotropfa de la mutacién esta
determinada por el nimero de interacciones epistaticas que
tiene un componente con los otros componentes del sistema, de
tal manera que al aumentar el mimero de interacciones (o el
nivel de correlacién), mas pleiotrépico seré el efecto de la
mutacién. ]

En nuestro caso el ribosoma es un magnifico ejemplo de
un sistema muy epistitico (muy correlacionado y con muchos
componentes). El ribosoma es epistitico a dos niveles, el mas
profundo es la relacién de los componentes individuales del
ribosoma con todas las otras partes de sf mismo. El otro nivel es
celular, donde el ribosoma esti directamente conectado con
todos los componentes protefcos de la célula al ser el catalizador
de su sintesis.

Dentro de lo dicho anteriormente ¢3 es una protefna
interesante ya que nosotros tenemos a una parte de un
componente critico para el funcionamiento general de la célula
(el ribosoma) pero su deplesién solamente afecta Pprocesos muy
especificos (ovogénesis) y como ya se menciond en la discusion
no es el unico caso en el que distintas mutaciones afectan
solamente de manera especifica la conducta del sistema (ver
tabla 1.).
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¢Como podemos explicar este fen6meno en el contexto de
los sistemas complejos? Cuando nosotros tenemos una
mutacién en una protefna ribosomal, dependiendo de su nivel
particular de epistasis, la mutacién causa en mayor o menor
grado, que el ribosoma sea menos eficiente para traducir
mRNASs en general, y sin embargo todavfa es funcional. De
manera que el animal se mantiene vivo (aunque sea “minute”).
Mutaciones en distintas protefnas afectan de manera diferencial
la eficiencia de traduccién de diferentes familias de mRNAs,
que sin embargo, siguen siendo traducidos. Estas familias a su
vez estan involucradas en procesos criticos que necesitan
umbrales minimos de sus productos protefcos. La consecuencia
de esta cascada de eventos es que nosotros vemos un fenotipo
especifico que enmascara el efecto pleiotrépico de la mutacién,
el cual es dilufdo por la “adaptacién” de los otros componentes
ribosomales. Para los ejemplos mencionados en la tabla 1,
nuestro modelo predice que las protefnas 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 traduccion: elF2, elF3, tRNAs y mRNAS)
(Bomumer ef al., 1988; Lutsch et al., 1993) ya que de ser mayor
simplemente serfan letales. A\sf mismo el modelo también
explica por qué la ovogénesis es muy sensible a cualquier
mutacién ya que este pfoceso es en sf mismno muy complicado e
implica una gran cantidad de interacciones, es decir es muy
correlacionado y por lo tanto afectado por casi cualquier

mutacion.
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Todas estas ideas son s6lo un intento de modelo que
evidentemente esta incompleto, muy probablemente sea
erréneo y superficial, sin embargo son ideas que permiten
emitir hipétesis nuevas por lo que. vale la pena tenerlas en

cuenta.

Tabla 1.- Diversos fenotipos de mutaciones de distintas

proteinas ribosomales.
_Protefna ribosomal: | Fenotipo: Referencia:
S3a (c3) La expresion del antisentido Reynaud et
al., 1997

causa pérdida de las células
foliculares, deslocalizacién de
los niicleos de las células
nodrizas, degeneracién del
ovariolo y un fenotipo “minute
moderado.

“String of pearls” detencion del

desarrollo del ovario
en el estadfo 5

de la ovogénesis, “minute”
moderado.

Cramton and
Lasky 1994.

Expresion del antisentido
produce huevos enanos no
fértiles. No minute

Quian ef
al.,1988.

Expresion del antisentido
disminuye la produccién de
huevos y un fenotipo “minute
moderado. Primera protefna
ribosomal demostrada como
causante de un fenotipo
“minute”.

Patel y jacobs-
Lorenal992.

L15 v

No disgregacion de los
cromosomas politénicos
después del estadfo 4 de la
ovogénesis y esterilidad
materna. No “minute”

Dejetal., 1997

S6

Tumores melanéticos en el tejid
hematopoyético. No “minute” (:1
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VIIL.-Conclusiones:

En conjunto nuestros datos apoyan la hipétesis de
que c3 codifica para la protefna S3a de la subunidad ribosomal
pequeia. El hecho de que la concentracién de transcrito y de
protefna sean constantes a lo largo de todo el ciclo de vida de la
Drosophila es compatible con el patrén esperado para una
proteina ribosomal constitutiva como rp49 que usualmente se le
utiliza como transcrito constitutivo control en Drosophila. Asf
mismo, el enriquecimiento del producto de c3 en ribosomas
intactos (80S) y en la particula ribosomal pequeiia (40S) pero no
en la grande (60S) confirman la hipétesis de que esta proteina
corresponde a S3a. Como ya se mencioné antes, el fenotipo
"minute” se asocia generalmente con una disminucién de la
funcién de protefnas ribosomales, éste fenotipo se observé en
moscas portadoras del transgene "antisentido” anti-c3; en
moscas que sobre-expresan ¢3 (lineas sentido) no se observé
ningun fenotipo. Es bien sabido que en general el exceso de
protefnas ribosomales no incorporadas a particulas ribosomales
no causa fenotipo ya que son degradas muy riapidamente.
Ademads, el hecho de que la induccién del transcrito s6lo afecte
al ovario que es el tejido con mas ribosomas que se conoce y que
es muy sensible a cualquier desbalance metabélico, también
sugiere que c3 sea una protefna ribosomal. Cabe resaltar que
resultados andlogos fueron obtenidos por otro grupo
expresando un antisentido para la protefna ribosomal rpA1l
(Quian et al., 1988).
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Analizando los datos retrospectivamente, era muy probable que
aisla&ramos a una protefna ribosomal dado el tipo de seleccién
que utilizamos, ya que un “tamizado diferencial” es un método
para aislar transcritos especfficos pero abundantes en un tejido,
en este caso ovarios de mosquito, que es un tejido
particularmente activo en la sintesis de novo de ribosomas
(Besansky, 1992). .

Es paraddjico y reconfortante que si bien ¢3 es una proteina
ribosomal constitutiva el efecto mas evidente de su supresién se
observa en el tejido de donde originalmente se aislé como un
transcrito enriquecido, el ovario, atan estudiando este efecto en
un organismo distinto. Por otro lado, se debe resaltar la utilidad
de la expresion de transcritos antisentido en el analisis de la
funcién de un producto génico, sin perder de vista que la
supresion del transcrito por el antisentido nunca es completa. Es
también interesante hacer notar lo dificil que es predecir el
efecto de una deficiencia o supresion en la dosis génica de
cualquier gene, atn incluso, en genes constitutivos y
abundantes como una protefna ribosomal. Y por ultimo, es
prudente proponer al ovario de Drosophila como un tejido pre-
sensibilisado para estudiar el efecto fenotfpico de muchas

mutaciones.

56



VIIL.-Bibliograffa:

Ashburner, M. 1989.Drosophila Laboratory handbook. Cold
Spring Harbor Laboratory Press. p.1029-1030.

Atherton, D., and J. Gall. 1972. Salivary gland squashes for in
situ nucleic acid hybridization studies, Drosophila inf. service.
49:131-133.

Auclair, D., B.F. Lang, P. Forest, and L. Desgroseillers. 1994.
Analysis of genes encoding highly conserved lysine-rich
proteins in Aplysia californica and Saccharomyces cerevisiae.
Eur. ]J. Biochem. 220:997-1003.

Ausubel F. y otros. 1994. Current protocols in molecular biology
John Wiley and Sons, Inc. pp-16.7.1-16.7.5

Besansky, N., ]J. Finnerty, and f.H. Collins. 1992 Molecular
perspectives on the genetics of mosquitoes.

Bradford, M. 1976. A rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein utilizing the
principle of protein dye binding. Anal. Biochem. 72:248-254.

Brennan, M.D. A.]. Weiner, T.J. Goralski, and A.P. Mahowald.

1982. The follicle cells are a major site of vitellogenin
synthesis in Drosophila melanogaster. Dev. Biol. 89:225-236.

57




Birnie, G. D.1972. Subcellular components: preparation and
‘fractionation, 2th. ed. University Park Press, Baltimore.

