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1.-RESUMEN

La alimentacion que reciben las larvas hembras de la abeja Apis mellifera,
determina si ésta se desarrolla en obrera o reina. Aunque la abeja es el insecto
social mejor estudiado, hasta el presente no se han realizado estudios en los
que se reporten diferencias a nivel molecular entre ambas castas. En este
trabajo utilizamos la técnica conocida como RNA differential display PCR
(RNA-DD PCR) para la amplificacion de fragmentos de cDNAs que codifican para
genes que son diferencialmente expresados durante el desarrollo larvario de
ambas castas; uno de estos fragmentos fue extendido hacia el extremo 5' y
usado como probador para la busqueda del cDNA completo en un banco que
elaboramos a partir de larvas de reina de 4.5 dias. De esta forma, fue aislado
una clona de 2.2 kb que codifica para ef factor de iniciacidon de la traduccion
mitocondrial 2 (IF-2mt). Mediante un andlisis semi-cuantitativo con RT-PCR, se

encontré que este gen es preferencialmente expresado a io largo del desarrollo
larvario de reinas y de manera particular, durante las ultimas 18 horas antes
del sellado de la celdas que ocurre alrededor de los 4.5 dias en reinas y 5.6 dias

en obraras .

El hecho de encontrar que en las farvas de reinas existe mayor cantidad del
mRNA del factor de iniciacion de ia traduccion mitocondrial, nos hizo suponer
que tanto los transcritos mitocondriaies sobre los cuales este factor ejerce su
actividad iniciadora, como los transcritos que codifican para las subunidades de
los complejos respiratorios codificadas en el nicleo, podrian estar tambien
incrementados en larvas de reina. Los andlisis con RT-PCR realizados con un gen
codificado en la mitocondria (subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa) y con un
gen codificado en ef nicleo (citocromo c) confirman, al menos en estos casos, la
hipdtesis anterior. No se encontraron diferencias en el numero de genomas
milocondriales entre reinas y obreras, io cual sugiere que la mayor abundancia
de los transcritos mitocondriales observado en las larvas de reinas con
respecto a obreras es debido a una mayor actividad transcripcional o menor

degradacion de ios mensajeros.

Por otra parte, puesto que el proceso de determinacion de castas parece ser
controlado por hormonas, se decidié investigar si existe una expresion
diferencial de los miembros de la superfamilia de los receptores nucleares.
Como primer paso hacia este objetivo, utilizamos oligonucleétidos degenerados
para amplificar cuatro diferentes fragmentos que codifican para los genes
homdlogos de USP, DHR3, DHR78 y E78A de Drosophila. En un futuro sera
analizado el patrdn de expresion de estos genes en ambas castas.




SUMMARY

The type of nourishment received by the honeybee larvae determines their
development into queens or workers. Although the honey bee is the social
insect best studied, very little work has been performed at the molecutar
level, to understand the events and molecules responsible for the cast
differentiation of this insect. In this thesis, we used the RNA differential
display PCR technique for amplification of fragments of cDNAs coding for
genes responsible for developmental differentiation of both castes. We
identified a clone that encodes a gene homologous to the nuclear-encoded
mitochondrial translation initiation factor (AmiIF-2mt). Semi-quantitative
analysis using RT-PCR throughout the bee development detected a higher
level of expression of this gene in queen larvae in comparison with worker
larvae. analysis of genes that code for two other mitochondrial proteins:
cytochrome oxidase subunit 1 (COX-1, mitochondrial encoded) and cytochrome
¢ (cyt ¢, nuclear encoded) also showed differential expression of these two
genes among queens and workers. In particular, the cyt ¢ transcript is more
abundant in queen larvae and also throughout the metamorphosis of queens.
We found that no significant differences in the mitocondrial copy number
occurred between queens and workers. this suggests that the higher levels of
mitochondrial transcripts observed in queen larvae is either due to a more
pronounced mitochondrial transcriptional activity or to a lower degredation
level of messengers, than to mitochondrial genome dosage .

Additionally, considering that the caste determination process seems to be
controlled by hormones, we investigated if differential expression of
members of this superfamily exists. As a first step toward this objective,
we used degenerated oligonucleotides for the amplification of four different
fragments (two amplified from genomic DNA and two from 4.5 days queen
larvae cDNA ), which encode homologue genes from Drosophila melanogaster.
USP, DHR3, E78A AND XR78, respectively. This receptors are involved in the
requlatory hierarchy induced by ecdysone and influenced by juvenile hormone
on the onset of metamorphosis. In future we expect to analyze the expression
profites of these genes in both castes.



2.0, -INTRODUCCION

2.1.- Biologia y ciclo de vida basicos de la abeja Apis mellifera.

Antes de intentar abordar una revision del conocimiento actual del estudio de la
determinacion de castas, es importante introducir alguno de los conceptos
basicos de la biologia de las abejas. En una colonia existen tres tipos
morfolégicos o castas: un macho o zdngano y dos tipos de hembras, una tértil, ia
reina, madre de todos los individuos de la colonia y una infértil, la obrera, la
cual como su nombre lo indica, cumple de acuerdo con su edad diferentes
funciones dentro de la colmena (Figura 1). La abeja como todos los insectos
holometabolos, pasa por cuatro estados de desarrollo: el embrionario, el
larvario, la pupa y el adulto (figuras 2 y 3). Mientras que el estado embrionario
tiene una duracion de 3 dias en ambas castas, la duracion de los demas estados
varia: la duracién de la etapa larvaria, incluido el estado de prepupa, es de 8
dias en obreras y siete dias en reinas, mientras que el de pupa es de nueve dias
en obreras y de soOlo cinco en reinas (Bertholf, 1925). Incluyendo Ias
aproximadamente 12 horas que tarda la abeja recién nacida en romper la celda
para nacer, la duracién total del desarrolio es 20.5 dias para las obreras y 15.5
dias para la reina. Durante dicho desarrollo tienen lugar seis instars, que son
los periodos entre mudas o ecdisis, de los cuales cinco comprenden la etapa
larvaria. La duracion de los primeros cuatro instar es sincrénico en ambas
castas, existiendo variacion a partir de la segunda mitad del quinto instar y en
el sexto (ver figura 2). El primer instar comprende desde la eclosién del huevo
hasta la primera muda a las 18 horas. El segundo instar también tiene una
duracién de 18 horas, el tercero y cuarto 24 horas y el quinto, incluyendo
prepupa, 84 horas (3.5 dias) en reinas y 108 horas (4.5 dias) en obreras. El

quinto instar separa la prepupa de la pupa y el sexto la pupa del imago adulto.
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Figura 1.- La fertilizacion dei huevo determina el sexo. La alimentacion recibida

por las larvas hembras, determina si se diferencian en reinas u obreras.
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Figura 2.- Desarrollo postembridnico de reinas y obreras de la abeja Apis
meliifera (modificado de Bertholf, 1925, copiado por Beetsma, 1979).
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Figura 3.- Principales estados de desarrollo de la abeja Apis meflifera.



Un punto de referencia importante en el desarrollo de la abeja, refiere al Hamado
momento de sellado de las celdas u operculacion. Este sucede durante el quinto
instar (aproximadamente cuatro dias y medio en reinas y 5 dias en obreras) y

senala el fin del periodo durante el cual las larvas son alimentadas (Bertholf,

1925} (ver figura 2, pag. 9).

2.2.- Introduccién al estudio de las abejas. Una perspectiva

histdrica.

Ademas de la importancia econbémica de la abeja Apis mellifera, ésta es un
sujeto interesante de estudio como modelo del comportamiento animal y de la
biologia del desarrollo. La abeja es el insecto social mas estudiado y en general
uno de los animales més estudiados por el hombre desde la antigiedad, como lo
denotan los textos de Aristételes (Anatomia de los animales. Libro cuarto. cap.
VI), Plinio (Historia Natural. L. Xl) y Virgilio (Gedrgidas. Canto cuarto. L. I,
XVI). El estudio de este insecto tuvo su principal auge durante el siglo pasado
con investigadores como Lanstrong y Dzierzon quienes revolucionaron la
apicultura, y algunos de los mas denotados cientificos de la época como Darwin
y Mendel, quien no tuvo éxito en sus experimentos genéticos con abejas
probablemente porque no conocia que las reinas eran fecundadas por el esperma
de mas de un zangano (litis, 1932). No obstante, a partir de la segunda década de
este siglo, la mosca Drosophila aventajd significativamente a la abeja como el
insecto mas estudiado, de tal suerte, que en {a actualidad hay muy pocos
ejemplos de su estudio utilizando herramientas bioquimicas y menos aln
moleculares. Tales estudios han sido preferentemente enfocados al examen de
los genes que codifican para toxinas de su venenc y de genes mitocondriales

para estudios de evolucién molecular y taxonémicos. El trabajo que se presenta



en esla tesis, constituye el primer esfuerzo para tratar de entender a nivel
molecular el proceso de la determinacion de castas. Recientemente otros grupos
de investigacién, también han usado técnicas de biologia molecular para la
identificacion de genes expresados diferencialmente entre larvas de reinas vy

obreras (Evans y Wheeler, 1999).

2.3.- Antecedentes histéricos del estudio de Ia determinacién de

castas.

Debido a su potencial para la comprensién de fenémenos bioldgicos de gran
trascendencia para la biologia moderna, entre ellos los eventos relacionados a
la morfogénesis y longevidad, la determinacion de castas en fos insectos
sociales reviste particular interés y ha sido estudiada por numerosos
investigadores desde el siglo pasado (ver revisiones de Weaver, 1 966; Beetsma,
1979; Brian, 1979, 1980).

En la antighedad se pensaba que las colmenas de abejas eran “encabezadas” por
un rey, hasta que el microscopista holandés Jan Swammerdam (1737-1738)
demosird, en base a detaflados estudios anatémicos, que en una colonia de
abejas hay una sola hembra reproductiva, madre de todos los individuos que en
ella habitan, la reina. Posteriormente, Dzierzon (1845) encontro que la reina
apareada puede producir huevos sin fertilizar de los que se desarrollan
partenogenéticamente los zanganos y huevos fertilizados, de los que se
desarrollan hembras. De manera complementaria, Pérez sugirid por primera
vez en 1889, que el desarrollo de una hembra en reina u obrera, no es debida a
diferencias genéticas, sino a la alimentacién diferencial que fas larvas reciben

de las abejas nodrizas.



2.4.- La alimentacién recibida por las larvas de obreras y reinas es

diferente en calidad y cantidad.

La calidad del alimento suministrado a las larvas es diferente en ambas castas.
Las larvas de reinas son alimentadas a lo largo de todo su desarrollo con jalea
real (JR), una mezcla de secreciones de las glandulas mandibulares e
hipofaringeas en aproximadamente igual proporcion. En contraste, las larvas de
obreras son alimentadas los primeros tres dias con jalea de obreras (JO}, la
cual contiene una proporcién tres a cuatro veces mayor de las secreciones de
las glandulas hipofaringeas con respecto a las de las mandibulares; a partir del
cuarto dia, este alimento inicial es modificado con {a adicién de miel y polen
{Jung-Hoffman, 1966). La composicién quimica de ambas secreciones es
diferente. (ver la composicién quimica de la JR en tabla 1 y 2). La JR es al
menos diez veces mas abundante en acido pantoténico y en dos compuestos
heterociclicos, la biopterina y la neopterina. Otra importante diferencia entre
ambos alimentos, es su contenido de azucares: la JR ofrecida a larvas de 2-3
dias contiene alrededor de 12% (peso seco) de azlcares, principalmente glucosa
y fructosa, mientras que JO ofrecida a larvas de la misma edad, sdlo contiene
4% de azicares (Shuel y Dixon, 1959; Rembold, 1965).

La cantidad del alimento suministrado a las larvas en desarrollo también ha
mostrado ser diferente entre castas. Lindaver (1952), reporté que las abejas
nodrizas llevan alrededor de 1600 visitas a larvas de reinas, por sélo 150 a las
de obreras. También se ha reportado que la reina consume alrededor de 5% mas
alimento que lo que consumen los individuos intercastas o intermediarios y 18%

més que las obreras (Dietz y Lambreton , 1970).
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LA T ¥ 15 - e 6 ng/g
Riboflamina. . . ... .. it ittt annenanatananeoaannanannans 9 ng/g
|55 T5a8 Ts (o <5 1 o T- Y 3 pgl/g
B9 Vo5 1 1= Y 50 pg/g
Acido pantoténico. . .. ...ttt i it 160 pg/g
Inositol............ e e a e iaae e 100 pg/g
L4 50 oY o 3 +7- Y R 1.5 yg/g
Acido Folico. ... ittt it i it i e e 0.2 pg/g
Vitaming C. ...ttt it it e ittt m st e 4.0 pg/g
RS T T S T - N - S N.D,
Vitamina D. .. ...ttt c it i s ettt e s e e e N.D.
Vitamina E. ... ...ttt i it it e m et m et ey N.D.
Vitamina K. ... ..ottt it it et et e et N.D
25 2 3.8

Tabla 1.- Composiciéon quimica tipica de ja jalea real. Los datos presentados
san basados en reportes de Evans ef al, 1937, Melampy y Jones, 1939; Hydak y
Paimer, 1942; Haydak y Vivino, 1950; Nation y Robinson, 1971; Lercker et al,
1982; Takenaka, 1984; Howe et al, 1985; Asencot y Lensky, 1988; Karaali et
al, 1988. N.D.= No detectado.



Componente Cantidad

Acidos Hidroxi grasos

&cido 3-HidroxXioCtanoico. . ...t inn oo i e e 0.3 %
dcido B-Hidroxioctanoito. .. i it it iee it rannnnncennn 5.5 %
4cido 3-Hidroxidecanoico. ..o v uri i tnnennaannenncnaas 1.9 %
Acido 10- HidroxidecanoiCo........ . vrieninronnronss 21.6 %
dcido (E}-10-hidroxidec-2-enoico. ... o't mnnaninnnannnn 31,8 %
dcido 3,10-Dihidroxidecansico. . ... ..o meine i 1.8 %
Acidog dicarboxilicos

F-Yoh We e Qi oYod vf-FyTs b o 3 X o o J00 N 0.8 %
Acido AecandiolCO. . .. i ittt st ee st et 1.4 %
AeC-2-eNAioiC0. « v ittt ittt ettt e et s 2.7 %
Acldos grasos simples

F- o3 Xs o Y- o Tod of- 14 1o 1 K o= o J U RN 0.1 %
otros

ACLA0 P-hydroxXibenZoiCo. . v ittt ittt e crr e e s trazas.
- Tad Wa [T« 0 Voo 75 5 18 o< o U0 24 %

NO determinados ¥ OhFOS . it vttt iin s ittt mreeanenanensnnes 8.4 %
Estercles

24-metilenc colesterol.........covviiiiriiieniaiens feeeeas 50 Mg/g
B-stigmasterol. ..o i it ittt et e e e e e 20 ug/g
Delta 5 Avenaesterol. ... ...t ittt i iintet e raneronanen 15 pg/g
Colesterol. .. i i i i et e 10 pg/g
LR e 1P P o = o 31 A 2 ug/g
Delta 7 Avenaesterol....... ... iieiiinnnneenna e 0.8 ug/g
g T oo =1 =5 o Y- 0.012 pg/g

Tabla 2.- Composicidn lipidica de la jalea real. Datos tomados de Takenaka,
1984, Brow of al,, 1961, Lecker of al,, 1982; Vittek y Slomiany, 1984.