Bodestein D. 1950. The post embrionic development of
Drosophila. Biology of Drosophila Facsimile edition Cold Spring
Harbor Laboratory Press 1994. p. 304-306.

Bommer, J. Stahl, A. Henske, G. Lutsch, and H. Bielka,
1988.Identification of proteins of the 40S ribosomal subunit

involved in interaction with initiation factor eIF-2 in the
quaternary initiation complex by means of monospecific
antibodies. FEBS Lett 233:114-8

Burnette, W.N. 1981. Electrophoretic transfer of proteins from

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels to unmodified
nitrocellulose and radiographic detection with antibody and

radioiodinated protein A. Anal. Biochem. 112:195-203.

Capecchi, M.R. 1989. Altering the genome by homologous
recombination. Sience. 244:1288-1292.

Chomézynski, P. and Sacchi, N. 1987. Single-step method of
RNA ‘isolation by acid guanidinium Thiocyanate-phenol-
chloroform extraction. Anal. Biochem. 162:156-159.

Collatz e., N. Ulbrich, K. Tsurugi, H. N. Lightfoot, W.

58



Mackinlay, A. Lin, and 1. Wool. 1977 Isolation of Eukaryotic

ribosomal proteins. J. Biol. Chem. 252: 9071-9080.

Cramton S. E., and Laski F. A. 1994. String of pearls encodes

Drodophila ribosomal protein S2, has Minute-like
characteristics, and is required during oogenesis. Genetics.

137:1039-1048.

Dej K. and Spradling A., 1997. 38th Annual Drosophila
Research conference, program and abstracts volume pp:8.

Fleischman, R D., and 39 others. 1995. Whole-genome random
sequencing and assembly of Haemophilus influenzae Rd.

Science. 269:496-512.

Flemming G. 1986. Biologfa y ecologfa de los vectores de la
malaria en las Américas. Organizacién Mundial de la Salud.
Washington D.C.

Foe V., Odell G. M., and Edgar B. A. 1993. Mitosis and
morphogenesis in the Drosophila embryo. The Developement

ofDrosophila melanogaster. Bates, M., Martinez-Arias, A.
Editors. Cold Spring Harbor Laboratory Press., New York,

PpP-301-324.

Garret, J.M., K. K., Singh, R.A., Vonder Haar, and S.D. Emr.

59

A A g i e



)

U

L

(VAR VER VIRV IRV VIRV VIV AV IR VERY

J

Uou

U

1991. Mitochondrial protein import: isolation and
characterization of the Saccharomyces cerevisiae MFT1
gene.Mol. Gen. Genet. 225:483-491.

Gordon, H. M., G. Kucera, R. Salvo, and J. M. Boss. 1992. Tumor
necrosis factor induces genes involved in inflammation,
cellular and tissue repair and metabolism in murine
fibroblasts. J. Inirnun.148:4021-4027.

Greenspan R.J. 1997. Fly Pushing. The theory and practice of
Drosophila genetics. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
New Yorkpp. 12-17.

Harlow, E., and D. Lane. 1988. Antibodies a laboratory manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York. pp.53-138.

Hagedorn, H. H., J. E. Shapiro, and Hanaoka, K. 1979. Ovarian
ecdysone secretion is controlled by a brain hormone in an
adult mosquitoe. Nature 282: 92-94.

Handke-Kociok, M., and W. Liebrich. 1986,. Asimple method
for staining chromosomes in whole embryos of Drosophila.
Drosophila Inf. Service 3:142.

Heimer, G.V., and C.E.D. Taylor. 1974. Improved mountant for
immunofluorescence preparations. J. Clin. Pathol.27: 254-256.



Hotchkin, P.G., and Fellon, A.M. (1987). Ribosome metabolism
during the vitellogenic cycle of the mosquitoe, Aedes aegypti.

Biocheim. Biophys. Acta. 924:352-359.

Ito, M., H. Kodama, and A. Komamine. 1991. Identification of a
novel S-phase specific gene during the cell cycle in )
syncronous cultures of Catharanthus roseus cells. The Plant J.
1(2):141-148.

Ito M., A. Yasui., and A. Komamine . (1992) Agene family
homologous to the S-Phase specific gene in higher plants is
essential for cell proliferation in Saccharomyeces cerevisiae.

FEBS Lett. 301:29-33.
Ito M., A. Yasui. and A. Komamine. (1993) Precise mapping and

molecular characterization of the MFT1 gene involved in
import of a fusion protein into mitochondria in Saccharomyces

servisiae. FEBS 320:125-129.

Ito M., S. Tsutomu, H. Fukuda, and A. Komamine. 1994.

Meristem-specific gene expression directed by the promoter
of the S-phaseoﬁpedﬁc gene cyc07, in transgenic Arabidopsis.
Plant Mol. Biol. 24:863-878.

Kauffman S.A. 1993. The origins of order.Oxford University
Press. pp173-281.

61

R ETE TR P

s

T e i

R R R N e



Kho, C.J., and H. Zarbl. 1992. Fte-1 a v-fos transformation
effector gene, encodes the mammalian homologue of a yeast
gene involveld in protein import into mitochondria. Proc.
Natl. Acad. Sci. 89:2200-2204.

Kidou S., M. Umeda, T. Tsuge, A. Kato, and H. Uchimiya. 1994.
Isolation and characterization of a rice cDNA similar to the S-
phase-specific cyc07 gene. Pant Mol. Biol. 24:545-547.

Kogan, P.H. (1990). Differential effects of limiting polyamine
synthesis on expression of RNAs during vitellogenesis in the
mosquitoe Aedes aegypti . Molecular insect science. (H.H.
Hagerdorn, Hildebrand, M.G. Kidwell, and J.H Law,
editores), p326. Plenum Press, New York.

Koller, C.N., Dhadialla, T.SA., and Raikel, A.S. (1990). An in
vitro study of vitellogenin endocytosis by cocytes of the
mosquitoe Aedes aegypti . Molecular insect science. (H.H.
Hagerdorn, Hildebrand, M.G. Kidwell, and J.H Law,
editores), p327. Plenum Press, New York.

Ko\ngsuwan, K., Yu, Q., Vincent, A., Frisardi, M.C., Roshbash,
M., Lengyel, J.A., and Merriam,]J. (1985) A Drosophila Minute
gene encodes a ribosomal protein. Nature 317: 555-558 i

Kuhn, T.S. (1970) The structure of scientific revolutions.
University of Chicago Press.

62



A ARV VALY

-

Laemmli U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during
assembly of the head of bacteriophage T4. Nature 227:680-

685.

Lea, A.O., and Brown, M.R. (1990). Neuropeptides in
mosquitoes. Molecular insect science. (H.H. Hagerdorn,
Hildebrand, M.G. Kidwell, and J.H Law, editores), p181-188.

Plenum Press, New York.

Lee,].K., R.S. Coyne, R.R. Dubreuil, D. Branaton, and L. S. B.
Goldstein.1993. Cell shape defects in a-spectrin mutants of
Drosophila melanogaster . J.Cell Biol. 123:1797-1809.

Liang P., and A. B. Parde. 1992. Differential display of
eukariotic messenger RNA by means of the polymerase
chain reaction. Science 257:967-971.

Liao, D. and P. P. Dennis. 1994. Molecular phylogenies based on
ribosomal protein L11, L1, L10, and L12 sequences.] Mol Evol

38: 405-419.

Lin, J.X., and }J. Vilcek. 1987. Tumor necrosis factor and
interleukin-1 cause a rapid and transient stirhulation of c-fos
and c-myc mRNA levels in human fibroblasts. J. Biol. Chem.

262:11908.

63



Lindsley D. L., and G. G. Zimm . 1992. The genome of
Drosophila melanogaster. Academic press. pp.441.

Lutsch G., J. Stahl, H. J. Kargel, F. Noll, and H. Bielka,1990.

Immunoelectron microscopic studies on the location of
ribosomal proteins on the surface of the 40S ribosomal

subunit from rat liver. Eur J Cel] Biol 51: 140-50.

McKearin D., and A.C. Spradling. 1990. Bag of marbles a
Drosophila gene required to initiate both male and female

gametogenesis. Genes Dev. 4:2242-2251

Metspalu, A. A. Rebane, S. Hoth, M. Pooga, J. Stahl, and J.
Kruppa. 1992. Human ribosomal protein $3a: cloning of the
¢DNA and primary structure of the protein. Gene. 119:313-

316.