2. 5§.- Principales consecuencias fisioldgicas de la alimentacién

diferencial.

Hasta ahora ha sido reportado que ocurren tres principales diferencias
fisioldgicas entre ambas castas derivadas de su alimentacion diferencial:

1) Hay un mayor porcentaje de ingestion de alimento y por consiguiente, mas
ganancia de peso en larvas de reinas con respecto a obreras. Al investigarse la
proporcién de ingestion de afimento con JR marcada con 32P se encontrd que a
pesar de gque les fue ofrecida la misma calidad y cantidad de 'alimento, las
tarvas consumieron diferentes proporciones del mismo. Los individuos que se
desarroltaron en reinas consumieron 19% mds alimento que los que se
desarrollaron en obreras (Dietz y Lambremont, 1970). Aunque esto podria
sugerir diferencias genéticas en la capacidad de ingesta de alimento,
claramente muestra una relacién directa entre el consumo de alimento y el
desarrollo de caracteristicas de reinas. Al finalizar el cuarto dia de desarrollo
la larva de reina pesa menos que la obrera, sin embargo, durante las siguientes
24 horas la reina sufre un crecimiento extraordinario que le permite alcanzar y
rebasar en un 60 % el peso de las obreras (Wang, 1965, ver figura 4). Se ha
demostrado que existe una relacién positiva entre la concentracion de azucares
en el alimento, con respecto al porcentaje de su ingesta y ganancia de peso en
las larvas (Asencot y Lensky, 1976). Lo anterior podria explicar, al menos
parcialmente, el hecho de que la JR (con mas azGcares) induce un mayor
consumo de alimento y por consiguiente, ganancia de peso. Sin embargo, este
argumento por si solo, no explica porque la JR no induce mayor tamano en las
larvas de reina en los 4 primeros dias de desarrollo larvario, lo cual sugiere que

ademas de una nutricién mas rica, se requiera la acumulacién de otros factores.



Obreras ] CRECIMIENTO LARVAL DE HEMBRAS DE ABEJA

350 LKI!!IIl!l!'I!lE‘I!l!I!lIl!l!l!l’!l‘!'!]!lllll!l!l/gl]l!|!i!l!l!lll!I

% IS B A A

250 [oi- -

200 i+

Peso (mg)

150 -

100

50 [

o Lol AN I Y. ' l K1
6 12 1B M X B L B 54 80 6 72 78 B4 L 5 102 108 114 120 125 122 138 144 150 158 162 163 174 180 196 132
Tiempa (hrs)

Figura 4.- Crecimiento de larvas hembras de la abeja Apis mellifera. Modificado
de Wang et al,, 1965.
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Figura 5.- Respiracién en larvas hembras de abeja. Datos de Shuel y Dixon, 1968.
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cuarto instar. | = Ingesta, M, 12, e 13, son diferentes estadios de larvas que son alimentadas.
PP = prepupa, POB = pupa ojos blancos. Modificado de Rachinsky et al., 1990.



2) En las larvas de reinas, hay un mayor metabolismo respiratorio, el cual es
manifestado en un mayor consumo de oxigeno. Este aparece poco después de
finalizar el segundo dia de desarrollo larvario (50 h fase media del tercer
instar) y continda hasta el final del 4to dia (inicio del quinto instar). La
diferencia mas grande en el consumo de oxigeno fue detectada al finalizar el
tercer dia (mitad del 4to. instar, ver figura 5). En este mismo estudio se
encontré que la JR induce una mayor respiracion tanto si es dada a una larva
proveniente de una celda de obrera o de reina; en contraste la JO dada a larvas
de reinas, reduce el incremento en el consumo de oxigeno (Shuel y Dixon, 1968).

Estos datos indican una correlacion directa entre la calidad de! alimento y la

actividad respiratoria.

3) Existe una diferencia importante en los niveles de la HJ entre las larvas de
reinas y obreras. Dicha diferencia hormonal parece ser provocada por factores
nuiricionales, ya que la secrecion de esta hormona es dependiente de la
concentracién de aziucares en el alimento ingerido por fas larvas (Asencot y
Lensky, 1976; Beetsma, 1979). La relacién entre la concentracion de azicares
en el alimento ingerido por las larvas y la secrecion de HJ, podria explicar por
qué la farva de reina desarrolla una corpora alfata activa (glandula secretora de
HJ} poco tiempo después de que es alimentada con JR, pero no cuando es
alimentada con JO {Wirtz, 1973). Lo anterior muestra porque la larva de reina
logra alcanzar mayores niveles de dicha hormona durante su desarrollo (Wirtz y
Beetsma, 1972; Wirtz, 1973; Lensky et al, 1978, Rembold 1987). La diferencia
mas importante en los niveles de la HJ enire ambas castas es encontrada al
inicio del quinto instar, donde es detectada una concentracion 15 veces mayor

en larvas de reina con respecto a obreras (Rachinsky et al., 1990, ver figura 6).



2.6.- Posibles funciones de [a hormona juvenil en la determinacidn

de castas.

La HJ esta involucrada en miltiples procesos bioldgicos que ocurren durante el
desarrollo de los insectos y de manera particular, cumple un importante papel
durante la determinacidon de castas en los insectos sociales. Aungue se han
sugerido algunas de sus posibles funciones, en general su mecanismo de accién
es desconocido. En un esfuerzo por sistematizar la informacion hasta ahora
reportada con respecto a la funcién de la HJ durante la determinacidn de castas,

podemos resumir en tres sus principales funciones:

Posible induccion de crecimiento larval mediante activacion del

metabolismo respiratorio.

La hormona juvenil, que es inducida por la ingesta de alimento (Asencot y
Lensky, 1976; ver rev. por Beetsma, 1979), podria tener la funcién de coordinar
el estado nutricional de [a iarva (cantidad de alimento ingerido), con respecto a
ta activacién de la maquinaria metabdlica que permitiria la conversion del
alimento en energia quimicamente disponible (ATP). Esto podria explicar porgue
la JR con una mayor concentracion de azucares, no es suficiente para inducir un
mayor crecimiento durante los primeros 4 dias de desarrollo larvario, y sdlo
después de este momento, cuando los niveles de {a HJ se han acumulado y son
mucho mayores en iarvas de reinas, es cuando se acelera de manera muy
importante su crecimiento. Esta posible funcién de la HJ es apoyada por la
observacién de que la aplicacion de HJ a larvas de obrera promueve una mayor
ingesta de alimento vy mayor peso antes de la pupacion (245 mg), comparada con

las larvas control (171 mg ) (Asencot y Lensky, 1978) Asi mismo, en otros



insectos sociales tates como las hormigas, la aplicacion de analogos de HJ
provocan que las larvas aceleren el crecimiento y esto resulte en un mayor

tamano al pupar (Brian, 1974).

Otra serie de datos que apoyan esta posible funcién de la HJ, provienen del
estudio de esta hormona en otros insectos no sociales, donde de manera general,
ha sido involucrada en la transferencia de sustancias de reserva y la utilizacién
de ellas para producir la energia necesaria para permitir la sintesis de
macromoléculas y el crecimiento de tejidos iarvarios (L'Hélias, 1953; citado
por L'Hélias, 1970; Locke, 1980). También la HJ parece actuar sobre el
metabolismo de lipidos, ya que en insectos alactomizados (a los que se les
extirp6 la corpora allata) se observa que estos sintetizan lipidos pero no pueden
utilizarlos como fuente de energia. (Thomsen, 1952; L'Hélias, 1954c; citados
por L'Hélias, 1970). Ademas cuando se alactomizan larvas de Carausius
morosus (insecto palo de la India, orden Orthoptera), hay una disminucién en la
sintesis de proteinas (L'Hélias, 1953; citado por L'Hélias, 1970) y de manera
muy importante, una disminucion del fosfato organico (L'Hélias, 1954ab;
citado por L"Helias, 1970).

De manera directa, fa HJ ha sido involucrada en la induccién de la respiracion.
Por sjemplo, la extirpacion de la corpora alata de larvas del 3er y 4to instar de
Carausius morosus resulta en una reduccidén significativa en el consumo de
oxigeno (Pflugfelder, 1940; L'Helias,1954c, Neugebauer,1961; citados por
L‘Hélias, 1970); pero la inyeccion de extractos de HJ inducen de nuevo [a
respiracién (Williams 1959; Gilbert y Schneiderman 1961; citado por L’'Hélias,

1970). Una situacién similar sucede cuando se les reimplanta la corpora alata a



hembras de Pyrrhocoris (un tipo de chinche, orden Hemiptera) alactomizadas

(Slama y Hrubesova, 1963; Slama y Janda, 1965, citado por L'Helias, 1970).

Funcidn reproductiva.

En las abejas, la concentracién de la HJ esta relacionada con la proteccidn de
los ovarios, evitando que éstos sufran una degeneracion regresiva (De Wilde,
1976; Ber-Lin Chai y Shuel, 1970). De aqui que las larvas de obreras sufren
esta degeneracion, pero no las reinas. Ademds, esto explica por qué en
experimentos de transplantes de larvas hay una relacién directa entre el tiempo
que permanece la larva en la celda real con respecto al numero de ovariolos y el
volumen de la espermateca que presentan las hembras al nacer (Woike, 1971}
lo que muestra que la HJ ademas afecta otras estructuras relacionadas al sexo.
Esta funcion de la HJ no es eicclusiva de insectos sociales: en hembras de
Pyrrhocoris alactomizadas, las células foliculares ovdricas permanecen
inactivas de manera indefinida, pero al reimplantarles la corpora allata se
recupera la actividad folicular y la vitelogénesis (Siama y Hrubesova, 1963;

Slama y Janda, 1965; citados por L'Helias, 1970).
Induccién de caracteristicas de reina.

La aplicacién de HJ a larvas de obrera desde los 2 a los 4.5 dias, ha demostrado
de manera convincente que la HJ promueve el desarrollo de caracteristicas de
reina. (Shuel et al., 1978; Wirtz y Beetsma, 1972; Dietz et af., 1979). Dado el
efecto inductorio de la JR sobre la secrecion de HJ, se podria explicar porque
cuando se hacen transplantes de larvas de obrera hacia celdas reales, se van

perdiendo las caracteristicas morfolégicas de reina a medida que se



transplantan larvas mayores. Evidencias adicionales, acerca del papel de la HJ
en la generacién de caracteristicas de reina, asi como su mecanismo de
induccion por alimentos (azucares) fueron obtenidos por Asencot y Lenski,
(1976). Estos investigadores alimentaron larvas de obrera con diferentes
cantidades de glucosa y fructosa (4%-20%) y encontraron que a medida que
incrementaban la cantidad de azicares, el porcentaje de alimento ingerido, peso
ganado y desarrollo de caracteristicas de reina fueron mayores: Con 4% de
azicares solo obtuvieron obreras, pero con el mas alto porcentaje de azicares
tolerado por las farvas (20%), obtuvieron 50% de reinas, 41% de intermediarias
y 9 % de obreras. La induccion de caracteristicas de reina de manera
directamente proporcional a la cantidad de azucares ingerida, probablemente se
debe a la induccién de la secrecién de HJ, que como hemos visto, también parece
ser dependiente de la cantidad absoluta (lograda por calidad o cantidad) del
alimento ingerido. Quiza no se logré obtener un 100% de reinas, debido a que no
se indujo la secrecion de HJ necesaria para logrario, ya que no se pudo
incrementar la concentracién de azicares mas alla def 20% (por las propiedades
higroscépicas de la misma). Una posible confirmacién de las anteriores
suposiciones, y que ademds destaca la funcién de la HJ, fue obtenida cuando
Asencot y Lensky lograron 50% de reinas y obreras al aplicar 1 pg de HJ a larvas
de obrera alimentadas con JO adicionada con 4% de Glucosa y fructosa. Al

incrementar la concentracion de HJ aplicada hasta 10 pg, finalmente se logrd

obtener un 100% de reinas.

Otro experimento muy importante para demostrar la influencia determinante de
la HJ en la generacion de caracteristicas de reina, proviene del trabajo de Wiz
y Beetsma (1972). Estos investigaderes demostraron que cuando es inyectado

1 pg de HJ a larvas de obrera de 3.5 dias de desarrollo, se desarrollan individuos



con caracteristicas morfolégicas y tiempo de desarrollo de reina (16 dias),
aunque con el tamaifio de una obrera. En otros insectos sociales, también se ha
demosfrado que la HJ es fundamental para fa induccion de caracteristicas de

reinas (ver revision por Brian, 1879).

- 2.7.1- Introduccién al estudio de los receptores nucleares

El control diferencial de la expresion genética es un tema central de la biologia
molecular. Debido a su propiedad de difundir a través de las membranas
biolégicas, las hormonas lipofilicas son candidatos ideales para servir como
reguladores en este proceso. Estas hormonas incluyen tanto esteroides
(glucocorticoides, mineracorticoides, progesterona, androgenos, estrégenos),
como no esteroides (retinoides, hormonas tiroideas, la vitamina D, y
sequiterpenos). Estas hormonas fueron aisladas a inicios de este siglo, en base
a sus efectos fisiolégicos y a su capacidad de afectar el desarrollo, la
diferenciacion y la metamorfosis. Posteriormente, el desarrollo de ligandos
radioactivos permitié la identificacion de sus receptores proteicos, los cuales
mostraron que se traslocaban del citoplasma al nicleo, de alli que se les diera
el nombre genérico de receptores nucleares (RN), (para revisién, ver
Mangelsdorf et al, 1995). Adicionalmente, en la década de 60s fue notado que
varios de los cambios morfolégicos y fisiologicos observados en los renacuajos
después de la administracion de la hormona tiroidea, fueron precedidos por
transcripcién de RNA (Tata, 1963,1965,1966), lo cual sugiere gue este tipo de
hormonas actda directa o indirectamente en el nudcleo activando la

franscripcion genética.

Posteriormente Ashburner (1974), demostré que los ecdisteroides, las

hormonas metamorficas de los insectos, disparan la descondensacion de sitios



especificos (“puffs”) en los cromosomas politénicos de Drosophila.
Posteriormente se identificaron unidades transcripcionales activadas por
dichas hormonas y se identificaron algunos de los sitios de unién (elementos de
respuesta a hormona, HREs, sei) de complejos hormona-receptor dentro de la
region promotora de estos genes. Ei conjunto de estos datos (revisados por
Yamamoto, 1985) originaron el modelo clasico de accion de las hormonas
lipofilicas sobre los RN. En este modelo, se propone que la union de la hormona a
su receptor induce un cambio alostérico. Dicha transformacion capacita al
complejo hormona-receptor para unirse a sitios de aita afinidad en la
cromatina (HREs) y de esta manera, modular la transcripcion. La clonacién de
jos RN fue un prerequisito esencial para llegar a comprender las bases

moleculares de este proceso.

2.7.2.- La cascada regulatoria de RN inducida por ecdisona al inicio

de la metamorfosis en Drosophila melanogaster.