Mohler, J. and E.F. Weischaus. 1986, Dominant maternal-effect
mutations of Drosophila melanogaster causing the production
of double abdomen embryos. Genetics 112:803-822.

Osborn, M., and K. Weber. 1982. Inmunofluorescence and
immuncytochemical procedures with affinitty purified
antibodies:Tubulin containing structure. Methods Cell Biol.

24:97-132.

Patel R., and M. Jacobs-Lorena. 1992. Generation of Minute

64

2 bt o s e



phenotype by a transformed antisense ribosomal protein
gene. Dev. Gen. 13:256-263. )

Quian S., S. Hongo, and M. Jacobs-Lorena. 1988. Antisense
ribosomal protein gene expression specifically disrupts
oogenesis in Drosophila melanogaster. Proc. Natl. Acad. Sci.

U.S.A. 85:9601-0605.

Raikhel,A S., Dhadialla, T.S., Cho, W.L., Hays, A.R., and Koller,
C.N. (1990). Biosynthesis and endocytosis of yolk proteins in
the mosquitoe. Molecular insect science. (H.H. Hagerdorn,
Hildebrand, M.G. Kidwell, and J.H Law, editores), p147-154.

Plenum Press, New York.

Sambrook, J., E.F. Fritsch, and T. Maniatis. 1989. Molecular
cloning a laboratory manual. Second edition. Cold Spring

Harbor Laboratory Press.

Sanger, F., G. G. Brownlee, and B.G. Barrell. 1977. DNA
sequencing with chain terminating inhibitors. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74:5463.

Santon B, and M, Pellegrini. 1980. Expression of ribosomal
proteins during Drosophila early development. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:10;5649-5653.

Seed, B. 1982. Attachment of nucleic acids to nitrocellulose and

65

s s vy e o S 1




VERVERVIRVIRY

J

Y VRV Y

diazonium substituted supports. In Genetic engineering:
Principles and methods. J.K. Setlow and A. Hollaender, vol.
4, p.91. Plenum Publishing, New York.

Smith, D.B. 1993. Purification of gluthatione-S-transferase
fusionproteins. Methods Mol.Cell Biol. 4:220-229.

Spradling, A.C., 1993. Developemental genetics of oogenesis.
The Development of Drosophila melanogaster. Bates, M.,
Martinez-Arias, A. Editors. Cold Spring Harbor Laboratory
Press., New York, pp. 1-70. '

Spradling, A.C., and G. M. Rubin. 1982. Transposition of cloned
P-elements into Drosophila germline chromosomes. Science
(Wash. DC). 218:341-347.

Todorov, 1. T., F. Noll and A.A. Hadjiolov. 1983. The sequential
addition of ribosomal proteins ;:luring the formation of the
small ribosomal subunit in Friend erythroleukemia cells. Eur.
J. Biochem. 131:271-275.

Wang D., H. Umekawa,and M.O. Olson. 1993. Expression and
subcellular locations of two forms of nucleolar protein B23 in

- rat tissues and cells.Cell. Mol. Biol. Res. 39(1):33-42

Watson K. L., K. D. Konrad, D. F._Woods, and P. J. Bryant. 1992.



J

J

LY SRy A |

Drosophila homolog of the human S6 ribosomal protein is
required for tumor suppression in the hematopoietic system.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:11302-11306.

Wilkinson-Sproat,J. and Wohldman,P. 1994. The C. elegans
genome project: Contiguous nucleotide sequence of over two
megabases from chromosome III Nature 368, 32-38.

Winsconsisn GCG sequence analysis software: Program Manual
for the Wisconsin Package,Version 8, September 1994,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison,

Wisconsin, USA 53711

Zheng, L., Saunders, R.D.C, Fortini, D., Della Torre A., Coluzzi,
M., Gover, D.M., and Kafatos, C. F. (1991) Low resolution
genome map of the malaria mosquitoe Anopheles gambiae.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 88; 11187-11191.

Zurita M., E. Reynaud, , and F.C. Kafatos. (1997) Cloning and
characterization of cDNAs preferentially expressed in the
ovary of the mosquitoe, Anopheles gambiae. Insect Molecular

Biology 6(1); 55-62. \

67



VU Y)Y )

LRV IRV ARV BV |

~

Apéndice:

A) Cloning and characterization of cDNAs
preferentially expressed in the ovary of the mosquito,

Anopheles gambiae.
M. Zurita, E. Reynaud and F.C. Kafatos. 1997 Insect molecular biology

6(1), 55-62

B) Antisense suppresion of the putative
ribosomal protein S3a gene disrupts ovarian
development in Drosophila melanogaster.

E. Reynaud, V. Barajas, V. N. Bolshakov, F.C. Kafatos, M. Zurita. 1997. )
Molecular and general gene\ua. In pteu.



insect Molecaiar Biology (1997) 8(1), 55-62

Cioning and characterization of cDNAs
preferentially expressed Iin the ovary of the mosquito,

Anopheles gambiae

n. Zwhe,' L. Reynaud® and F. C. Katatee®®

molecular genetics has included continuing stforts to
a DNA transfo! pr

de Gendticay F Y
de Bio fa, Universidad Nacional ation of phy and g maps. and “"0
A "3 uer Méxie clonlno and ch.r.ctorlunon of carefully selected
2Department of Cellular and De ! Biology, genes (Crampiton er al.. 1990; Zheng et s/, 1901, 19903;
:'lrvl'd" ity M. M. its, USA, and Muller et al., 1995). In this work we report the cloning of
Eu o Biology Laboratory, two genes preferentially expressed during An.
Meoicetderg. Germany. gambise cogenesis.
Oogenesis is one of the most interesting blologlcal
Abetrast processes in terms of d lopment and phy QY-
Many including An. @ require a
We wsed @ilsrential screening te isciate rom an vertebrate blocod meal to the -
ovarien ¢ONA Hbrary twe SRpr hat procesas. Initiation is & P h
are enriched ially ln ot m in which the nervous system is stimulated 'o pvoduco
hor that ap ently act directly on the ovary
[ n ot &al, 1979; & Hagedorn, 198S;

m“-‘.m“dm
"ae, iptis
mmuua'm.mnncmm

Cho et al., 1905). In paraliel. digestion of the in
the mldgut activates the productlon of large amounts of

oncedes o pratein that is highly ved in .
ond has boen implicated in growth control although e

* Ly e. Both @ can be used to
osludy gone asltivation during An. gambise ceogenesis.
Key An. @ ovary, bhistones, cDNMA
clonoe.

Invedustion

Malaria continues 10 be a major public health problem
in tropical areas of the world. The mosquito Anopheles
gambise, the primary vector of humnn malaria in
Africa, is resp for appr a mit
deaths per year (Garham, 1988; Warrell or al., 1“0)

o ' in the fat body, which eventually triggers
th. vitellogenic growth of the cocyte ( Bchm otal., 1978;
Borovsky ef a/., 19835). Thess physi Qical pr
may p ies for novel of
control. In thl. m we report the cioning and char-
acterization of two cDNA clones corresponding to
transcripts that are sudbstantially enriched in the ovary
of d-fed An. g

Results and Discussion
Identitication of cONA ciones preferentially expressed in
the ovary of An. gambiae

Approximately 100,000 independent recombinant
from a cDNA library made with polyA™ RANA

Other species of the same genus (e.g. An.
are also important malaria vectors in other tropicul
r.glomoﬂhoworld (Rodriguez Orll 1995). Despite its

from adult females 48 h after a blood meal wers used in
a typical differential screening experiment (St John &
Davis, 1979). cONA made from polyA™* RNA from
ovaries was used as positive probe and several

wers fied (data not shown). Two of these

in di trar ion, the Anopheles
mo.qum has only recently been studied using mole-
cular biologi ques. R ch in Anop

Received 20 February 1988, accepied a Mly 1998. Correspondence:
ov Mario Zurita, de Insituto

de Mexico, Aper
moum,mm.n-u.
© 1907 Blackwell Science Lid

clones (numborod 3 and 8) were analysed in Northern
blot exper m that the transcripts are
enriched in total RNA from ovary compared to total
ANA from females minus ovaries or total RNA from
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CLONE 8
Ov. F- %]

56
CLONE 3
Ov. F- M

histone He
oM

Ow.

CONTROL Et. Br

ovarign cONA library. Probes wers hytridized

Mgure 1. fonherm DICT experiments using as probes the indicated cDNA ciongs, isolawd from an An.

agminst egplicate Diots Dearing 101al Ovarian ANA (anes indicated as Ov.); tota! RNA from females minus Ovarise (lanes indicated gs F —); and 10tal RNA from males

% (8-AAGCGTCATCGTAAAGTT-S). The convol panel wae idized with & probe (clone 1) that
the signais in the thres RINA preparations. The Et.Br. pane! shows the RNA sgsrose

(mnes imlicated As M). The ovarisn RNA used lnmllcwmuummwm CDNA library conatruction (48 h past bload meal). The histone 4 pane! is the
Pyl

mmu- ofthe blot with a

to
stained with

-'uuchbn W

males (Fig. 1). After nor ywitha CDNA
a8 wel as with the ribosomal RNA, the RANAs that
correapond 10 ciones 3 and 8 appear to be about 20
and 40 times, respectively, more abundant in the ovary
than in the other preparations. Considering the sub-

of RNAs that corre-

difte al expr
spond 10 ciones 3 and 8. we investigated the nature of

the products encoded by these two genes
c of clone J

S lysis and 9

acmauvoubpm longmandcom‘ln.nn open
n.dmg frame of 260 amino acids. beginning with a
31 (Fig. 3). A stop codon

at r 1o otict

upstream of the tirst ATG in the same frame suggests

that the cONA clone contains all the protein-coding
interesting characteristics are

ssquence. Some

evident in the ORF of clone 3. It contains & high
number of basic acid residues (18%), esp

in clusters within the amino-terminal region. A yut.tlvo
nuclear localization signal is present between amino
acid positions 221 and 224.

A search of GenBank showed that similar genes
have baen cloned from other organisms (youl pmmt
and vertebrates), and that ck 3e
highly conserved in evolution. The myhott ldontny.

70%, is with its mouse homologue (Fig. 4).
Several functions have been postulated for the

product of the C3 gene. 110 of a/. (1991) and Fekuda ef
&/ (1994) proposed that the protein has a role in the
control of the S phase of the cell cycle in plants. Two

20
9.4
6.5

4.3 —

23 —
20 —

2.3 ~
2.0 —

Mg 2. Southern Dot experiments of 1tal 4. gambiae genomic DNA (about
10 ug per iane) hybridized with cloness C3 or C8 88 probes. Lans 1, DNA
digesnd with £cefl; lane 2, DNA @igested with Mindiil.

£ 1987 Biachwell Science Lid, insect Moleculer Biology 8: 5582
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3/ 317
TIT TTT TIT £PY TTA TCG IaA AGT OTA ACC ATG OCG GTC OOC AAA
»et ale val glv lve
61/31 01/21
AM GRA O AAG AMA QGT TCC AAA AAG AAC GTC QTG GAT CCG TTC
lys gly slo lys lys @ly ser lys lys lys val val asp pro phe
121731 153741
TAC QAT OB AAG GCC CCG AAC ATG TTC AAG AAC COC CAG TCC GQOC
Syr aop wal lye ele preo asn set pha lye sen arg ¢ln ser $ly
101/82 21/62
CGT ACC CAE @OC ACG AAA ATC GCC 1CG GAC GUT CTG AAG QOC COC
arg thr glo gly thr iye (le ala ser asp gly leu lys gly arze
2e1/72 ari/en
UG GIT @A CYG CAG AAC GAG CCC GAT GCG GAG AGA TTT TIC COC
low ola anp lou gln ean @lv Pro sop 4le glu arg ser Pphe are
mn/n 3317303
AAG ASE BTG AAC GOC COT GAT OFC CTP ACC AAC TIT CaC QOY
ale ¢lv ser vel eon gly arg eop val leu thr asn phe hie gly
3817112 I*L/123
GAC ARG €T8 COA TOC ATC OTC AAT AAA TGC CAA ACC CT0 ATC GAD
lem arg ser met val asn lys trp @1n Cthr lew ile 9lu
68171412
T TOC

asp lve
4337101
AAC ACC SCT AT AOC TTC ATG CTG COC OTC ATC aoc TYC
1ye Chy he aop @ly phe met leu arg val phe cys ile sly phe
4817182 $11/161
ATG 100 CAS COC AAG ACC TOC TAC GCC CAC CAC TG CAG ATC AAG
eln esg lys thr cye tyr ale @gin ::: ::: @®ln ile 2ye
’
GCT ATC ATT AAG CGT GAA ATC ACT AGC ACG QAT CTG AAD
et ele fle 11@ lys arg 9lu ile thr ser thr amp leuw 1y
4017192 631/301
CTC CIC OC GAC TCT ATC OCT AAG GAT ATC GAG AAC
lou lou pre atp ser ile ala lys asp ile glu lys
881/213 "l/?:l
€ac anr ATT COC ARG QTG AAGC OTC CTG
) syr ile are lys val lys val leu lyve lvs pre are
7337361
GOC AAG GCT OCT QAA OTO

his sep
231,332
CTC A6 GAA TIC CAC GOA GAT Goc goc
lou sut glu Seu hie @ly aap sly sly lys ala sla @lu veld
7937283 0117261
TOC QPP AFC @7C JIT OTC CaT CCC QAA QAC TAC QM CCA
"l val val val ave pre glu gly :;: olu pre pre
G
ag? gar car
TAA

met soe
843/3M
ATG ACS

ela cys glin

osr gly
843/

ATA ICY &C COG ATG CYC OAC CGG TOT TGA GGG

201/ 233/
GAC TAC ATC

AAC CAT 0 CTG GAT QUT CCC OTGC TG TIT

%1

G7C TUT TIC AAC CAG CGA GCA ACT GAT AGA
J083
MR

103
TIC TAY AST ANT AAA AAA AAA AAR AAA AMA

closely reialad genes are present in the Seccharo-
myces cerevisise genome, and simuitaneous disrup-
tion of both has an effect on yeast cell proliferation (o
otal., 1902). The similar genes from humans and mice
have been reported as effectors of the fos oncogene in
tissue culture cells (Kho & Zard!l. 1992). Cultured celis
in which the C3 homologue has been disrupted are not
transformed when the fos oncogene is activated.

ALY
asn

acqg
thr

different cellular pr
systems such as yeast and Drosophils,

mutants can be used

iye

(13
GAC AMA GAG AAA QA DRC.ACT

T gre

oy
AAG
iys
iow
ana
ol

aALG
iys

Cloning and characterization of cONAs

*cc
val ser
GAT TOG
asp trp
MAC
vel e
QTS e
vel ser

<re eve
leu wval

TS ACG ACT

are

are
val

TAC
37

cra
1w
oly

thr thr
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h& 3 cDNA ang
amino scid Cilone 3 cONA is

'Clbohﬁl n Open
~lmlm“&ﬁﬂ‘l.m from Mm It
837. Numbers batore and afer a solidus identify
Nuciactide and AMiNO 8CIJ PaBItionS. reepectively.
A TGA codon netr the Siarn of the SERLENCE
{underiined) Sugaweia tha! The Mmemionine at
nucieotide 31 is the initiatar armino acikd. Naar the 3
enda signe) is
and is y
1480y by 8 poty A tail. GenBlank SOCERMON MUIMer
XEDI8S.

b 4
in which

in p lie! with bi

assays, should help define its function.
The genomic organization of clone 3 was determi-

n biot - ents such as those

a by S
shown in Fig. 2, in

total ito DNA was

aigested with two different restriction enzymes and
blot hybridized against clone 3. The single S kb Mindill
't that hybridizes with the probe suggests that

MHowever, Metspalu er &/. (1992) identitied the same
human gene as on® similar to that which er

th:. gene is present only in one copy in the An.
7 genome: similarly. most of the mMRANA

ribosomal protein S3a. These hypotheses could b.

s ce is od w & 3 kb EcoR! fragment. A

teniatively reconciied by speculating that a ri
protein or a protein that binds to the r is
important for ceil growth, and that its trangcription is
activated (directly or indirectly) by the product of the

fos in 8 celis. A more detailed
mtc of the different possible roles of this gene in