Diferentes pulsos de ecdisona inducen la expresién de RN en sitios

especificos de descondensacion (SEDs).

Durante el ciclo de vida de la mosca Drosophila melanogaster, tienen lugar
diferentes variaciones en los niveles de la hormona esteroide 20-
hidroxiecdisona (agui referida como ecdisona), los cuales modulan las
transiciones mdas importantes durante su desarrolio (para revisiones ver Oro et
al., 1992 Thummel, 1996). El pico mas importante en los niveles de ecdisona
tiene lugar al finalizar el tercer y dltimo instar de desarroflo larvario (referido
camo pulso larval tardio), induciendo ia formacion del puparium, Este es

seguido, airededor de 10 horas después, por otro pulso de ecdisona {referido



como pulso de prepupa) que dispara la transicion de prepupa a pupa {ver figura
7. pag. 31). Es importante remarcar que durante el periodo de prepupa, la mayor
parte de los 6rganos larvales son destruidos y son sustituidos por tejidos
adultos que se desarrollan a partir de los discos imagales. En otras palabras, en
este periodo ocurre la mayor reprogramacion genética en la vida del insecto, ya

que se cambia de un transcriptoma de insecto a uno de adulto.

La visualizacién de ios efectos de la ecdisona sobre los cromosomas politénicos
a proporcionado informacion muy valiosa para elfucidar los mecanismos
moleculares de su accién. Los genes que se transcriben en los cromosomas
politénicos son frecuentemente visualizados como “puffs” o puntos especificos
de descondensacién (SED) lo cual ofrece una magnifica oportunidad para

observar los efectos de las hormonas esteroides sobre la expresion génica.

Cuando los cromosomas politénicos estdn lo suficientemente grandes para ser
analizados (parte media de! tercer instar), se observan aproximadamente 15
SEDs (llamados SEDs de intermuda). Estos sufren una regresién en respuesta a
los altos niveles de ecdisona que disparan la formacion del puparium; al mismo
tiempo, otros 6 SEDs (llamados tempranos) son inducidos de manera transiente.
Horas después, los SEDs tempranos sufren a su vez una regresiéon y ahora
aparecen alrededor de 100 nuevos SEDs (llamados tardios}. Unos cuantos de los
SEDs de intermuda son inducidos cuando los niveles de ecdisona decaen después
de la formacion del puparium; después, el pulso de ecdisona de prepupa reinduce
la secuencia de activacion de los SEDs tempranos y tardios (ver figura 7).
Tanto el pulso de ecdisona de la parte final del tercer instar, como ei puiso de

ecdisona de la prepupa, inducen !a aparicion de varios de los mismos SEDs



tempranos y tardios, sin embargo algunos de estos SEDs sdlo son inducidos en

un estado de desarrollo determinado.

Basado en las anteriores observaciones, Ashburner (1974}, propuso un modelo
para la regulacion genética de los SEDs tempranos y tardios inducidos por
ecdisona. En dicho modelo el compiejo ecdisona-receptor directamente induce a
los SEDs tempranos. Las proteinas expresadas en estos SEDs tendrian dos
funciones regulatorias opuestas: reprimirian su propia actividad, pero
inducirian la activacién de los SEDs tardios. El modelo ademas propone que la
ecdisona reprime directamente la actividad de los SEDs tard los, previniendo de

su induccién prematura por las proteinas de los SEDs tempranos.

Clonacién y funcién de los receptores nucleares de Drosophila.

Cuando se propuso el modelo de Ashburner, en el laboratoric de Hoggness se
empezd a realizar un esfuerzo encaminado a elucidar los mecanismos de accién
de la ecdisona a nivel molecular. Estos esfuerzos iniciales condujeron a la
clonacién de los primeros genes de los SEDs de intermuda (Muskavitch ef al.,
1980; Meyerowitz et al, 1982) y los genes de los SEDs tardios 4F y 71E (M.
Wolfner, 1980, tesis doctoral Universidad de Stanford). La clonacién molecular
de los genes SEDs tempranos no fue lograda hasta que se desarroliaron las
t écnicas de caminado molecular o “chromosomal walking’, o cual permitié el
aisiamiento de {os genes de Drosophila basdndose Unicamente en su

focalizacion citogenética {Bender et al.,, 1983).

La caracterizacion molecular de los SEDs tempranos 2B5, 74EF y 758 condujo al
aislamiento de los genes E74 y E75 del llamado complejo amplio o “Broad

complex” (BR-C). De manera consistente con la funcidon reguladora propuesta,



estos genes tempranos dirigen la sintesis de factores de transcripcién. El BR-C
codifica para una familia de proteinas con diferentes isoformas, cada una
teniendo de uno a cuatro pares de dedos de zinc (dominio proteico que une DNA).
Las proteinas E74A y E74B tienen en comin un dominio idéntico de union a DNA,
mientras que las proteinas E75A, E75B y E75C son miembros huérfanos, (que no
unen hormonas) de la superfamilia de los receptores nucleares (Burtis et al.,

1990; Segraves y Hogness, 1990).

Un paso importante en esta drea se dio con la clonacién de “ultraspiracle” (USP)
en base a su similitud con el receptor de Acido retinoico (RXR) de vertebrados.
(Oro et al., 1990); asi como con la clonacion del receptor de ecdisona (EcR),
usando como sonda al gene de E75 (Koelle et al, 1991). Posteriormente se
demostré que un heterodimero de los productos de estos dos genes constituian
al receptor funcional de la ecdisona (Yao, et al., 1992). Existen tres isoformas
de EcR (Talbot et al., 1993) y todas pueden funcionar como receptores después
de heterodimerizar con USP (Koelle, 1992. Tesis doctoral, Universidad de
Stanford). De manera interesante, se ha mostrado que estas isoformas son
expresadas de manera tejido especifico, con lo cual se abren nuevas
perspectivas para poder investigar como es logrado la especificad de la

respuesta a ecdisona. (Talbot et al, 1993).

Aunque el aislamiento de los genes E74 y E75 del BR-C se bas6 en su expresion
en las glandulas salivales larvales, estudios posteriores han mostrado que
estos genes son expresados ampliamente durante el desarrollo en otros Grganos
y tejidos y que su expresién correlaciona con las concentraciones de ecdisona
(Thummel! et al., 1990). Estas observaciones fueron la base para el modelo de fa

coordinacion tisular, en el cual se propone que existe una cascada regulatoria



disparada por ecdisona similar a la propuesta por Ashburner en las glandulas
salivales larvales. De acuerdo a este modelo, combinaciones sobrelapantes de
factores de transcripcidén tempranos, los cuales serian estado y tejido
especificos, regularian a través del desarrolio a distintos grupos de genes de
respuesta secundaria, los cuales al actuar a su vez sobre sus blancos,
provocarian los efectos particulares de la ecdisona sobre los diferentes tejidos

sensibles (Burtis et al., 1990, Thummel et al., 1980).

Concentracién de ecdiscna e induccidon tisular estado especifica de
los receptores nucleares.

Aungque los SEDs tempranos son inducidos al final del estado larval, los
transcritos de Br-C EcR y E74B pueden ser detectados desde un dia antes (fase
media tercer instar). Al llegar fa parte final dei tercer instar, los transcritos
de EcR, E74B son reprimidos, al tiempo que es inducido E74A (ver figura 7 y 8A).
Para explicar como ocurren estos patrones de expresién, se ha propuesto un
moedelo que se basa en estudios de respuesia a ecdisona en érganos larvales en
cultive (Karim y Thummel 1991, 1992). Los promotores de Br-C, EcR y E74A
son los mas sensibles a ecdisona respondiendo a un umbral de concentracién
critica de 2X10°M. En contraste, es requerida una concentracion 10 veses
mayor de hormona para reprimir la transcripcidn de EcR y E74B e inducir {a de
E74A. En combinacién con los datos de concentracién hormonal disponibles,
astos patrones dosis-respuesta sugieren que una baja concentracidn de
ecdisona en la fase temprana del tercer instar larval inducen la transcripcion
de Br-C, EcR y E74B (Andres et al, 1993), (ver figura 8A). El puiso larval tardio
de ecdisona es de la suficiente magnitud para reprimir al EcR y E74B, inducir

E74A y ademas inducir al BR-C.
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E788 y E78A son dos unidades transcripcionales de un gen temprano-tardio
inducible por ecdisona. E78B es una isoforma truncada de RN que carece de
region de unién a DNA, la cual se expresa en la fase tardia del tercer instar
(figura 8B). Se ha demostrado, mediante experimentos realizados con érganos
larvales en cultivos, que E78B es un transcrito de respuesta primaria a
ecdisona verdadero, ya que puede ser inducido por esta hormona ain en ausencia
de sintesis de proteinas. No obstante, a diferencia de otros genes tempranos,
E788 requiere de la sintesis de otras proteinas para su méximo nivel de
transcripcion. De esta manera, el retardo en la induccién de este gen puede ser
atribuida al requerimiento de una o mas factores de transcripcion tempranos
inducidos por ecdisona (Stone y Thummel, 1993). De acuerdo con este modelo, en
contraste con el Br-C, estos factores de competencia generan un retraso en la

induccion de E78B, debido a que no se encuentran presentes con anterioridad en

el tejido.

Los RN no solo pueden dar competencia a la respuesta por ecdisona. Otros RN
como DHR 38 (Sutherland ef al, 1995) y DHR78 (también illamado XR78E/F) la
inhiben. Se ha demostrado in vitro , que este RN compite directamente contra el
receptor de ecdisona por los sitios de union al DNA. Puesto que ios niveles de
este lranscrito se incrementan en el 3er instar y su expresidén es sodlo
ligeramente influenciada por ecdisona, es posible que DHR78 pueda contribuir a
fa regulacion de la cascada transcripcional inducida por esta hormona. Bajo este
modelo, DHR78 podria actuar amortiguando la respuesta a cualquier fluctuacion
prematura en los titulos de ecdisona. Esto permitiria la adecuada expresion

temporal y espacial de los genes inducidos por esta hormona (Zelhof et al.,

1995).



3.0.- OBJETIVO

E! cobjetive general de este trabajo es la identificacién de mRNAs que son
preferencialmente expresados en larvas de reinas con respecto a obreras. Con
fa identificacion de estos transcritos, esperamos encontrar alguna pista de
coHmo funcionan algunos de los mecanismos moleculares involucrados en el
proceso de determinacién de castas en insectos sociales en general y en abejas

en particular,

4.0.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Material Biologico. Abejas

Todas las muestras colectadas fueron obtenidas de colonias de la abejas
europeas Apis mellifera ligustica, mantenidas libres de cruzamientos de abejas
africanas (Apis mellifera adansoni y A.m. capensii ) en apiarios mantenidos en

ol estado de Morelos en un clima de templado a seco.
Colecta de larvas antes de la operculacién.

Las larvas de reinas y obreras de menos de 2 dias fueron colectadas de acuerdo
a la fecha probable de eclosiéon de sus huevos, con un error experimental
méaximo de 12 horas {no fueron pesadas por limitaciones técnicas). Después de
este tiempo y hasta la operculacion, se tomd en consideracion el peso de las
larvas como un criterio adicional para una mayor precision en la asignacion de
edad. En el caso de las reinas, los datos obtenidos de edad-peso fuercn
similares a los reportados por Wang (1965), (ver tabla 1). En el caso de las
obreras, solo fueron similares hasta antes del tiempo de operculacion de las

celdas ( aproximadamente 4 dias con 18 h).



3.0.- OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo es la identificacion de mRNAs que son
preferencialmente expresados en farvas de reinas con respecto & obreras. Con
la identificacion de estos transcritos, esperamos encontrar alguna pista de
como funcionan algunos de los mecanismos moleculares involucrados en el
proceso de determinacién de castas en insectos sociales en general y en abejas

en particular,

4.0.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Material Bioldgico. Abejas

Todas las muestras colectadas fueron oblenidas de colonias de la abejas
europeas Apis mellifera ligustica, mantenidas libres de cruzamientos de abejas
africanas (Apis mellifera adansoni y A.m. capensii ) en apiarios mantenidos en

al estado de Morelos en un clima de templado a seco.
Colecta de larvas antes de la operculacién.

Las larvas de reinas y obreras de menos de 2 dias fueron colectadas de acuerdo
a la fecha probable de eciosion de sus huevos, con un error experimental
maximo de 12 horas {no fueron pesadas por limitaciones técnicas). Después de
este tiempo y hasta la operculacién, se tomé en consideracion el peso de las
larvas como un criterio adicional para una mayor precision en la asignacién de
edad. En el caso de las reinas, los datos obtenidos de edad-peso fueron
similares a los reportados por Wang (1965), (ver tabla 1). En el caso de las
obreras, sélo fueron similares hasta antes del tiempo de operculacion de las

celdas ( aproximadamente 4 dias con 18 h).



Colecta de farvas y pupas después de la operculacion.

La aestimacion de la edad de larvas después de ia operculacidn fue realizada,
tomando en consideracion como referencia: 1) el tiempo probable de eclosion,
2) el tiempo después de la operculacion 3) caracteres morfolégicos, 4) el peso,
5) en el caso de las larvas, el estado de avance en el tejido del capullo.

En el caso de las reinas, la relacion edad-peso fue de nuevo similar a la
reportada por Wang (1965) (ver tabla 1) y fue un factor utilizado en la
asignacién de edad Unicamente a los 4 dias y 18 horas. Después de este tiempo,
debido a la poca diferencia en ef peso esperado de las muestras, este factor fue
considerado secundario para la asignacién de edad. En el caso de las obreras,
aunque el peso de las larvas fue menor al reportado por Wang, el peso fue

tomado como criterio de asignacién de edad hasta los 5 dias (tabla 2).

Las pupas de obreras y reinas fueron colectadas de acuerdo al grado de
pigmentacién de los ojos y tdrax, pudiéndose distinguir de acuerdo a este
criterio 8 diferentes estadios (fabla 3). No obstante la probable utilidad de la
anterior clasificacion, para los fines de este trabajo y debido a la abundancia
de muestras por analizar, fueron resumidos en tres los principales estadios de

{a pupa. Estos son: pupas 0jos blancos, 0jos rojos y 0jos 0SCUros.

Finalmente, en el caso de las reinas, con el fin de evitar la utilizacion de
individuos que se desarrollen en intercastas, no fueron colectados individuos
que ain y cuando presentaran las caracteristicas morfoldgicas de acuerdo a la
edad estimada, fueran de un peso significativamente menor al esperado. De

esta forma, después de la operculacién, no fueron colectadas larvas o pupas de

un peso menor a 225 mg.



REINAS

DIAS HORAS PESO (mqg) ESTADIC
2.00 48 2.23 Jer instar
2.25 54 3.53 3er instar
2.50 60 4.40 dto.instar 1
2.75 66 9.47 4to.instar 2
3.00 12 11.5 4to instar 3
3.25 78 23.5 4to.instar 4
3.50 84 25.5 5to.instar 1
3.75 90 32.3 5to.instar 2
4.00 96 49.8 5to instar 3
4.25% 102 110.1 5to.instar 4
4.50 108 208.9 Operculacidn
4,75 260.1 Extendida 1
5.00 120 268.2 Extendida 2
5.25 126 276.7 Extendida 3
5.50 132 290.3 Extendida 4
5.75 138 306.9 Extendida 5
6.00 144 298.8 Prepupa 1
6.25 150 281.1 Prepupa 2
6.50 156 278.5 Prepupa 3
6.75 162 276.1 Prepupa 4

Tabla 3. Porcentaje de crecimiento de larvas de reina. Modificado de

Wang (1965).