© 1997 Biachwuit Scionce Lid, /nsect Molecu/ar Bioiogy ©: 56-82

Southern biot containing in each ltane a pool of DNA
representing an individual division of the An. gambiae
nurse cell polytens chromosomes (Zheng et a/.. 1991)
was hybridized with cione 3. The resuits showed that
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Saccharomyces
Rice

Catharanthus
Homo

Rat

Mouse
Aplysia
Anopheles

Saccharomyces
Rice

Catharanthus
H

Saccharomyces
Rice
Catharanthus
Homo

Saccharomyces
Rice
Catharanthus
Homo
Rat
Mouse
Aplysia
Anopheles
241 273 sggont;ty
s.cch.rcuvco. ceee.. . PEE
Rice .. ...YAKEDX 61
Catharanthus R 62
Homo 69
69
70
69

Figure 4. Alignment of the amino acid sequences encoded by cione IcONA with known The reported in the GenBank correspond
to: Saccharomyces (Ac.Num. XS5360: Ito eral., 1992). rice (Ac.Num. D20080; Uchimiya et al., 1904); Catharanthus (Ac. Num. DO 1058 Ito @7 8/.. 1981); Momo (Ac.Num
L13802; Mespalu o7 /.. 1982): rat (Ac.Num. M84716. Kho & Zlvbl 1982); mouse (Ac.Num. MEEX3S; Gordon @fe/., 1992). Apiymis (Ac.Num. Xe8555,; Auclair eral.

code. The amino acids identical to the C3 putative protein are shadowsd. The percent identity of

1964). Amino acids are by the
sach sequence relative 10 that of An. gambise is -ho'n

© 1997 Biackwei! Science Lid, /nsect Molecuiar Biology §: 55-82
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1/ 2 ¥4
mcccmuunmmmmcmm” 1°TCCGC!CMC1€GMG'ICCCMAGC
/7

AAR ATG CCC CCG AAG ACC AGC GGC AAG OGCA OCT AAG AAG TTC GGC AAG GCG CAG AAG AAC

wmet pro pro lys thr ser gly lys ala ala lys lys ser gly lys ala gin lys asn
121720 151730
ATC TCC AAG TCG GAC AAG AAG AAG AAG CGC AAG ACC CGC AAG AGA GCT ACG CCC ATC TAC
ile ser lys ser asp lys lys lys lys arg lys thr arg lys arg ala thr pro ile tyr
181/40 2131/50
ATC TAC AAG GTG CTG AAG CAG GTG CTAC CCG GAC ACC GGC ATT TCC TCC AAG GCG ATG AGC
ile tyr lys val leu lys gln val his pro asp thr gly ile ser ser lys ala met ser
241760 271770
ATC ATG AAC AGC TTC GTG AAC GAC ATC TIC GAG CGG ATC GCG CGG AAG TCC COGC CTG GCG
ile met asn ser phe val asn asp ile phe glu arg ile ala arg lys ser arg leu ala
3017800 331/90
CAC TAC AAC AAG CGC TCC ACC ATC ACG TCC CUGC GAG ATC CAG ACG GCG OTG CGA CTG TTG
his tyr asn lys arg ser thr ile thr ser a @lu ile gln thr ala val arg leu leu
3617300 3®1/110
CTC COC GGC GAG CTG GCC AAG CAC OCC GTG G GGC ACC AAG GCC GTC ACC AAG TAC
leu pro gly glu leu ala lys his ala val ser glu gly thr lys ala val thr lys tyr
4217120 451/
ACC AGT TCC AAG TAA GCG ATG GGG OGA CGG TGG AGT OGA GGC TGT GTG CAC GGT CAT GGA
thr ser ser lys Och
403/ 511/
ACG GAC GAC TAC CCA GGA TGA GTG TGT GGA CCA GAA AGA GAC CAG TTC CGT QTG CAG
Sexs 571/
™me CAC GTA CAC COCG TAT TGA GTC TAC CTG TTA AGC TOT TCT CCT AGC TGT AAG TTA
601/ €31/
GOG COC TCG ACA CAA TTT ATC ATC TAA CAC CAC CTA CTA CAG.AGA.TAA TTA TTG AAT GCG
661/ 691/
TCT AMAA CTA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA

Plg. 8. Nuciestidy ssquence of Clone 8 and it p! lmino.cm cmu--uwwmnnuwv-amgnmoonanmmemn
" iden $4-432. A i signalis number XE9186.
4 core are

encode the major
not polyadenylated at the 3’ end (Cheng er a/., 1089).

clone 3 maps in division 158 of the second chromo-
some of An. gambiae. This was confirmed by in situ
hybridization o nurse cell poiytene chromosomes

{data not shown).
S is and g ic organization of cione 8

Morsover, using cione 8 as a probe for Northern diots,
the H28-like transcript levels are very jow in other
tissues as compared with the ovary; in contrast, when

wo hybridized a similar Noﬂhom blot with a synthetic
that r Q & DNA sequence

Clone 8 is 890 bp in length. A methionine at n.
84 (Fig. 5) starts an open reading frame of 123 aa, which
appears 1o represent the total protein coding sequence
(see below). The encoded protein shows cClear similar-
ity with histone H2B from other organisms, and is most
similar %o histones H28 from other insects (Fig. 8).
Nevertheless a few highly conserved residudes in H28

pr.um in all H4 histones. we identified a transcript of
the size corresponding to the H4 mRNA in all aduit RNA
preparations (Fig. 1). The ™4 transcript is reiatively
more abundant in the ovary RNA preparations;
however, it is not as dramatic as for the C8 transcript.
These resuits suggest that the ANA encoded by cione
C8 is an isoform more abundant in the ovary than in

histonas are variant in clone 8 (five asterisks in Fig. 8).

Moreover, ight [] is adenines at m. ¥ om.r aduit tissues.

endof clone § indlc.n that the transcript is poly o are & to be regul. eitherina

iated. The clione 8 transcript is substantially enriched in or in a repli i

polyA” RANA preparations. confirming that the c8 lnMon (Marzlun & Pandey. 1988). lm.r.otmaly. ithas

transcript is polyadenyiated (data not show). in con- been reported that [ RNAS, are not
transcripts that [ 20, inthe 8 of the cell cycle, and are in

trast, it ia well o that
© 1997 Biachwel Science Lid. /nsect Moiecu/ar Biology §: 56~82
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Duck upanxu PAFPRRG SKRAVTKTQRKGORRRKESARESYS XMMW!SBW
Gallus MFPEPAKSAPAPKKGSKRAVTKTORKG! RSAKE S ¥SIYVYKVLEQUHIFDTO I SSRAM
Rat MPEPAKSRPAPRKGSKEAVTKAQRKDGRERKRSAKES YSVYVYEVLEQVNPDTOL SSKAMN
Xenopus MPDPAKESAPAARKGS VTKTOKKDGRERRARSRRE S YARYVY! ZSSKAN
Trout MPEPAKESAFR..RRGSKRAVTKTAGKGGRERRRSAKES YA T BONANM
Psamechinus MPAK . JAGRPAGAS KREESYG L EERAN
Chironomus AP Q. KRRESYAZXY. BSIRAM
Drosophila MN.P TRTORRRRR . KEXESYAZYIYRVELREQVNPDTGI SSRAM
Anopheles MW.PPRTIGRAARRSS . [RA KNISKS TPIYIYRVLROVNPDTGIESRAMN
Duck
Gallus
Rat
Xenopus
Trout
Psamechinus
Chironomus
Drosophila
Anopheles
121 swIdentity
Duck ?7
Gallus XYTESX 79
Rat KX¥TSSX ;’g
Xenopus RYTEAR
Trout RYTSK 78
Psamechinus EYITSK 79
Chironomus RYTSSK 88
Drosophila RYTESK 93
Ancpheles RYTSSKR
for clone 8 and other histone H28 proleins. Only the @ight moat relateds M2 hislones are shown in the figure: duck
(Ac.Num. X71780; unpublished data); trout (Ac. Num.

1991);
identity of each sequerce

ryg.0 ot
(AC Nurn. X14731; Tonjes
shown. Now thet C8

hetof An.

soMme cases tissue specific, containa poly-A tract at the
3’ end (Mannironi et g/, 1989). Moreovar, in the sea
urchin egg the maternal transcript of a specific histone
pene, H2AF/Z. is polyadenylated at the 3’ end and is
located in the egg cytoplasm, in contrast to the pro-
nuclear ilocalization of most materna! histone mes-
sages (Mcisaac era/., 1092). Similarly, C8 may encode
a polyadenylated H2B isoform stored in the mosquito

*09-

in Drosophila mel/anogaster. histone genes are
expressed st two different phases during 0og:
During the first and longer phase of cogenasis (h.r.
are low levels of histone MRARNA, which appear to be
sufticient for the synthesis of histone proteins to
loid nes in

support the build-up of the polyp chr
the nurse cetfis (Ruddel! & Jacobs-Lorena, 1985). The
second phase begins later at stage 10, after the nurse
cetis have reached their full size; at this time the

acid
ral. 1909). Gal/ua (Ac.Num. MS5780Y;
{Ac.Num. X30881: Muh of &/, 1991); Chironomus (Ac.Num. X58335: mnklln a Sdmnm. T900; Mateuo & Yamazaki, 1900);
the C8 The

XO2916; Wirndwin ot 8l 1 rat
WM(M Num. M14142; Kemier & Busslinger. 1088). The amino acidas i to
i from all other Sequences shown at five mgmy eonwv.d PORitions (aslerisks).

y. Sug-

synthesis of histone RNA incr or
gesting that the accumuiating histone transcripts may
provide a store of maternal mRNAS to support the rapia
cleavages that occur during early embryogenesis
(Ruddell & Jacobs-Lorena, 198S). Anophel/es gambias
s is morphologically similar to Drosophila
ocogenesis. Therefore cione 8 may correspond to a
histone H28 iscoform RANA that is produced guring An.
gamb/ae cogenesis and is stored in the egg for rapid
synth s and utilization of its product during early
embryogenesis. Comparative studies on the axpres-

sion of the different histone genes during the An.
will be important to determine if

pgambiae cogene
the expression and distribution of the histone tran-
scripts is similar to Drosophila.

1DNA using

Southern biots of Q chr
cione 8 as probe show hybridization with severail
bands in different restriction digests (Fig. 2). Although

Lad, /nsect [/ gy @: S5-82
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cross-hgmdization with other histone isoforms is not
ruled ot this result sugg: the ibility that the
cione S3pe of histone gene is present in several
copies s he mnomo Future experiments will be
requiredid identify other, non-tissue itic, forms of
the An. ganbdise histone genes, to nn whether they
are orgaised in clusters as in other eukaryotes, and to
svalusteshether the clone 8 isotype is integrated

within camparated from such clusters.
in comhmion, we ha characterized two cDNA
clones witee ranscripts are substantially enriched in
the An. gambise ovary (48 h after a blood meal) at this
time alithe different d o of the
COQeENGER were present in mo ovaries used in this
work, amiparticularly enriched in oocytes larger than
the nurssshamber. Therefore the transcripts identified
may repusent genes that are active during cogenesis
and maysave a function in early mosquito embryo-

Cloning and characterization of cONAs 81

0.8% agarose gels. After transfer to nylon membranes, tilters
were hydbridized with cDNA clones 3 andg 8.

g of the An. g ovarian

C iction and scr

CONA library
PolyA ™ ANA from An. gambise ovaries (48 h post bicod meal)
was punn.d using an o0ligo-aT column (Ausube! er e/, 1 ).
The polyA* ANA was used 1o construct 8 cONA library
cDNA synthesis kit (Stratagene) and was cloned in the i-ZAP
vector. The DNA was packaged using the Gigapack N Gold

as by the plier. About 2 x 10° indepen-
dent were haltof the library was
.mplmod and the other haif was used for direct screening. Poly
A’ RNA from ovaries and from females minus ovaries was
used for synthesis of *’P-labelied cDNA, which was used as
probe in typical differential screening experiments against the

CDNA library.
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Materials
Owaries ofde gambise (Suakoko strain) were a8 h
'ouo-no .-.od meai. At this time after a-biood meal the
i in the micr and it was clear that
allthe of the cog were p . in
mo-tonn- chambers the oocyte was larger than the nurse
and whois maies were

frozen nnd-d for uu'i'luluon of totat RNA. Other materials

were e8: restriction

trom g im; cDNA from
i nul lrom Now England

Nuciear.

ONA and B ranipulations

Sequencing wes performed with a Sequenase 2 kit (US Bio-
chemical) amng double-stranded DNA sequence reactions in
the BlueSoagt vector (Stratagene) or single-strand seguence
reactions & M3 uonvmnv. vectors (Sanger ef a/, 1977).

d ONA ma were performaed according to
protocols s Sambroock @f a/. (1989). All the DNA-DNA and
DNA-ANA syridizations were performed at 42°C in S0%
formamide. 045 » NaCl/45 mm sodium citrate, pHN 7.8, Sx
Oenhart's ssltion, 1% SDS and 100 ug of salmon sperm DNA
por mi. A Se  blot of divi ONA pools (Zheng et a/.,

Auclli'. D Lang, B.L., desGrosaillers, L. and Forester, P. (1994)
is of genes ing higly conserved lnin’nch proteins
z Eur v
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Abstract

. The Drosophila melanogaster homologue of the Anopheles gambiae

C3 cDNA has been isolated and characterized by sequence analysis. The encoded
protein has been localized by immunochemical and immunocytochemical
methods. The Drosophila C3 protein is highly similar to homologues of disputed
function, which have been previously identified in fungi. plants and animals. The

protein is ubiquitous and localized in the cytoplasm. Cell fractionation followed
by detection with a specific antibody preparation shows that the proteili is
associated with the 40s ribosomal subunit. The C3 gene is located in section 101F
of chromosome 4. Antisense transgenic analysis shows that this gene is essential
for oogenesis. The most prominent phenotype of antisense depletion of C3 is
disappearance of the follicular cells of the ovary (where the concentration of C3
protein is normally high) and abnormalities of the associated germ line

derivatives, leading to failure of egg production.

Key words Drosophila Ribosomal protein Oogenesis Antisense Trangenesis




Introduction

Large-scale cDNA and genomic DNA sequencing, and ‘methods for isolation of
sequences that are differentially expressed in specific tissues or developmental
stages, are yielding a wealth of descriptive information on novel genes of
unknown function. The functional analysis of such genes is a necessary but much
more demanding task, which is best addressed in genetically manipulable model
organisms. Gene knock-out or antisense technologies 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
oogenesis of dipteran insects. In this context, we performed differential
screening of a cDNA library from the malaria mosquito, Anopheles gambiae, 1o
obtain cDNASs that are preferentially expressed in the developing ovary (Zurita
et al. 1997). One of these cDNAs, C3, is particularly intriguing in that it is
highly conserved in evolution and has been cloned independently in diverse
organisms, in contexts that suggest widely different functions. Thus, Ito et al.
(1991, 1992) have studied C3 homologues in plants and the yeast Saccharomyce
cerevisiae, 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
homologue has been described-as having diverse putative functions: as an
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). Invertebrate
C3 homologues have been obtained by differential screening of a neuron cDNA
library of Aplysia californica (Auclair et al. 1994), and in the course of
Caernorhabdiris elegans genome sequencing project (Wilkinson-Sproat and
Wohldman 1994).

At




We have used the mosquito C3 clone as probe to recover the D. melanogaster
homologue, so that we could obtain better insights into the physiological function
of C3-type genes during development in a multicellular organism that permits
genetic or transgenic analysis. Co-purification experiments suggest that the C3
product is a component of (or binds to) the 40s ribosomal subunit. The C3 gene
is expressed throughout fruitfly development; its product is represented in all
embryonic cells, and is particularly abundant in follicular epithelial cells of the
ovary. Transgenic analysis indicates that this gene product is essential for
oogenesis. Its depletion by the use of an inducible antisense construct results in
disruption of the follicular epithelium, abnormalities of the germline cells and

eventually resorption of the entire egg chamber.