OBRERAS

DIAS HORAS PESO mqg ESTADIO
2.00 48 3.3 3er instar 1
2.25 54 8.6 3er instar 2
2.50 60 9.5 4to.instar 1
2.75% 66 15.4 4to instar 2
72 18.5 4to instar 3
3.00
3.25 78 30.4 4to. instar 4
3.50 84 21.8 Sto instar 1
3.75 S0 46.8 5to instar 2
4.00 96 64.4 5to instar 3
4,25 102 69.3 5to. instar 4
4.50 108 117.4 5to instar S
4.75 1i4 123.9 5to instar 6
5.00 120 160.2 operculacion
5.25 126 163.7
5.50 132 163.9.
5.75 138 164.1
6.00 144 167.5 prepupa 1
6.25 150 163.0 prepupa 2
6.50 156 161.6 prepupa 3
6.75 162 162.9 prepupa 4
7.00 168 162 Prepupa 5
7.25 174 160 Prepupa 6
7.50 180 158.9 Prepupa 7
7.75 186 157.9 Prepupa 8
8.00 192 151.5 Pupa 0

Tabla 4. Porcentaje de crecimiento de larvas de obrera. Modificado

de Wang (1965).



Egtadio Ojos Térax

Pupa uno Blanco Blanco

Pupa dos naranja Blanco

Pupa tres rojo Blanco

Pupa cuatro oscuroc Blanco

Pupa cinco QSCUrO Crema

Pupa seis 0gSCuro Café claro.
Pupa siete oscuro Café oscuro
Pupa ocho osSCcuro Oscuro

Tabfa 5.- Clasificacion de pupas de reinas y obrera en base a la pigmentacién de

0jos y torax.
4.2.- Adaptacién de una técnica para purificacion de RNA.

La extraccidn del RNA se realizd mediante una modificacién de la técnica de
reportada por Chirgwin et al,(1979), cuya principal diferencia es una
precipitacion selectiva inicial con urea 6MWLIC! 3M, la cual elimina una parte

importante de DNA,

Procedimiento
Las larvas fueron congeladas en nitrdgeno liquido y molidas hasta polvo, el cual

fue transferido a un homogeneizador donde fue agregado 1 ml de una solucion de

Urea 6M\LICI 3M y mezclado. Dicha mezcia fue precipitada a -70°C cuando
menos 3 horas. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas por 10 m a

4°C y 12000 g, mantenidas en hielo y el sobrenadante decantado. En el



sobrenadante queda la mayor parte del DNA y el RNA precipitado en el fondo del
tubo. La pastilas fueron resuspendidas en 0.75 pl de sol. D (Tiocianato de
guanidina 4M; Citrato de Na pH 7 25 mM; sarcosil 0.5; 3-mercaptoetanol 0.1M) y
75 ul Acetato de Na 2M pH 4 para 100 mg de tejido y extraidas con un volumen
de fenol-cloroformo-iscamilico (25:24:1). Después, de dejar en hielo 15 m
(hasta ver dos fases), y centrifugar a 12000 g a 40C durante 10 m, la fase

acuosa superior, fue transferida a otro tubo y precipitada con 1 volumen (750

ul) de isopropanocl (2-propanol) durante 1 hora a -20°C. Posteriormente , los

tubos fueron centrifugados durante 15 m a 49C y 12000g , se deseché el
sobrenadante y la pastilla fue lavada con etanol al 70%. Finalmente, la pastilla

fue secada ligeramente y resuspendida en H,0 tratada con DEPC.

4.3.- Adaptacién de la técnica de RNA-Differential Display PCR
{RNA-DD PCR).

El RNA fue extraido de larvas de 4.5 dias y tratado con 10 unidades de inhibidor
DNAasa libre de RNasas {Boehringer Mannheim) por 30 m. La técnica de RNA
display utiliza oligonucledtidos poli T con dos bases adicionales en el 3
(T11NN) y decameros al azar para la amplificacion de fragmentos
diferencialmente expresados entre dos muestras (células, drganos , u
organismos). Este método fue realizado como fue descrito originaimente por
Liang y Parde, 1992 y Lianget al, 1993 Los oligonucledtidos sinteticos fueron
adquiridos de OPERON technologies (ver figura 9).
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Figura 9.- RNA differential display PCR (RNA DD-PCR). Ver detalles en el texto.



4.4.- Implementacién de una técnica de “Rapid Amplification of cDNA
Ends” (RACE).

Debido al pequefio tamafio de los fragmentos generados por RNA-DD PCR,
decidimos utilizar la técnica de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) para
obtener una extensién de dicho fragmento que nos permitiera I} identificar si
presenta homologia con alguna secuencia reportada y 2} utilizarlo con mayores
posibilidades de éxito como probador para aislar {a clona completa de un banco
de cDNAs. Debido a que con la técnica originaimente descrita, encontramos
dificultad para la extension de fragmentos, implementamos una modificacion de
dicha técnica que a continuacion se describe:

l.a técnica de RACE es una poderosa herramienta para la extension de cDNAs
originalmente descrita por Frohman et al, (1990). En general, después de la
amplificacion por RACE, aparece barrido de aproximadamente el tamaiio
esperado de donde frecuentemente es dificil aislar el fragmento de interés.
Hemos realizado algunas modificaciones en esta técnica las cuales permiten
una amplificacién mas eficiente de los fragmentos extendidos hacia el 5' y una
sustancial reduccion en el numero de fragmentos amplificados durante el PCR.
Esto ha sido particularmente Uil en la extensidn de fragmentos de cDNAs
generados a partir de RNA DD PCR (Liang y Pardee, 1992). Las principales
modificacionas introducidas son el uso de los oligonucledtidos poli T utilizados
en el RNA-DD PCR (ver figura 10). Estos oligonucledtidos contienen dos
nucledtidos diferentes en el extremo 3', lo cual conduce a que cada
oligonucledtido amplifique sélo un subgrupo de la poblaciéon de c¢DNAs .Para
cubrir toda fa poblacion de cDNAs, en lugar de utilizar 12 oligonucledtidos con
todas las combinaciones posibles en las dos Ultimas bases, sélo son necesarios
4 oligonucledtidos variando cada uno sélo en ia dltima base 3' (Liang, ef al,

1993),
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Figura 10.- Esquema de una variante de ia metodologia de extensién rapida de

extremos de cDNA (RACE, por sus siglas en inglés).
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Otra importante diferencia de nuestro método con respecto al original, es que
mientras que en este Ultimo se utiliza un oligonucledtido especifico para la
primera amplificacién y un segundo oligonucledtido mas interno para la
reamplificacion; nosotros solo utitizamos un oligonucledtido especifico para
ambas amplificaciones. Independientemente del ahorro en tiempo y dinero, este
método es extremadamente Util en aquellos casos en los que sblo se conoce un
segmento limitado de la secuencia de un gen.

Reaccion de sintesis de la primera cadena en un volumen final de 20 pl, fueron
incubados 1-2 pug de RANA total en el “buffer” de la primera cadena (5 mM Tris-
HCi; 75 mM KCi; 0.3 mM MgClz), 0.5 mM dNTPs, 2 mM de OQligo dTisy 20
unidades de inhibidor de RNAsa {Stratagene Inc.) por 5 m a 650C
Posteriormente, fueron agregadas 200 unidades de reverso transcriptasa MMV
(GIBCO, BRL} ¥ 10 mM DTT. La reaccitn fue incubada 1 ha 389C .

Reaccion de la Transferasa Terminal . La reaccion de la primera cadena fue
llevado a 100 pl con agua y extraido con un volumen de cloroformo- aicohol
Isoamilico (24:1). Posteriormente, el RNA fue hidrolizado agregando 20 ul (1/5
volumen) de 2M NaOH, 2 mM EDTA (acido etilendinitrilo, tetracético) e
incubandolo por 5 m a 379C. Posteriormente el ¢cDNA fue precipitado a -700C
después de agregar 50 ul de 7.5 M de acetato de amonio, 1 il de glucdgeno (20
mg/mil) y tres volumenes de etanol absolute. Las muestras fueron
centrifugadas por 15 m a 12000 g, lavadas con etanol al 70% , secados al aire y
resuspendidas en 7 pl de agua. El ¢DNA fue incubado con 4 pl del 5X “buffer” de
la reaccién {(GIBCO, BRL), (1.5 mM CoCl2, 6.5 mM dATP) y 50 unidades de
transferasa terminal en un volumen de 20 pl. La reaccién fue incubada a 370C

por 15 m (con lo que se espera la incorporacion de 75-125 adeninas en el

extremo 5' del cDNA) y entonces inactivada a 65°C par 15 m.



Primera amplificacion. Se realizaron reacciones individuales para cada uno de
los 4 oligo-dTNN. Fueron utilizados 2 p! de la reaccién de transferasa terminal
para la reaccion de amplificacion que incluyé: 1X “buffer’ de la reaccién de la
polimerasa ( 0.1 mM Tris-HCL; 0.15 mM MgClz; 50 mM KCI; pH 8.3), 0.2mM
dNTF's, 2.0 uM del oligo-dT1sNN y 0.2 uM del oligonucledtido especifico en un

volumen final de 50 pl. Las condiciones de la reaccién de PCR fueron las
siguientes: un ciclo a 959C/5 min (hot starf). 30 ciclos a 940C/50 s.; 470C/2

min; 720C/3 min y un tiempo final de elongacién de 720C/5 min.

Debido a que los productos de la primera amplificacion no son abundantes y dado
que aproximadamente 1/4 del total de los mensajeros son también amplificados
(aunque de forma aritmética y no exponencial), se requiere reamplificar los
productos obtenidos en la primera reaccién. Las condiciones de este segundo
PCR son similares a las del primero, y solo se reemplaza e! templado. Para
mayor seguridad de identificar el producto deseado, los productos de la
reamplificacion fueron hibridados con un oligonucleétido interno. Es remarcable
el hecho. que con esta técnica de RACE modificado, fuimos capases de extender
un fragmento que contenia 79% de A/T (un porcentaje inusualmente alto en un
gen no codificado en mitocondria). Por lo tanto, dada {a alta probabilidad de
apareamientos inespecificos con los oligonuciedtidos poli-dT utilizados como

“primers”, es notoria la especificidad lograda con nuestra metodologia (ver

figura 11}.
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Figura 11.- Productos amplificados con una variante de la metodologia de RACE-
PCR para la extension hacia el extremo 5' del fragmento 1. Panel A.- Productos
cargados en un gel de agarosa al 1.5%. Carril 1, marcador de peso molecular pBR
322 Hinf1, carril 2, productos amplificados con un oligenucledtido reverso
especifico (ORE) y oligonucledtido T11AA; carrii 3, ORE y T11NN, (N= cualquier
base); carril 4, ORE y T11NG; carril 5, ORE y T11NA; carril 6, ORE y T11INT;
carril 7, ORE y T11NC. Panel B. Southern blot del gel mostrade en A, Se utilizd
como sonda el fragmento 1. En el carril 7, se ohserva la sefial de hibridacién de

un fragmento de alrededor de 600 pb.



4.5.- Elaboracion de un banco de cDNA y busqueda de cDNAs

especificos.

Elaboracion de un banco cDNA

La elaboracidon del banco se realizd utilizando el “Zap-cDNA Synthesis Kit” y el
extracto de empaquetamiento “Gigapack 1ll Gold” de Stratagene, siguiendo las
instrucciones del manual. De manera muy resumida, fueron utilizados 5 ng de
RNA poli A de reinas de 4 dias 10-18 h (antes, durante y después de la
operculacién) para transcribirlos reversamente utilizando como “primer” un
oligonucleétido conteniendo una secuencia poli T y un sitio Xho! hacia el &'
Durante la sintesis de la segunda cadena, se utiliz6 RNAsa H para introducir
mellas en el RNA unido a la primera cadena y de esta manera generar
fragmentos para primar la sintesis de DNA por la DNA pol . Después de rasurar
los extremos, pegaries adaptadores con sitios de EcoR! y digerir con Xhol, se
procedié a ligarlos en el vector Lambda Uni-ZAP XR de Stragene, para
finaimente empaquetarlos con extractos de proteinas de la céapside. De esta
manera, fueron obtenidas alrededor de un millén de recombinantes. El banco fue

entonces amplificado lograndose abtener un tiulo de 1.8 x 109 UFP/mi.

Busqueda de clonas en ef banco.

La busgqueda (tamizado) en el banco, fue realizada utilizando como probador un
fragmento de 600 pb inicialmente amplificado por RNA-DD y después extendido
por RACE, La basqueda fue realizada sobre 2 x105 UFP utilizando una
temperatura de hibridacion de 420C y siguiendo las demas condiciones
recomendadas en e! manual de Stratagene. En esta busqueda fueron aisladas dos

clonas positivas independientes.



4.6.- Secuenciacién y Andlisis de IF-2yt.

La secuenciacion de ambas clonas se realizé utilizando el Thermo Sequenase Kit
(Amersham Life Science). Los andlisis de las secuencias fueron reaiizados
usando el paquete de programas de c¢émputo Wisconsin Package Version 9.1,

Genetics Computer Group (GCG) , Madison, Wisc.

4,7.- Adaptacion de una metodologia para la elaboracién de cDNA y

RT-PCR.

El RNA total fue aislado utilizando el protocolo previamente descrito. La
fraccién poli A fue purificada usando una columna de oligo-dT-celulosa
{Boehringer Mannheim) siguiendo las indicaciones descritas por Sambrook et al.,
(1989). La reaccion de sintesis de la primera cadena fue realizada utilizando
200 ng de poli A+ RNA con 1X “buffer” de fa primera cadena (50 mM Tris-HCI,
75 mM KCI, 3 mM MgCI2 ), 0.01 mM DTT, 200 U de M-MLV transcriptasa reversa
(GIBCO-BRL), 0.5 mM dNTPs, 2 mM Oligo dT15. 20 U Inhibidor de RNAsa
(Boeringer Mannheim) en un volumen final de 20 pl. La mezcla fue inicialmente
incubada a 659C por 5 min y luego 450C durante el mismo tiempo, sin DTT ni
enzima, los cuales fueron agregados después de bajar la temperatura a 380C.
Dicha temperatura de incubacion fue mantenida durante 1 hora. Para la
amplificacién por PCR, fue utilizado 1 pl de la reaccién de la primera cadena, 1X
“buffer” de la reaccién de Taq polimerasa (0.1mM Tris-HCE; 1.5m MgCI2; 50 mM
KCI, pH 8.3; 150 mM dNTP's; 0.5 mM de- cada oligonucledtido y 1.5 U de Taq
polimerasa {Boehringer Mannheim). Las reacciones de amplificacién fueron

realizadas en una maquina Perkin Eimer 2400.