Materials and Methods

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). Hybridizatdon was performed at 37°C in 37%
formamide, 0.5x SSC. 1x Denhardt’s solution and 1mg/ml salmon sperm DNA.
Sequencing was performed according to Sanger et al. (1977) with a “Sequenase
Version 2.0 Sequencing Kit” (US Biochemicals) as in the manufacturer’s
instructions. Sequence analysis was done using GCG Version 8 software package

(Devereux et al. 1983).
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Plasmid constructs, generation of transgenic flies, heat shock inductdon and

phenotypic analysis

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

_pCaSper-hs vector (Thummel and Pirrotta 1991). For the sense construct the
cDNA was inserted at the EcoRl site and for the antisense construct it was cloned
directionally in the Nor I- Hpa 1 sites of the polylinker after 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
lines carried either the sense or the anti-sense constructs were generated by
inbreeding transgenic progeny for five generations, and then tested by
backcrossing these lines to vw flies. 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 17°C and the laid eggs were counted every 24
hrs. Data from 5 independent lines were averaged and the standard deviation
was calculated and plotted for each day. Three days after heat shock the ovaries
of the same flies were dissected, fixed in Engrailed fixing buffer (140 mM KC],
40 mM NaCl, 4 mM Na3EGTA, 1 mM spermidine, 30 mM Pipes pH 6.9, 0.2%
2-mercaptoethanol, 4% formaldehyde) and stained with DAPI (500 ng/ml in
Engrailed fixing buffer without formaldehyde) (Handke-Kociok and Liebrich
1986). After staining, ovaries were mounted in Gelvatol (Monsanto Chemicals)




and were observed by conventional epifluorescence microscopy. In all
experiments the yw strain was used as a control.

Expression of recombinant protein, production of polyclonal antibodies,
immunoblotting analysis and immunocytochemistry

A 960 base pair fragment of the C3 coding region flanked by BamHI sites was
cloned in the Bam HI site of pGEX1 (Smith 1993). This produced a fusion of C3
protein lacking the first 20 amino acids, and Glutation S-Transferase protein
(GST). This fusion protein was purified as described by Smith (1993) and used
to elicit polyclonal antibodies in Balb-C mice, as described in Harlow and Lane
(1992).

Ovaries or embryos were disrupted in homogenization buffer (150 mM
sucrose, SO0 mM Tris-base pH 7.5, SmM MgCl2, 2mM PMSF, SmM EDTA).
Protein concentration was standardized according to Bradford (1976) and the
samples were clectrophoresed in 12% SDS-PAGE gel (Laemmli, 1970), blotted
onto nitrocellulose and immunostained according to Bumette (1981) using a
1:10000 dilution of anti-C3 polyclonal antibody, followed by alkaline
phosphatase-conjugated goat anti-mouse IgG secondary antibody (Gibco-BRL).

Embryos and ovaries were immunostained using anti-C3 polyclonal antibodies
in a 1:10000 dilution essentially as described (Lee et al. 1993), except that the
fixation step was carried out in Engrailed fixing buffer. Tissue was mounted in

Gelvatol and images were collected in a confocal microscope.

Purification of total RNA and Northern blot analysis



Total RNA was purified using a single step method for RNA isolation acording
to Chomczynski and Sacchi (1978). Northern blot was performed 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 mM
Tris-HCI1, pH 7.6, 3.3 mM MgCl2, 50 mM NH4Cl, 1 mM dithiothreitol, 1%
Triton X-100, 250 mM 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 fracudon. This was
resuspended in 0.25 ml of subunit gradient buffer (20 mM Tris-HCI1 pH 7.4, 100
mM KCl, 1 mM dithiothreitol), cleared at 15600 x g for 15 min, layered on a
10% - 30% sucrose gradient in subunit gradient buffer and centrifuged at
234000 x g for 1.5 hrs. Protein concentration was normalized according to

Bradford (1976).

In situ hybridization of polytene chromosomes

Salivary gland polytene chromosomes from 3rd instar larvae of wild-type strain
Oregon-R were prepared and treated essentially as described by Ashburner
(1989b). The biotinylated probe of C3 cDNA clone was synthesized with “Bio-
Nick Translation Kit” (Gibco-BRL) and hybridization and detection was
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performed 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 several other An. gambiae cDNA clones, corresponding to
‘transcn'pts that accumulate in the mosquito ovary after a blood meal. We used
the An. gambiae cDNA clone as a heterologous probe to isolate the D.
melanogaster homologue, by screening a 0-24 hr embryonic cDNA library.
Several cDNA clones were identified and one which contains the entire coding
sequence was analyzed in more detail. The encoded protein is 240 aminoacids
long and has a molecular weight of approximately 29.7 kilodaltons. Figure 1
compares the D. melanogaster C3 gene product and the homologous proteins
from different phyla . The percent of identity is maximal between mosquito
and Drosophila (71%) but is also remarkably high in other organisms, including

yeast and plants.
By.in situ hybridization of C3 ¢cDNA probe to larval salivary gland polytene

ch}omosomes, the gene was mapped in the region 101F at the base of

chromosome 4 (Fig. 2A).

Developmental expression of the Drosohila C3 gene




Several putative functions have been proposed for the C3 homologues depending
on the organism from which they were isolated. However, an analysis of the
RNA distribution during development has been reported only for plants, where
the gene is reportedly expressed mostly in groliferat.ive tissues (Ito et al. 1991;

Ito et al. 1994.). _
To determine the expression pattern of the C3 gene during D. melanogaster
development. both the RNA and protein distributions were analyzed. Figure 2B
shows that C3 transcript of about 1.1 kb is present at all stages of the life cycle,
paralleling the levels of the rp49 ribosomal protein gene transcript. The C3 (and
rp49) transcript levels are especially high during embryonic development and in
females with developing ovaries. To monitor the levels and distribution of the
corresponding protein, a C3-GST fusion protein was obtained and used to elicit
antibodies in mice. The polyclonal antibody obtained was very specific (Fig.
3A) and was used to confirm that the C3 protein is widely distributed. For
example, Fig. 3B shows the presence of C3 protein throughout the embryo at
various stages of embfyogenesis, in agreement with the ubiquitousness of the

mRNA.

Subcellular distribution of the C3 protein

Although there are conflicting reports in the litterature about the nature of the
C3 homologues (see Discussion), Metspalu et al. (1992) have reported a
ribosomal protein S3a gene from humans which has a high degree of identity
with clone C3. In order to determine whether the C3 gene encodes a ribosomal
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protein, we isolated subcellular fractions and pure ribosomal particles. In
preliminary fractionation experiments, immunoblotting showed that the protein
is detectable in the mitochondrial and microsomal fractions but is depleted from
cytoplasmic supernatants and from nuclei washed with Triton-X100 (data not
shown). Purified 80s ribosomal particles and ribosomal subunits fractionated in
a sucrose gradient (60s and 40s) were tested with the anti-C3 polyclonal
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 microsome-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

In order to visualize the distribution of the C3 protein during embryonic
development and oogenesis, we used confocal microscopy 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 cells and the pole cells (germ line)
are stained; the nuclei are unstained and the cytoplasmic protein is concentrated
both in a broad apical zone and in the basal region. In embryonic division cycles
12-16 (Figs. 4C and 4D), where discrete mitotic domains are known (Foe et al.
1993), the protein is distributed in all the cells: this 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 cytoplasmic and is most intensely represented in the somatic
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follicular epithelium (Fig. 4F-K). In the nurse cell cytoplasm it is present at
relatively low levels (Figs. 4F and 4J), 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
follicular epithelial cells (Figs. 4G and 4H), and at stages 12-14 of oogenesis it
seems partially perinuclear (Fig. 4K).

Phenotypic analysis using sense and antisense C3 constructs

Since the C3 gene currently is not amenable for classical genetic analysis, we
constructed transgenic flies expressing sense or antisense C3 cDNAs under the

control of the /sp70 gene promoter (see Material and Methods). We analyzed 10

independent wransgenic antisense and 8 sense lines, looking for any defects in
adults after heat shock treatment at different stages of development. No defects
were observed after répeated heat shocks (once daily, at 37°C for 30 min)
during days 0-4 or 4-8 of development in the yw and sense lines (data not
shown). However, the antisense lines showed prolonged larval and pupal
development, with an overall developmental delay of 10-30 hrs depending on
the antisense line, and produced small adults (data not shown). The same
phenomena were observed for the antisense lines even when grown at 25°C and
are presumably caused by the leakiness of the Asp70 gene promoter. It is
interesting since prolonged development and small body size of adults is
frequently associated with the Minure phenotype, caused by mutations in genes
that encode ribisomal proteins (Ashburner et al. 1989a).
The most obvious and consistent phenotype in all antisense lines was failure of

egg production. Even at 25°C these lines showed a significant diminution of the
number of eggs laid. After heat shock of adult females of antisense lines their
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egg production was dramatically reduced so that no eggs were laid after 3 days
(Fig. 5). In contrast,the numbers of eggs laid by yw and sense line females after
the same heat shock treatment were only transiently reduced but by 3 days had
returned to normal levels.

The observation that egg production is dramatically reduced in the antisense
lines suggested that suppression of the C3 product may lead to abnormalities
during oogenesis. Ovaries of yw, sense and antisense females were dissected and
analyzed 3 days after heat shock. In all the antisense lines the egg chambers
were comi)lctely abnormal. The abnormalities became clearly evident in
vitellogenic egg chambers, and were frequently associated with disruption of the
follicular epithelium (Fig. 6C). Some egg chambers showed pycnotic nuclei,
others appeared to be fused (Fig. 6B), and in others the nuclei of nurse cells and
oocyte were mislocalized (Fig. 6D). Resorption of the entire egg chamber
apparently ensued, as no late vitellogenic or choriogenic egg chambers were
seen. In contrast, such abnormalities were not observed in yw (Fig. 6A) or sense

lines ovaries (data not'shown).

Discussion

To explore the function of the evolutionarily conserved C3 cDNA sequence,
which we have previously cloned 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-hybridization. As expected,
the fruitfly and mosquito sequences are extremely similar, showing 71%
identity at the aminoacid level. The similarity is also strikingly high in
organisms as diverse as yeast, plants and vertebrates (51% to 67% identity),

12
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suggesting that this type of protein has an important function that has been
retained throughout the evolution of eukaryotes.

The nature of this function has been controversial. Therefore, we used a heat-
shocked regulated antsense ransgene to determine the functional consequences
of C3 depletion during development. In addition, we have developed a anti-C3
specific polyclonal antibody and used it in biochemical and immunocytochemical
experiments.

On the basis of their studies on C3-type genes in yeast and plants, Ito et al.
(1991, 1994) have suggested that this type of genes is only (or preferentially)
expressed in proliferative tissues and is involved in the S-phase of the cell cycle.
However, the ubiquitousness of the protein in the Drosophila embryo do not
support this hypothesis for the fruitfly; it would be surprising if this type of
gene, which is so strongly conserved structurally, would have undergone radical
functional changes during evolution. In contrast, our results are consistent with
the proposal that the C3 homologue from humans is a ribosomal protein, S3a
(Mez1spalu et al. 1992). According to our immunochemical studies the C3

product is enriched in microsomes and co-purifies with the 40s (but not the 60s)
ribosomal subunit (Fig.3C), and immunocytochemical results show that C3
protein is cytoplasmic: only exceptionally low levels are detected in association
with some nurse cell nucleoli (Fig. 4). The C3 transcript also shows widespread
expression during development, paralleling the expression of the ribosomal
protein rp49 gene (Fig. 2B).

Our antisense ‘‘surrogate genetic” experiments have shown that the C3 gene is
required for completion of oogenesis, apparently because of an essential
function in the somatic follicular cells, where the C3 protein is especially
abundant. In addition, the presense of antisense C3 construct, even at 25°, results
in prolonged development and small adult size, features which are frequently
associated with the Minure phenotype (Ashburner 1989a). Both derailment of

13
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oogenesis and Minure phenotypes have been previously associated with
disruptions of ribosomal protein gene function, with different ribosomal genes
showing different propensity for one or the other phenotype. Thus, antisense
disruption of the rp49 ribosomal protein gene produces a weak Minure
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.al. 1988). Of special interest are some alleles of the string of pearls
(sop) gene which block cogenesis at stage 5; this gene encodes the ribosomal
protein S2 (Cramton and Laski, 19943). 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 co-localized with the Minure mutation M(4)1017, but no female
sterility has been reported for this mutation (Lindsley and Zimm 1992)

The specific disruption of oogenesis by C3 depletion does not contradict the
ubiquitous nature of t};c protein, but rather emphasizes the well-known genetic
sensitivity of oogenesis. Many genes involved in general cellular processes, in
addition to ribosomal protein genes, are known to have alleles that affect
oogenesis: examples are the fasciclin III gene, the profilin gene chickadee and
the gene bag of marbles encoding a putative cystoblast differentiation factor
(reviewed in Spradling, 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 chorion proteins in quick succession. The prolonged
development and small adult size associated with the expression of C3 antisense
construct presumably reflects the function of C3 in a wide variety of other cell
types, where it is evidently present (as we might extrapolate from its
ubiquitousness in the embryo).
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Our results support the conclusion that the C3 gene encodes a ribosomal or
ribosome-assosiated protein such as S3a and that cogenesis in D.melanogaster is
particularly affected when some ribosomal protein genes are suppressed,
probably as a consequence of the high requirement for ribosomes and protein

synthesis during egg formation.
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Figure legends

Fig. 1 Alignment of D.melanogaster (Drosophila) C3 putative protein with
representative homologues of different organisms. Shadowed residues are at
least 809 conserved relative to the Drosophia sequence, and overall identity, in ;
percent, is at the end of the alighnment. The sequences (with the GenBank
accession number and references, in parenthesis) correspond to: Saccharomyces,
S.cerevisiae (X55360, Garret et al. 1991, Ito et al. 1992.); Rice, O.sariva L.
(D26060, Kidou et al. 1994); Catharanthus, C.roseus (D011058, Ito et al. 1991
);: Homo, H.sapiens (L13802, Mestpalu et al. 1992); Rat , R.nonergicus
(M84716, Kho and Zarbl, 1992); Mouse, M.musculus (M8833S, Gordon et al.
1992); Aplysia, A.californica (X68555, Auclair 1994); Anopheles, A.gambiae
(X98186, Zurita et al. 1997). Aminc acids are represented by the standard
single letter code.

i

Fig. 2 Chromosomal localization and expression pattern of C3 gene. A In situ
hybridization of C3 cDNA probe to polytene chromosomes. Arrow points at the
signal in region 101F of chromosome 4. B Northern blot analysis of mRNAs
from 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 of mRNA 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 (lane E, single band of about 30
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kd), specificity for the larger C3-GST fusion protein (1ane F, single band of
about 55 kd) and molecular weight standards in kd (lane 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 Subcellular 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 microsome-free cytosolic fraction (C). The major detectable band
(arTow) co-migrates with the band detected in B; the other bands presumably
represent at least in part degradation products that are never seen in rapidly

processed total extracts.

Fig. 4 Immunocytochemistry of whole embryos (A-E, oriented anterior to the
left, posterior to the 'tight ) and egg chambers (F-K, oriented anterior to the
right, posterior to the left), using anti-C3 polyclonal antibodies. A Optical
section of cellular blastoderm of stage 5 embryo. B Higher magnification of the
posterior pole showiné staining both in the pole cells (white arrowhead) and in
the somatic cells 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
cytoplasmic during embryonic development. F Surface view of stage 9 egg
chamber G Transverse optical section of the same egg chamber as in F. The
intense staining in the peripherally arranged follicle cells, 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
cells, excluding the nuclei. I Surface view of stage 10 egg chamber. J Same egg
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chamber as in I but in optical section; note the intense staining in follicle cells
and the lower C3 prevalence in the nurse cell cytoplasm. K Same egg chamber
as in I but at higher magnification; note the slightly perinuclear distribution of
C3 protein.

Fig. 5§ Numbers of eggs laid by yw, sense and antisense lines 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
lines each data point represents the average and standard deviation of five

independent lines.

Fig. 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 egg chambers of normal morphology, each surrounded by a
follicle cell epitheliun:n (artrows). 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 egg chambers appear normal, t

the oldest ones (white asterisks) are grossly abnormal, show fragmentation and
mislocalization of nurse cell nuclei, and are denuded of follicle cells. D Here an
eggchamber from antisense female is in the process of losing 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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