Todas las reacciones de PCR fueron iniciadas en caliente (hot start) con el
siguiente programa: 940C por 3 min, 60°C por 5 min (adicion enzima), 720C 1 m
(1 cicio). La secuencia de cada par de oligonucledtidos utilizado en cada
reaccion de amplificacién, son descritos a continuacion, al igual que sus
condiciones de amplificacion. La posicién de los oligonucteétidos es relativa a
la primera base de la fase abierta de lectura (ORF).

Factor de elongacion de la traduccién citoplasmético 1a (EF-1a) .

(Walldorf y Hovemann, 1990 ), utilizado como conirol. Extensidn del producto:

348 pb, secuencia del oligonucledtido Directo (D):

5'AAGATCGGTGGTATCGGTACTGS' (posicidn de la secuencia, 763-784); “primer”
{iniciador) reverso (R): 5’GCAAGCGATATGAGCGGTGTG (posicién de la secuencia,
1329-1309). Condiciones de PCR: 940C/30s, 500C/40s, 72°C/30-60 s. 30

ciclos.

Factor de iniciacion de la traduccion mitocondrial (este trabajo)
Extension del producto: 396 Pb. (D): ATCTTGAAGGTTTAGTGGAAGG 3'(posicién de
la secuencia: 1028-1049); (R): CTTTTTATTTTTAACATTTTCTT 3'(posicion de la
secuencia: 1424-1402). Condiciones de PCR: 940C/30s, 500C /40s, 729C /30s,
30 ciclos

Citocromo C {cytc, nuclear) (Inoue,. et al, 1985, Limbach, et al., 1985):
Extension del producto 275 pb, (D): CARAARTGYGCNCARTGYCAYACN (posicion de
la secuencia: 49-72) (R): TTNGA NGCYTGYTCRATRTA NGCDAT (posicion de la

secuencia: 323-298). Condiciones de PCR: 94°C/30s, 550C /40s, 720C/ 30s, 35

ciclos.

Citocromo oxidasa ¢ subunidad 1 (COX-l, mitocondrial). (Hall et
al.,1991), extension del producto: 1044 pb., (D): TTAAGATCCCCAGGATCATG 3
(posicion de la secuencia: 115-134) (R): TGCAAATACTGCACCTATTG (posicion




de la secuencia: 1158-1139). Condiciones del PCR: 940(C/30s, 50°9C/40s,

720C/60s,30 ciclos.
4.8- Cuantificacién de DNA mitocondrial por hibridacién en Dots
blots.

El DNA total (nuclear y mitocondrial), fue obtenido de los diferentes gstados de
desarrollo de obreras y reinas utilizando ef “Nucleon ST Kit for soft tissue “de
Amersham Life Science. La concentracion del DNA fue determinada por
espectrofotometria y visualizacion en geles de agarosa. Para la realizacion de
la hibridacion en “Dot blots”, fue aplicado 1 pg de este DNA a una membrana
Hybond N+ nylon (Amersham Life Science) utilizando un aparato Minifold

{Schieicher and Schuell).

Para determinar el nimero relativo de genomas nucleares fue utilizado como
probador un fragmento de 348 pb del cONA de EF-1a , de igual manera, para la
cuantificaciéon de genomas mitocondriales fue utilizado un fragmento de 1044
pb de COX-I. En ambas casos, la membrana fue prehibridada a 400C por 4-8 h en
50% formamida, 5X SSC, 5X Denharts, 0.5 % pirofosfato de sodio mas 100 mg/ml
de DNA de timo de ternera sonicado e hibridados por 8 h a 40 9C en una solucion
similar pero con 0.1% SDS. El lavado de los filtros fue realizado en 0.2 X SSC,

0.2% SDS a 500C y 609C por 20 min en cada ocasion. Entre una y otra
hibridacién, la membrana fue hervida en 0.5% SDS por 30 min. Los filtros

radioactivos fueron expuestos utilizando peliculas  X-AR con pantallas

intensificadoras a -70°C por 24 h en el caso de COX-1y 3 hen el caso de EF-1
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Summary

The noucishment received by female honeybee larvae
determincs their differentiation into queens or workers. In
this study, we reporl the first molecular analysis of
dilferences that occur belween gueens and workers during
the caste-determination process. RNA-differential display
experiments identified a clone that encodes for a gene that
is homologous to the nuclear-encoded mitochondriat
transfation initiation factor (AmIF-2m). Semi-quantitative
analysis by reverse [ranscripfase/polymerase chain
reaction (RT.PCR} throughout heneybee development
detected a higher level of expression of this gene in queen
farvae than in worker larvae. Analysis of (wo other genes
cncoding mitochondrial proteins, cytochrome oxidase

subunit [ (COX-1; mitochondrial-encoded} and
eytochrome ¢ {eyt ¢; nuclear-encoded) also showed
differential expression of these two genes between queens
and workers. In pacticular, the cyt ¢ transcript is more
abundant in  gueen lacvae and  throughout the
metamorphosis of the queen. These results indicate that the
higher respiratory rate previously decumented in queen
larvae is accomplished through a higher levet of expression
of both nuclear- and mitochondrial-encoded genes for
aitochondrial proteins.

Key words: honeybee. Apis  micllifera,  casle  determinabion,
mitochondnial gene. genc regulanon

Introduction

A panicular Teature of sociat insecis is the phenomenon of
caste desermination which, since the eighteenth cenwry, has
been investigated by numerous researchers using, initially, the
honeybee as a model (for reviews, see Weaver, 1966: Bettsma,
1979; Brian, 1979). Perez (1889} was the first to establish that
the devetopment of honeybee farvae 1o queen or worker is nol
due to genetic differences, but is regulated by she differential
nouarishment that the female larvae receive from the nurse bees.
Queen larvas are nourished with royal jelly, a mixture of
hypopharyngeal and mandibular gland secretions. In contrast,
worker farvae are nourished with worker jelly formed at first
as a hypopharyngeal gland secretion by the nurse bees and
tatec, ths difuted with honey and gollen (Jung-Hoffman, 1966}

Worker and royal jelly thus differ in chemical composition
{Rembold, 1965). One of the most imponant differences between
these types of food is the sugar concentration; royal jelly contains
approximately |2 % sugar (wel mass) while worker jelly contains
only 4% sugar (Shuel and Dixen, 1959). In addition, rounshment
quantity is also drastically different between queens and workers,
since nurse bees visil a queen larva 1600 times compared with
150 times for wotker larvae (Lindaver, 1952). Thesefore, the
nutriton that the queen and worker larvae reccive is
quantitatively and qualitatively different.

in general. three major caonsequences fesult Trom the
differential nutnition berween worker and queen larvae. First,
at the early lifth instar (approximately 96h of larval
development), the worker larva is Farger than the queen larva
{Asencol and Lensky, 1976) however. by the end of the Gfth
day {approximately 120h of larval development), the queen
Yarva is approximately 60 % heasier {(Wang, 1965). Second, the
queen larva has a higher metabolic rate. reflected in a fugher
rate of oxygen uptoke stadting a¢ mid thid instar
(approximately 50h of larval development) and reaching a
maxirum in the mid fourth nstar (72h) (Shuel and Dixon,
1968}, Third, there are wmportant dufferences in the levels of
juveanile hormone between the two coastes [t s Kaown that
juvenile hormone secretions of the corpora allata depend on
the quatity and quantity of he food ingested by the larvae
(Beusma, 1979, Wirtz and Betsma, 1972) Juvenile hormone
levels increase i queen larvae during the third to fifil mstars,
reaching a peak at early stages of the filfth wstar, when they
are 15 times higher than in worker larvae (Lensky et al., 1978;
Rembold, 1987; Rachinsky et al . 1990).

Several physiological and biochemical approaches have been
doczmented in the study of caste determnation in the heneybee,
However, no molecufar stralegies have been used in analyses
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of this lfascinating developmentat probtem. [n this wark, we
report the fiest studies that describe some of the molecutar
differences that occur during the process of caste determination
between queen and worker larvae in Apis mellifera, Using
RNA-differential display (RNA-DD), we have isolated o cDNA
that encades the A. meliifera homologue of the mitochondrinl
translation initiation factor (AmIF-2y. This transcript is
significantly more abundant in queen larvae than in worker
larvae throughout the fourth- and fifth-instar larval stages, bug
no significant differences are found during prepupal and pupal
development A similar set of expression analyses was
performed with two other mitochandrial genes, cylochrome
oxidase 1 (COX-1) and cytochrome ¢ (cyt c); 1n both cases,
differences m transcript levels were found between queens and
workers, in particular for the nuclear-encoded cyt ¢ gene Our
results indicate that, during the differentiation of queen bees,
there is an increase in the activity of nuclear- and
mitochondrial-encoded gepes that play roles in different
mitochondrial functions, The possible role of juvenile hormone
in coprdinating the respiratory status of the honeybee larva with
irs nunitionat state, and the possible ifluence of larval size on
the onset of the genetic-caste-specific program are discussed,

Materials and methods
Honeybees

Larvae, pupae and adulis were collected from Apis mellifera
ligustica colomes The mass and age of the queen larvae were
simutar to those reported by Wang (1965). However, the mass
of worker larvae was lower than the reported values, probably
because of the age of the cells used in our study. In the case
of larvac collected after cel sealing, the age (using as reference
the eclosion and cell sealing time) and morphology of the
sadividuals were considered. The age of pupac was estimated
accarding to eye pigmensation levels, but in the case of gueens,
pupae of kess than 225 mg were excluded,

RNA display

TFotal RNA was 1solated from worker and queen lacvae at
4.5 days of development using the method of Chirgwin et al.
(1979). RNA was treated with 10 units of RNAse-free DiNAnse
{Bochringer Mannheim) for 30 min. RNA-differential display
(RNA-DD} used for the amplificaion of cDNAs was
performed with random decamers and an oligo-{dT) primer
with two random bases at the 3" end (dT11 MNs), The display
way performed as veported by Liang and Pardes (1992).
Synthetic oligonucleotides used in the amplification reactions
were purchased from Operon Techrolegies Enc.

RACE
Owing to the small size of the polymerase chain reaction
fragments obtained during the RNA display experiments, we
used & rapid amplification of cDNA ends modification (RACE)
technology with 5"-0ligo dT-NN primers {M. Corona and M.
Zurita, unpublished results) for the 5° extension of the cDNAs
obtained using RNA-DD (Frohman ot al, 1988).

cDNA tibrary constrtation and screening

PolytAY* RNA (Spg) Trom queen lapvie st 4.5 days of
development was used far the corstruction of a c2NA library
in the AZAP vector, Thus Hbrary was prepared wsing the ZAP-
cDNA synthesis kit and the Gigapack 11 gold packing extruet
following the recommendations of the supplier (Stratagene),
Approximately 6x10° independent recombinants were obtained,
and the Yibrary was then amplified to give 1.8x10plaque-
forming unitsml=!, To sereen the library, a 600basepaie (bp}
cDNA RACE-amplified fragment from clone | was used
ns a probe in approxmaately 2x10° plaggie-forming units.
Hybridization was performed following the protocol supplied hy
Stratagene. From this screening. two independent positive
clones were. iso¥ated and characterized ue fusther detail.

DNA manipulations and sequence analvsis

All cloming pracedures and Sauthern hybridizations were
performed according to the methods of Sambrook et al. {1989).
Nucleotide sequenceng was pecformed using the thermo
Sequenase kit (Amersham Life Seience), DNA and protey
sequence analyses were performed using the Gap and Pifeup
programs from the Wesconsin Package Version 9.1, Genetics
Computer Group (GCG), Madison WI, USA.

RT-PCR

Poly({AY* RNA was purified using an oligo-dT-cellulose
column {Boehringer Mannheim) fellowing the protocals of
Sambrook et al. {1989). The first-strand renction was made
using 200ng of poly{A)t RNA with 1x first-strand buffer
(S0 mmol 17! Tris-HCI. 73 mmol 1= KCI. 3mmot 1~ MgCla),
0.01 mmoli~! dithiothreite! {(DTT) 200unus of M-MLV
reverse transcriptase  (Gibco-BRLE 0.5 mmol 17! diNTPs,
2oamel =t oligo(dThs, 20units  of RNAase nhibilor
(Boehpinger Mannhewm) in a final volume of 20puk. The
mixture was initially incubated at 65 °C for 5 min, before DTT
and the enzyme were added The mixture was then incubated
for L h at 38°C. A sample of the first-strand renction (1 pl) was
used for the PCR reaction in 1% Tag PCR buifer (0.) mmol 1!
Tris-HCI, 1.5mmol I MgCla. 50mmoll-! KCi. pHE},
150mmoll=!  dNTPs, 0.5mmoli~!  of each spectic
aligonuclectide and §.3units of Tig polymerase {Boehringer
Mannheim). PCR reactions were carmied out in a Perkin Elmer
2400, The reactions were incubated a1 94°C for Imin and at
65°C for Smun before Tag polymeiase was added. The
mixtures were then incubated at 72 °C for [ min for one cycle.
Specific oligonucleatides were used in each reaction, and their
sequences and PCR conditions are as follows,

Nuelear-encoded cytoplasmic elongation factar 1a (EF-10)
{Walkdorf and Hovemann, 1990). Control product length,
34Bbp, oligonucieatide sequence. direct primer (D) 5%
AAGATCGGTGGTATCGGTACTG-3 (sequence position,
763-784); reverse pnimer (R} 5-GCAAGCGATAT-
GAGCGGTGTG-3 (sequence position. 1329-1309) PCR
conditions 94 °C for 305, 50°C for 403, 72°C for 30-60s; 30
cycles Niclear-encoded mitochondiial transition initiation
Jacir  (this study)  Product length: 39Gbp: (D) 5%
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ATCTTGAAGGTTTAGTGGAAGG-Y (sequence position,
HIB-1049). (R 5-CTTTTTATTITTAACATETTCTT-3'
{wequence posilon, 1424-1402). PCR conditions: 94°C for
305, $0°C for 40s. 72°C for 30s; 30 cycles. Muclerr-cucoded
extucheome ¢ fcyt c). Product length; 275 bp; (D). 5-CARA-
ARTGYGONCARTGYCAYACN-3'  (sequence  position,
$9-723; (RY: 5 TTNGANGCYTGYTCRATRTANGCDAT-3
(sequence position, 323-298); Y=Tor CiR=A or G and D=A,
€ or T. PCR conditions 94°C for 30s, 55°C for 40s, 72°C
for Ms: five cycles Miwchondrial-encoded cytachrame
evrdase subanit 1 {COX-1). Product leagth: 1044 bp. the oligo
pnmers were enlical to those reporied by {Hall and Smuh,
199t3. (D). 5 TTAAGATCCCCAGGATCATG-3 (sequence
position, 115-134); (RY: 5-TGCAAATACTGCACCTATTG-
¥ {xequence position, 1158-1139). PCR conditions: 94°C Tor
B3, S0°C for 405, 72°C for 60s: 30 cycles. All RT-PCR
products  from both  ethidum-brontide-stained  gels and
Southern biot hybridizauens of the RT-PCR producis were
quantificd by densilometry wsing the NiH nwge {1.60 b7y
scanning  system, and graphs were produced using
KaleidaGraph 3.0. Error bars given in the Rgures correspond
10 a confidence interval of 99 % calculated by the program.

Dot blor Inbridizations

Total DNA (nuclear and mitochondrial) was isofated from
diffecent larval 2nd pupal stages using tic Nuclecon ST kit for
soft tissue (Amersham Life Science). DNA concentration was
determined by speciroscopy and visualized in agarose gels. A
sample {1z} of thic total DNA was applied to a Hybond N*
aylon membiane (Amersham Life Science} using a Minifold
{Schitescher and Schuell) apparaws Ta determine the relative
numbcr of nuclear penomes, the EF- 1 cDNA fragment {348bp)
was used as a probe This probe was removed by boiling the
membeanc in .5% SDS for 30 min, and the same membrane was
then rehybridized with a COX-1 1044bp fragment for the
detection  of  mitochondrial  genomes. Membranes  were
prehybridized al 40°C for 48 h in 50% formamude, 5% SSC {1x
$SC is 0 15moll™! sodwm chioride. 0.0i5moll™ sodium
citrate). 5x Denhardy's solution (1% Denhardr’s solunon is 0 02 %
bovine serym albumin. 0.02% polyvinylpyrolidone, 0:02%
dexiran sulphated. 0.5 % sodium pyrophosphate plus 1004g ml-!
calf thymus DNA. Filters wece then hybridized for 8h a1 40°C
in this sofution plus 0.1% SDS. Successive washes were
peformed 1n 0.2x S8C. 0 2% SDS at 50°C and 60°C, each for
20mm  Fillers were wed for autoradiography vsing X-AR
Kodak films with imensifving scrcens at —70°C for 3h in the
Lase of COX-1 and for 24h in the case of EF-1a The dot blot
nybadizaiions of three independent experi were quantified
by densitometry using the NIH image (1.60 b7) system.

Results
Ideniification of cDNAs expressed differeniially in queen and
narker fanae by RNA-differental display
Fourth-instar honeybee worker farval (2.5-3 5 days old)
development v reversible, in the sense that, if at this point these

MW

-

Fig. 1. Reverse vanscriplase/pdlymerase chan reaction (RT-PCRY of
the RNA-diffeeential display of clone | between queen and worker
Jarvae at 4.5 days of larvad development {founth insiar). Lanes | and
2 show diiferent cDNA reactions, Q represents quece larvae, and W
indicates worker larvae MW denotes molecotar mass warkers The
arrow indicales the PCR procduct of the expected size that is present
in the RMNA preparation {rom queen larvae {for details. see the texth

tarvae are fed with royal jelly, they can develop queen chacaciers
(Woike. [971) After the fifih instar, the caste-determination
process 15 1o loager reversible, Thesefore. larvae of the mid fifth
instar (approximately 4 5 days of lanal development) that had
been fed throughour larval development with royal jelly (future
queens) and larvae fed with worker jelly (future workers) were
collected. Total RNA was punfied from both types of larvae and
used in typical RNA-differemtial display experiments {for
details, sec Materials and methods). Several ¢cDNA fragments
present anly 1n the queen larvae were tdentified in sequencing
g¢ls, These fragments were gel-purified. reamplified, cloned and
sequenced (data not shown). One of these clones {clone |) 15
analyzed in funher desail in this work

Ta confirm that clone I 1s more abundant in queen larvae,
specific oligoncleotide primers were wsed for RT-PCR
experiments with the original lotz] RNA from queen and worker
larvae. Fig. | shows a cDNA fragment of the expected
molecular size (100bp indicated in the figure with an arrow)
amplified in the RNA (rom queen larvae, No signal was
detecied 1 the worker prepacation This resull confirms that
clone | ¢cDMA i< move abandant in total RNA preparations from
queen karvae than in those prepared from worker larvae at this
developmental stage, and a defailed analysis of 1ts expression
throughsut larval development was therefore performed.

As the clone | fragment isolated by RNA display was o0
short 1o be easily used for molecular procedures, the 250bp
fragment was extended at the 5° end using a vanant of the
RACE technique (see Materials and methods). Using this
procedure, a fragmens of 600bp was obtained (data ot show)
and vsed 45 2 probe n hbrary screening (see below).

Clone I encodes for tire Apis mellifera mitochondrial
ransiation intiiahon factor
To abtain wformation about the nature of the product
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encoded by clone I, a cDNA libiary from 4.5-day-old queen
tares RNA was prepared {see Malerialy and methods), This
library was screened using the clone | RACE-extended product
as probe, Two different cDNA clones were identified. One of
these clones was nearly full-length and was analyzed furber.
Sequence analysis of thi¢ clane identified an epen reading
{frame on 2158 bases in the comect orientation; although ao
initiation codon was found at its 5 end, subsequent analyses
indicated that this clone lacks only the first eight aming acid
residues of the campleis gene product, A computer search o
identity previously repotted homeologous sequences showed
that the conceptual open reading frame has a substantial degree
of identity with mitochondrial translation initiation factor 2
(1F-Zou) from mamerals (Ma aad Spremulli, 1995 Ma et al,,
1995) and yeast (Vambutas et al,, 1991} and with bacterial
translatjon initiation factor 2 (Sncerdot et al., 1984; Friediich
el al.. 1988) (Fig. 2). The best 1dentities in overall protein
sequence found were with two previously reported animal
mitochondrial Imitiation factors: 41,34 % identity with the
bovine sequence and 40.86 % with human IF-2p. On the basis
of the high degree of homology between clone B and TF-2,
but not with che cyrasalic (F-2 (data rot shown), we may
conclude that clone [ encodes the Apis melfifera homologue of
the 1F-2m (AmIF-2p} The gene for AmIF-2m has two
particular features: it contains a high AST content along its
coding region (72,3 %}, even compared with other IF-2uc
homologues (64.2% in yeast, 59.1 % wn bacleria, 58.7% in
humans and 57.7 % in the bovine sequence). Second, the last
five amino acid residues at the carboxyl terminal region are
106% conserved among the animal IFms, even &t the
nucleotide  sequence  level  (TGGGATCCAGGATT)
Interestingly, this sequence contains seven bases that are
identical, but &n inverse orientation, to a single thyroid
fhormone respanse eleiment (Sap et al,, 1989,

AilF2y mRNA levels arg differentially expressed in queen
and worker Iarvae

1t is known that, daring caste determination, an increase in
the rate of oxygen consumption takes place in queen larvas
(Shuel and Dixon, 1968) The fact shat one of the ¢cDNAs
dentified 1 our RNA-differential display assays encades
honeybee [F-2y, @ fundamental product for the translation of
mitochondrial-encoded mRNAs, supgests that the higher
mitochondrial activity in the queen larvae requires an increase
in the whale set of mitochordrial products. These products can
be encoded either in the nwcleus or in the mitochondria
themselves, To study AmIF-2n mRNA levels during critical
quean versut worker developmental stages in more desail, we
performed a sentiquantitative RT-PCR anzalysis (Harting and
Wiesner, 1997). Total RNA samiples from queens and workers
of fourth-instar and Afth-instar larvae, carefully classified by
age and mass, were used as templates (see Materials and
methods). This classification it fundamental since previous
work has demonsirated thiat a significant increase In size and
mass in larvae of both castes takes place in each instar {Wang,
1965), which could have an effect on the general metabolism

of the argamism, Identical wmounts of poly(A)* RNA trom
fueen aad worker larvae were used lor the RT-PCRs, Decause
few gene sequences have been reported in the honeybee so far,
we used the A, meliyfera cytoplasmic transtation elongation
factor (EF- Lot} as an internal controt. Although it s known that
EF-lo RNA levels change during the development of insects
such as Drosophita melanagasrer (Hovemann et al., 1988} and
in honeybees during metamarphosis {sce below), these changes
are idenuical in queans and workers These results indicate that
EF-lo: tespends to the developmental program in both casies,
but not to the caste-deternymation process; EF- 1o can therefore
be used as a control in these experiments

The differences between the two castes in the amount of RT-
PCR product were quantified using a densitometric analysis in
at least three independent experiments (both ethidium-
bromide-staining and Sowthern blowing ot the RT-PCR
praducts), and the mean raip between the experimental RT-
PCR product apd the RT-PCR conirol was then plotted.
Examples of the RT-PCR gel and the densitomelric analysis
are presented in the Fip, 3. These results shows that the
expression of AmIF-2au from the ewely fourth instar is
sigficanily grearer in queen Iarvae than i worker larvae at
each time pomt apalyzed The mast dramauc difference in
AmIF-2m RNA expression level belween the castes is
observed in the last [B h before cell senling (108 h), where it 1s
approximately 30 times higher In queen larvae. This result
explains why we found differential expression of this transcript
with the RNA-differential display performed using RNA from
this stage of development,

The abundance of AmIF.2m RNA 1 the future queens and
workers was also analyzed n larvae after cell sealing, in
prepupa and in different pupal stages and adults. The critena
for classification of the organisms in this experiment after cell
sealing 1 the case of larvae were developmental timing 1n
hours and the morphological differences between the pupal
stages. [n contrast to our observations in fourth- and ffth-instar
farvae, there are no significant differences s amounts of
AmIF-2g: RNA batween queens and workers during these
stages (Fig. 4A.B). AmIF-2q; RNA {evels are constant in
comparison with the conicol in the last larval stages, prepupae
and adults in both queens and workers As expected, EF-lo
RNA levels, used as an internal control, showed similar
varigtions duning different developmental stages but net
between castes Higher levels of EF.lec mRNA are
accurmulated during metamorphosis (Fig 4).

Differennal eapression in gieens and workers of other
nctear- and mitochondrial-encoded genes involved in
mitechendrial function

The fact that 1the AmIF-2oy nanseript is more abundant in
fourth- and fifth-instar Jarvae in the queen thas in the workers
raises the question of whether this 15 & general phenomenon for
other nuclear- or mitochondrial-encoded genes volved in
mitochondrial functiop. To test this possibility, we quantified
the mRNA levels of the mitochondrial-encaded COX-1 genc
(cytachrome oxidase subumit 1) and of the nuclear-encoded
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cylochrome € {cyi ¢) gene 1n both queen and worker castes

amplifies a 1044bp fragment (Hall and Smuth, 1991). Although
the A wellifera eyt ¢ sequence has yet not been cepated, this

For COX-F gene amplification, oligonucleotides  wees
synthesized on the basis of the previously reported set which  is a highly conserved gene, and syntheuc oligonucleotide
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Fig 2 Comparison of the concepiual amino acid sequence of the Apis meltifera mitochondrial wanskation initiation Fattor (AmIF-2,) and The~.
reportzd aming ackl sequences of mitochendeial translation nitlation facters from other osganisms. Amino acid residues conserved in afl the
organisms are indicated in black and with asterisk; residues conserved only between bactena are indicated in green: residues peeseat in at least
1w ofganisms are indicated in pink. The AmIF-2m sequence is indicated in light blue (cyan) SF is Strepfocaccus faecium {Accession no.
M36878), Bs is Bacelies siearothermoplulus (Accession no. X04399); By is the bovine sequence (Accession no L37835); Hs is Homo sapiens
{Accessson no. LIA600). Am is Apis mellifera (Accession no 11200974, 8¢ is Saceharonyces ceseviseae {Accession no X58379).



934 M. CORONA, E. ESTRADA AND M. ZURITA

Queens. Workers
Operulauan Opereutation
i iostar Hthonslar ¥ dehinsiar Sthonstae

A2 LR lnnlwli B4 T2 TA B4 83 85102108 318420 Ape (h}
6F (o

W A SWCMYETY (irera S T ¢
B0 12 3326 3 BN FIZ AR08 35 28 06 80 O AN 1281 Mass {mg)

8 Queens
& Workers

i & 1y b
B o4 MO oW 9 #1021 119 120
Larval development ilme (i)

Fig 3. Semi-quanitative reverse transcriplase/polymerase chain
reaction (RT-PCR) of the Apis metlfea mitochondrial translation
witiation factor (AmIF-2py) RNA betwecn queen and worker larvae
during the caste-determination process. Poly(A)* RNA from
different developmental stages of the fourth and fifth larval instars
from queens and workers was purificd and subject to a semi-
quantilative RT-PCR assay (sec Materials and methods) The larvae
were classified by both the development time (h) and mass of each
specimen (mg) as indicated. EF-1ex is the cytoplasmie elongation
factor used as an internal control. An example of an agarase gel
showing the RT-PCR products is shown i (A) (B) Quantification of
the RT-PCR products, the mean of three independent experiments in
which the catio of the experimental PCR/contral PCR was plotted
agrinst developmemal time The Fourth- and  fifth-instar
developmental stages and the time of operculation are indicated in A.

Yakues are means +99 % confidence intervals

primers were designed on the basis of the teported amino acid
sequence of the honeybee pratein (data not shown; Inoue et al.,
1985) RT-PCR amplifications were performed using the same
RNA samples as for the AmIF-2n, transcript analyses and
quantified by densitometry. The COX-1 wanscript is very
abundant 1n queens as all time points analyzed (Fig. 5A). In
contrast to what was observed with the AmIF-2m transeript,
COX-1 mRNA levels in worker larvas were also high,
although fower than in queen larvae. During the last hours of
warker larva) development, just before operculation, COX-1
mRNA  levels decrcased significantly (Fig. 5A).  After
operculaton and dusing the different pupal stages, COX-1
mRNA levels were almost identical in queens and workers
(Fig. 5B). Again, we can observe that the EF-La RNA levels
used as an internal control are wore abundant during
metamorphosis, as in the previous analyses, probably as
consequence of the high degree of cell proliferation.
Cytochrome ¢ mRNA levels were very tow in both queen
and worker larvae. Nevertheless, ps in the case of AmIF-2p,
clear differences between queen and worker larvae were
detected, In queen larvae, cyt ¢ RNA was detected after 35
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Fig. 4 Semi-quantitalive reverse teansenptase/palymerase chain
reaclion (RT-PCR) analysis of the Apis mellifera mvochendrial
translation initiavion lactor {AmiR-2,) between queens and workers
after operculation (cell sealing) and dunng metamorphosis. {A) An
agarose gel with the RT-PCR products; (B) quantification of the PCR
products as described in Fig. 3, Again, the different larval stages
queens and workers after operculation were classified by age (hi
Since the larval age is differem Detween queens and worker afier
operculation, these were classified imo  four equivalent
developmental stages indicated as LAOI-LAO4 (Larvae Alter
Operculation}. PP, prepupa; WP, white-eye pupn; RP. red-eye pupa:
DP, dark-eye pupa, A, adult (for details, see the text) Values are
mieans £99 % confidence intervals for shree independent experiments.

cycles of PCR amplification at levels comparable to COX-1
RNA detected after only 30 cycles (Fig 5C). In worker larvae
samples treated in the same way, the cyt ¢ tanscript could be
detected only by Southern blot hybsidizations of the RT-PCR
products {data not shown). Densitometric analyses showed that
the lowest concentration of ¢yt ¢ RNA 1 worker larvae is
detected in the same development stage as for the AmIF-2q
and COX-1 yanscripts, during the last §8h before cell sealing
For instance, at 4.5 days {108 h of larval development), cyt ¢
RNA levels are approximately 100 times higher in queen
larvae than in workers of the same age In contrasi to AmiF-
Zme cyl ¢ mRNA evels after cell sealing and during
metamorphosis were much higher in the queens than in the
workers (Fig. 5D}, These results indicates either that cyt ¢
transeription is maintained at the same rate in queens during
caste determination and metamorphosis or thal cyt ¢ mRNA, is
more stable than AmIF-2p mRNA.

No significant differences in the itochondrial copy nitmber
occurred berween gueens and workers
The differences in the amounts of AMIF-2, COX-1 and eyt
& tanscripts between queen and worker larvae could result
from a higher copy number of the mitochondrial genome
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resulting from greater muochondrial biogencsis in queen
farvae compared with worker lanze We compared the number
of mitochondpal and nuclear genomes in gueen and worker
individuals at different developmental stages Dot blot
tybridization of total punified DNA from different queen and
worker larval stages was performed. This methed compares the

relative smtachondrial copy number per B cach spectic
developmental slege, vince cach auclear genome can ecfiresent
one cell (Fersburg und Guarente, 1989). This dol blot was
sequenually  hybrichzed  with  nuctear  (EF-lad and
mitechondrial (COX-E) DNA  probes {Fig. 6).  Alwer
densitometric quantification of sigials lrom thaee ndependent
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Fig 5. Seniquaniaine reverse transcriptase/palymerase chain resetion (RT-PCR ) of the cytochrome oxidase subumt | (COX-1 ) and
cytochrome ¢ {Cy1 €) dranscript lesels during larval development at the (ime of caste determination and after operculation and during
meramorphosis (A) COX-1 during lanal development; (B) COX-1 after operculation and dunag meamorphosis: (C) ¢yt ¢ durng larval
devetopment, (D) eyl ¢ after epercalation and during melamorphosis In each case. the quamification of the RT-PCR producis 1» represented as
in Figs 3 and 4. The same cDNAs used for the anzlyses of the transcript levels of the AmIF-Zos RNA were uscd to amphfy PCR fragmeals of
COX-1 and oyt ¢ in queens and workers. The variables wsed for classification are indicated in the figure, age (W) and wass {mg) for e larvay
stages before and after opecculation. 2nd the colour of the eye for pupze, PP, prepupa; WP, white-cye pupa Larvae after operculation were
chassified into four pquisatem developmental stages indicated 2< LACH-LAQS (Lanac After Opercalation) pupac. RP, red-gye pupa, DP. dark
eye for prepupal and pupal stages. A. adull. ET-lg is the cyloplasmic Icanshation elongation factor used as tnternal control Values arz means

+00%b canfidencr intervals for three independent experiments
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Fig 6 Comparisons ol the number of isitochendral and nucleas
genomes between queens and workers  Cytochrome ¢ (eyt ¢) was
used i o probe tor milochondnal DNA, and ths eyloplasmuc
zlongnion factor (EF- 1) was esed as probe for nuclear DNA. Total
DNA (| g from ench stage) was dotied and hybridized sequentially
agamst these two prabes (for details, see Materials and methods),
Tha DMA from different larval stages ai the momenl aof case
deteraunation is mndicated by the age (36108 h); PP, prepupae; P3,
pupie with dack cyes (laie pupae): A, adull No significant
differences  between queens upd workers in the aumber of
mitschandnal genomes in relation 1o genomic DNA were obsesved
s three independent densitometric experiments (data not show).

Quaens

Warkers

EF-1e

experiments with both nuclear and mutachondrial prabes (data
not shawn), we found that there were no significant changes in
the mitochondrial/nuclear genome ratio between queens and
wotkers, indicating that the differences in transetipt levels may
be ielated to a tugher transcriptrenal aclivity of nutochondrial
products in the queens and pot 10 the biogenesis of moare
mitachondiin in this caste

Discussion

For the fitst ime, we have demonstrated differences in genc
expression between queens and workers duning the process of
caste detecmination in Apis sreflifera. The genes analyzed n
this study can now be used as maleculac markers for a more
specific characlerization of the gene regulation events in
respoise ke signal molecules, such as the juvenile hormone
mvolved n thus didferentiation precess,

Differences henveen queeas and workers w tlie eapression of
genes that encode for sitachondrial proteins

Since the amount und quality of faod received by the queen
farvae 15 patticutarly rich, 1t is reasonable to think that the
general metabelism of these individuals might be more active
than in the worker larvae. In other words, more ATP 15 reguiced
to fulfit the metabolic demands of the accelerated growth of
the queen larvae This ATP may be produced euher by
incieasing the mitochondrial activity per organelle or by
increasing the number of mitochondria in queen individuals.

Higher mitochondrial actuvity can be achieved among other
possibilities by increasing mitochondrial protein synthesis. [n
apimal mitochondria, the molar concentration of all the
mitachondrial mRNAs exceeds by far the concentration of

nbosomes, a sittation that is ditfercat lrom that ia the cytosolic
compartment (Garstka et al,, 1994; Harling and Wiesner,
1997) Since the rate of uanslanon wtiation depends on
mRNA  and ribosome concentrations (X, 1996}, lhe
uanskation initiation faclor may be a key regulator fa
milochondrin protein synthesis, The fact that we found moie
AmIFE-Zy mRMNA i gueen than in worker larvae sugpests that
mutochendrial translation mught be incteased in queen larvae,
resulung in ephapced niitachondijal actvity,

In animals, it has been reported (it most mitochondriaily
cncoded genes are regulated i the post-transeriptional level
(Gitlhan et al, 1994} hawever, in the ease of the honeybes
during the caste-deterarination process {ourth- and ffth-inslar
larvaie), higher fevels of COX-I mRNA were detected in the
queen larvae (Fig. 3. Although COX-1 mRNA levels are high
in both castes, levels are approximately 1.5-fold greater 1n
queens ¢han in workess. The only exception s seen during the
Iate fifth instar of the worker larval stage, in which COX-|
mRMNA levels are very low (deteciable oaly by hybridizaiion
of the RT-PCR produet, Fig. 5). This stage coincides with a
dearease in juvealle hormone levels just before celf sealing.
Interestingly, at this pont, anly the worker larvae, but not the
queen Jarvae, undergo a reduced rate of giowth, and this
phenomenon may have some effect on COX-1 tanscript
levels, either by reducing transcription of the COX-] gene or
by reducing the stability of the mRNA. Although we have
analyzed the expression levels of only one mitochondrial-
encoded gene, we believe that a similar situation witl be fornd
for other mitochendrial-encoded gene tanscripts because the
animal mitochondrial  genes encoding  polypeptides aie
transeribed as a polycistronic RNA (OQjala et al, 1981,
Mantoya et al.,, 1983}

The nuclear-encoded cyt ¢ gene analyzed in this work
showed higher levels of RNA expression in the queen, even
during metamorphosis and in the adult stages. The mRNA
Tevels for this gene and for the AmiF-Zuy gene suggest that, it
queens, there is a higher level of expression of the nuclear-
encoded genes for mitochondral protems, The changes
abserved i the mitochondrial protein genes between queens
and workers are not only a response to the rapud development
ol the queen, since they are detected from the fourth instar, in
which the development of worker Larvae 1s faster than that of
queen larvac

The accumuintion of mitochondriat transeiipts aught
indicate that, during the queen-determination piocess, he
developing larvae require either mere active mutochondria of
a highe: rate of biogenesis of these organelles, Our
experiments shows that the ratio belween nutochendnial and
nuclear genames is the same duning the caste-determination
process in both gqueen and worker larvae, suggesting that
mitachondrial biogenesis is aot greater in queens during caste
determination. The accumulation of nuclear transenpts for
mitochondrial products that we have observed may be an
indication that the strategy used by A, meliifera 1o deal with a
large input of encrizy during 1he feeding of the queen lacva may
be te increase the larval respiratory capacity, thus increasing
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ihe avhvity of their muochondria more than increasing
organelle biogencsic The lower levels of nuclesr-encoded and
ntochondnal encoded wanseripis for mitochondrial proicins
detected in worker larvac may be related 10 a slower larval
devclopinent Juring the later stages of the filih instar.

Juvenile hormone and queen determinaiian

In mammals, it has been demonstrated that nuclear genes
that encode some mitochondeial proteins are activated by the
action of nuclear receprors, in particular by the thyroid
hormone receplor (Demonzeos el al . 1996; Wiesner et al.,
1992) 1n honeybees, juvemle hormene secresion is stimulated
hy food ingestion. and the hegh concenirzlion of juvenile
hormone 1 the queen larvae also comrelates with the time of
highest respiraiory eate in the queen. Juvenile hormone may
therefore coordinate the nutritive state of honeybec larva with
115 respiralory status by activating the metabolic machinery that
aklow s the cony ersion of food into chemical energy (Rachinsky
¢t al., 1990) Funhermore. in other insects, juventle hormone
has been amplicated in (he transfer and wrilization of stored
products (o generate the energy for larval growth (L'Hélias,
1970, Locke. 1980} and o direct the induction of the increase
n respiration rate (L' Hélias, 1970; Asencol and Lensky, 1976)

Tt 15 posssble that, in honeybees. juvenile hormone could be
waplicated in the ranseription of the AmIE-2m gene and of
other mitochondnal- and nuclear-cnceded genes. It has been
reporied 1n mammals that the application of thyreid hormone
increases  the  accumulation  of  mitechondrial-encoded
tanwnipts, suggesting that this hormone may act directly or
wndirectly n the transenption of mitochondnal genes (Mutvei
e ab, B989). A simdar siwation could occur in honeybee
mitochondria during the casie-determination process when
juveqle hormone is present In fuwire experiments, it will be
imgresiing to determine whether the apphication of juvenile
tormone 1o worker larvae resulls 10 an merease in the levels
of AmlF-2m. eyt ¢ and COX-1 iranscript levels

S12e. caste determination and phosis in secial insects

In many insects, it has been proposed that larval size is an

important factor inducing the onset of melamorphosis
{Safranek  and  Wilhams. 1984) [n  social insects,
metamorphosis is hnked w0 the determination of the

morphological characlers of the caste. [n sevesal hymenopteran
specics, physiological differences and dimorphism in body size
are achieved by the quanuty fed and by an exiension of the
feeding pecrod during the Farval stage {Brian, 1979) [thas been
suggested thae, at least in some Bombus species, it is larval size
thal determines pupation and casic (Plowright and Pendrel,
1971) It seems, howeser, that this s not the case for A.
aettifera Although there is a conrelation between the size of
the gueen, pupation and the development of queen characters
(Asencot and Lensky, 1976; Dieiz and Lambreton. 1970,
Woike. 1971). size 1s not a determinant in queen pupation and
developmear This conclusion is based on experiments in
which the external application of juvenile hormiwone 1o a worker
larva accelerated the onset of metamorphosis and  the

937

deselopiment of queen chavaciers independently of the size of
the farva (Winz and Betrsma, 1972). 1t is possible that under
natural Londhitions the inceease in larval <ize of the queen lasva
during development 15 the result of an imponant adaptive
stralepy for the suceess of the queen i the colony.

The observauons reported 1n this work on the expression of
genes that encede mitochondrial proteins suggest thal these
genes cauld alo be good molecular markers in a search for
common faclors in the queea-determination processes in other
social insects. Experiments similar to those reported here could
be performed with ants and swasps to senfy whether there is a
general difference between the queen and the rest of the celony
in different species.

We are grateful to Virginia Barajus for her technical
assistance and 10 Dr Veronica Narvaez, Dr Mactha Vazquez
and Dr Pancia Ledn for discussions and for commignts on the
manuscript The equipment esed 1n this work was purchased
with # grant to M Z. from the PEW foundanion
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6.0.- RESULTADOS
6.1.- Identificacion de transcritos diferencialmente expresados por

RNA-DD PCR y RT-PCR.

Después de la parte media del gquinto instar (4.5 dias) del desarrolio larvario, el
proceso de determinacién de castas es totalmente irreversible. Por este
motivo, se extrajo RNA total de larvas de obreras y reinas de este periodo para
los experimentos de RNA-DD PCR. Con esta metodologia se detectaron varios
fragmentos entre 100-300 pb diferencialmente expresados entre ambas
muestras. Dichos fragmentos fueron reamplificados, clonados y secuenciados.
Sin embargo con dicha informacién, no se encontré identidad significativa con

ninguna secuencia reportada.

Para confirmar que los fragmentos clonados son predominantemente expresados
en larvas de reinas, se disefiaron oligonucledtidos para la amplificacion de uno
de dichos fragmentos ({clona 1 200 pb ). En la figura 1 del articulo se presenta
el resultado de un experimento tipico de RT-PCR, utilizando cDNA sintetizado a
partir de RNA total extraido de larvas de reinas y obreras de 4.5 dias. En dicho
experimento en el que se amplificé con oligonucledtidos internos un fragmento
(100 pb) de la clona 1, so6lo se detectd la banda esperada en el caso de las
larvas de reina. Este resultado confirmé que la clona 1 es mas abundante en
reinas y por lo tanto, era un buen candidato para tratar de obtener su transcrito
completo y anatizar con detalle su perfil de expresion durante el desarrollo

larvario de reinas y obreras.



6.2.- Aislamiento de un ¢DNA que codifica para IF-2mt.

Puesto que el fragmento inicialmente amplificado por RNA-DD resultd
demasiado corto (200 pb) para permitimos encontrar homologia con alguna
secuencia reportada, se extendié hacia el 5' con una variante de la metodologia
de RACE (ver figura 10 y material y métodos). El alto e inusual contenido en A/T
de este gene (72.3%), favorece la existencia de falsos apareamientos con el
oligo poli T utilizado como “primer’. Debido a esto fuimos incapases de obtener
una extension completa de nuestro fragmento hacia 5'. Sin embargo, logramos
extender nuestro fragmento inicial de aproximadamente 200 pb, 400 pb mas
hacia el extremo 5' (ver figura 11). Al ser secuenciado este fragmento,
identificamos una fase abierta de lectura (ORF,sei) de alrededor de 200
aminoacidos que mostré 40.9% de identidad con el factor de iniciacion de la
traduccion mitocondrial 2 (IF-2mt), recientemente jdentificado en humanos,
este factor promueve la unién del tANA Met iniciador a la subunidad ribosomal

pequena (Ma y Spremulli, 1995) (ver figura 2 del articulo).

Con el objetivo de obtener el transcrito completo de [F-2mt, construimos un
banco de c¢DNA a partir de RNA poli AT obtenido a partir de larvas de reinas de
alrededor de 4 dias y 12 horas (muestras de 4 dias, 10 h, 12 h y 14 h}). Esta
librerfa fue tamizada utilizando como sonda el fragmento de 600 pb extendido
por RACE. De esta manera, dos clonas independientes fueron identificadas, las
cuales fueron completamente secuenciadas. En la méas larga de estas clonas, fue
identificado un ORF de 2158 pb en la orientacién correcta, sin embargo no se
encontrd una metionina en el extremo 5 del cDNA ({figura 12). Al comparar la
secuencia deducida de aminoacidos con respecto a la de los demas homologos

animales def IF-2mt, encontramos que sélo 8 amincacides N terminales parecen
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Figura 10.- Secuencia nucleotidica y deducida de aminoacidos de Am IF-2mt. Los 18
nicledtidos subrayados que corresponden a los Uitimos 5 aminodcidos del carboxilo
terminal y el codén de termino, son conservados entre los homélogos animales. Las
secuencias que promueven degradacién de RNA (AUUUA) son puestas en negritas.



estar ausentes en esta clona (ver figura 2 del articulo), por lo que podemos
consideraria casi completa. EI homélogo de abeja de IFm-2 (Am IFm-2) tiene la
mayor identidad con sus homélogos bovino (41.3% } y humano (40.8%) (Ma, L., ef
al.,1985; Ma y Spremulli, 1995). Después con los homologos de bacterias
(Escherichia colli, 36.30%; Streptococcus faecium, 34.5%) (Sacerdot et al.,
1984; Friedrich, et al., 1988) y por dltimo, (a pesar de tratarse de un
eucariote) con levadura (32.4%) (Vambutas ef al., 1991).

6.3.- Los niveles del mRNA de Am IF-2,: son mas abundantes en
larvas de reinas durante el 4to. instar y durante la parte del quinto

instar anterior a la operculacion.

E! hecho de que durante el desarrolle larvario de las reinas se produce un
incremento significativo en el consumo de oxigeno con respecto a las obreras,
{Shuel y Dixon, 1968} sugiere que las reinas tienen una mayor actividad
mitocondrial. Por lo tanto, no fue del todo sorprendente encontrar que uno de los
cDNAs gque identificamos por RNA-DD codificara para el factor de iniciacion de
la traduccidon mitocondrial. Para confirmar si la expresion de este gen es mayor
en larvas de reinas, realizamos un detallado andlisis de su abundancia por
medio de RT-PCRs. Para tal efecto, se purificd mRNA poli A* a partir de larvas
de 2.5 dias (inicio del cuarto instar). Este tiempo fue elegide principaimente
por razones practicas, ya que antes de este tiempo el pesado de las larvas (un
criterio de edad) es dificil, y porque es a partir del cuarto instar cuando son
mayores las diferencias fisiclégicas (ganancia de peso, respiracion, niveles

hormonales) entre ambas castas.



Para la realizacion de RT-PCRs cuantitativos, ademas de utilizar idéntica
cantidad de mRNA poliA+, es importante tener un control interno cuya expresion
sea lo méas constitutiva posible. Aunque existen muy pocas secuencias
reportadas de genes nucleares de abeja, enconiramos que el factor de
elongacion de la traduccion citoplasmaética 1 o (EF-10) podria ser un buen
control interno. La expresién de este gen, que tiene la funcion de unir los
aminoacil tANAs a los ribosomas, ha demostrado reflejar la sintesis de
proteinas citopldsmicas (Webster y Webster, 1983 Webster y Webster, 1984),
por lo tanto, al utilizar este gen como control, probablemente se podra
contrastar su expresién que al parecer refleja la sintesis de proteinas
citoplasméticas, con respecto a IF-2mt, gue refleja la sintesis de proteinas

milocondriales.

La Figura 3 del articulo, muestra que fa expresion de IF-2mt desde el inicio del
cuarto instar (60 h de desarrolio larval) hasta antes de [a operculacion, es
significativamente mayor en reinas con respecto a obreras en cada tiempo
analizado, sobre todo durante las ditimas 18 horas antes de la operculacion.
Por ejemplo, de acuerdo a un analisis densitomeétrico de la autorradiografia
obtenida de los productos del RT PCR transferidos e hidridados (Southern),
encontramos que la abundancia de! transcrito de IF-2mt a los cuatro dias vy
medio es alrededor de 60 veces menor en obreras. Este resultado claramente
explica porque mediante ef andlisis de RNA-DD PCR realizado con RNA de este

estadio, se encontré como diferencial a IF-2mt.

La abundancia del transcrito de IF-2mt fue analizada también después de la
operculacion de las celdas, incluyendo la segunda parte del quinto instar,

prepupa, pupa y adulto. A diferencia de lo observado antes de la operculacion,



durante estos estadios, no encontramos diferencias significativas en la
expresion de I[F-2mt entre ambas castas. Estos resultados podrian ser
esperados, ya que después de la operculacién ya no hay diferencias metabdlicas
importantes entre ambas castas. (Figura 4, articulo). De hecho, los niveles de
iF-2mt son bajos en la segunda parte del quinto instar y prepupa en reinas y
continian muy bajos en obreras. De manera general, los niveles de IF-2mt son
mayores en pupas de ambas castas y de nuevo disminuyen en adultos. En general
el patron de abundancia del mRNA de EF-1a RNA resulté ser un buen control, ya
que su expresion es muy similar en todas las etapas analizadas, quizd con
excepcién de las dos primeras muestras de obreras. Sin embargo, después de la
operculacién los niveles de este transcrito cambian en el desarrollo, pero sin
diterencias entre ambas castas: EF-1o muestra bazjos niveles en la segunda
parte del quinto instar, pero luego en la metamorfosis, sufre un incremento
considerable (de alrededor cinco veces) para luego volver a caer en adultos a

una abundancia parecida a larvas.

6.4.- La expresidon de otros genes involucrados en la funcién
mitocondrial, tanto codificados en nicleo como en la mitocondria

también es diferencial entre reinas y obreras.

Ef hacho de encontrar que el transcrito de IF-2mt es mas abundante en larvas de
reina durante el cuarto y quinto instar, nos llevé a preguntarnos si lo mismo
sucedia con otros genes involucrados en la funcion mitocondrial. En primer
lugar, dado que IF-2mt es codificado en el nicleo, nos preguntamos si los
niveles de mRNAs de otros genes nucleares que codifican para proteinas
mitocondriales tienen un comportamiento similar. Por otra parte, era ldgico

suponer que los transcritos mitocondriales sobre los cuales actta IF-2mt,



también pudieran estar aumentados en larvas de reinas. Para contestar estas
preguntas también se realizaron Aanalisis de RT PCR. En el caso del analisis de
otrc gen nuclear, se eligio el citocromo ¢ (cytc) ya que es conocida la secuencia
de aminocacidos de la proteina. De esta manera, disefamos oligonucledtidos
degenerados para amplificar un fragmento de 275 pb que comprende la mayor
parte de la region codificante del gen {(ver material y métodos). En el caso del
gen mitocondrial, se eligidé amplificar un fragmento de 1044 pb de la subunidad
1 {COX-I) del citocromo oxidasa (COX), principalmente porque ya existia un
reporte de la amplificacién eficiente de este fragmento (Hall ef al, 1991). Otra
razén para escoger cytc y COX, el pendltimo y dltimo citocromos de la cadena
respiratoria, es que su conceniracion refleja la eficiencia del metabolismo
respiratorio, ya que faflas en estos dos proteinas repercuten directamente en la
mayor generacion de radicales libres {ver seccidén 9.2.2). Ademas, dado que de
manera general son conocidos los niveles de estos dos citocromos durante el
desarrolio larvario de la abeja (Osanai y Rembold, 1968; Ederet al, 1977), al
conocer la abundancia de sus transcritos podriamos tener una apreciacién mas

completa de la regulacion de su expresion .

Citocromo C.

Los niveles del mRNA de cytc son bajos en ambas castas. (ver figura 5 del
arliculo panel C y D). En larvas de reinas pudieron ser detectados por tincion
normal con bromuro de etidio, solo después de 35 ciclos de amplificacién (a
diferencia de los 30 ciclos usados en los PCRs para los otros genes analizados);
mientras que en las larvas de obreras, sélo fue posible detectar sefial después
de que los productos del RT-PCR fueron hibridados con una sonda radioactiva
(elaborada utilizando como termplado el propio fragmento purificado de cytc) y

sometidos a exposicion autoradiogréfica (Southern) (ver figura 13, pag. 60) El




analisis de la relacion entre los valores densitométricos obtenidos para citc

con respecto al gen control (EF-1¢), son presentadas en la figura 5 del articulo,

paneles C y D. .

En este andlisis se observa que la abundancia del mANA de cytc en obreras es
muy bajo comparado con reinas a lo largo del todo el desarrollo, especialmente
en la etapa larvaria.. Por ejemplo, a las 108 horas de desarrolio larvario, la
concentracion de! mRNA de cytc es al menos 100 veces menor en obreras
comparada con reinas de la misma edad. No cbstante a los bajos niveles de este
mensajero en obreras, también pueden ser distinguidos un bajo nivel (0.02-0.1
ua) en los primeros estadios larvarios analizados (60-66 h) y durante las
Gitimas 18 horas antes de la operculacion {108-120 h} y un nivel mayor (0.75
ua} entre fas 80 y 102 horas. La cantidad de mRNA del cytc después de la
operculacion en obrera es significativamente incrementada (promedio 1.33 u.a)
con respecto a los niveles observados antes de la operculacidon. Estos niveles

siguen siendo mayores en reinas, aunque la diferencia es menos dramatica.

Citocromo ¢ oxidase subunidad 1 (COX-I)

Mediante analisis de RT-PCRs encontramos que el transcrito mitocondrial de
COX-I es abundante en la mayoria de los tiempos analizados en reinas. (Figura 5
dei articulo, panel A Y B). De manera opuesta a lo observado en el transcrito de
{F-2mt, los niveles de COX-I fueron también altos en obreras, aunque no tanto
como en reinas. lgual que en IF-2mt, existe un nivel muy bajo del mBNA de COX-
1 en las aMtimas 18 horas del desarrollo larvario de obreras que preceden a la
operculacién (figura 5 del articufo, panel A). Después de la operculacién y
durante los diferentes estados pupales, los niveles de COX-l son similares entre

ambas castas. (Figura 5 del articulo, panel B).



Citocromo ¢

REINAS OBRERAS

Hrs 60 66 72 78 84 90 96 102108 60 66 72 78 84 90 96 102108 114 120

Figura 13.- Southern blot de los productos del RT-PCR de cytc. Los cDNAs se

sintetizaron con RNA de larvas de reinas y obreras antes de opercular



6.5.- No existen diferencias significativas en el nimero de

mitocondrias durante el desarrollo de ambas castas.

El hecho de que los niveles de los mRNAs de los genes analizados sean mayores
en larvas de reinas, abre la posibilidad de que esto sea debido a la existencia
de mas mitocondrias con respecto a obreras. Con el propdsito de contestar esta
pregunta, medimos el nimero relativo de genomas mitocondriales con respecto
al de los genomas nucleares durante el desarrollo de ambas castas. Para ello,
purificamos DNA total de los diferentes estadios de ambas castas y [o
hibridamos, en un experimento de “dot blot” (materiales y métodos), contra un
gen codificado en nicleo (EF-1a) y otro gen codificado en mitocondrias (COX-l}.
La figura 6 del articulo muestra que no ocurren cambios significativos en el
niémero de genomas mitocondriales durante el desarrollo de cada casta en

particular, ni entre castas.

6.6.- Genes de la familia de los receptores nucleares.

La mayor actividad del metabolismo respiratorio antes sefialada, parece ser un
proceso importante que ocurre durante el desarrollo larvario de las reinas. Sin
embargo, alrededor del momento de la metamorfosis, debe ocurrir otra serie de
procesos molecutares que permitan fa diferenciacién morfoldgica entre reinas y
obreras. En un esfuerzo, por encontrar algunos de los genes que participan en
este proceso, decidimos amplificar y estudiar ia expresion de un grupo de genes
que suponemos pudieran estar involucrados. Puesto que el proceso de
determinacion de castas es claramente controlado por hormonas (como la HJ y
la ecdisona), elegimos estudiar a los miembros de la superfamilia de los

receptores nucleares (RN), ya que estos unen directamente a estas hormonas y



participen en las cascadas regulatorias por ellas inducidas (para introduccion

sobre RN, ver seccién 2.7.1y 2.7.2. de la introduccion).

Como primer paso hacia tal objetivo, disefiamos oligonucleédtidos degenerados
en base a la secuencia de la regién de unién DNA de los RN de Drosophila. Esta
region es muy conservada entre todos los miembros de esta familia a lo largo
de la escala filogenética. De esta manera, amplificamos y clonamos 4
diferentes fragmentos, dos de eflos a partir de ¢cDNA de larvas de reina de 4.5
dias y dos a particr de DNA gendmico. La secuencias obtenidas de estos
fragmentos, mostraron tener considerable identidad con miembros de la familia
de los RN previamente clonados en Drosophila. Los fragmentos amplificados a
partir del DNA gendmico mostraron tener secuencias muy parecidas a los genes
USP (Oro et al, 1990) y DHR3 (Koelle ef al, 1992). Mientras que los
amplificados de ¢DNA de reinas de 4.5 dias mostraron considerable identidad
con tos RN DHR78 (también conocido como XR78E; Fisk y Thummel, 1995) y
E78A (Stone y Thummel, 1983) (figura 14). En el futuro se pianea realizar un
analisis detallado de ia expresion de estos receptores durante el proceso de
determinacion de castas ( ver seccién 7.9 para una discusidn sobre las
perspectivas del estudio de los patrones de expresion de los RN durante la

determinacion de castas).



AmDHR3 CEGC KGFFRRSQSS VVNYQ. . CPRNKNCVVDRVN RNRCOYCRLO KCL

DHR3 CEGC KGFFRRSQSS VVNYQ..CPRNKQCVVDRVN RNRCQYCRLQ KCL
AmE78A CEGC KGFFRRSIQK OTEYR..CLKDGNCIVIRIN RNRCOYCRFEK KCL
E78A CEGC KGFFRRSIQK QIEYR CLRDGKCLVIRLN RNRCQYCRFK KCL
P CE KGFFKRTVRK DLSYA. .CROEKSCIIDKRQ RNRCOYCRYQ KCIL

USP CEGC KGFFKRTVRK DLTYA. CRENENCIIDKRQ RNRCQYCRY(Q KCL
DHR38 CEGC KGFFKRTVQK GSKYV. CLADKNCPVDKRR RNRCQFCRFQ KCL
SVP CEGC KSFFKRSVRR NLTYS..CRGSRNCPIDOHH RNQCOQYCRLK KCL
DHR78 CEGC KGFFKRSIRK QLGYQ..CRGAMNCEVTKHH RNRCQFCRLQ KCL
AMDHR78 CEGC KGFFKRSIRK ELGYQ. .CRGSKSCEVTKHH RNRCOYCRLO KCL
E75A CEGC KGFFRRSIQQ KIQYR.PCTKNQQCSILRIN RNRCQYCRLK KCI
FTZa CESC KGFFKRTVQN KKVYT..CVAERSCHIDKTQ RKRCPYCRFQ KCL
TLIL CDGC AGFFKRSIRR SRQYVCKSOKQGLCVVDKTH RNQCRACRLR KCF
FTZb CESC KGFFKRTVON RKNYV..CVRGGPCQVSIST RKKCPACRFE KCL
ECR CEGC KGFFRRSVTK SAVY..CCKFGRACEMDMYM RRKCQECRLK KCL

Figure t4.- Alineamiento de [a regién de unidn a DNA de los genes
pertenecientes a la familia de los receptores nucleares de Drosophila
melanogaster y Apis mellifera. Las secuencias pertenecientes a los
homélogos de Apis mellifera estan subrayadas. Los fragmentos
correspondientes a AmUSP y AmDHR3 fueron amplificados a partir de DNA
gendémico. Los correspondientes a AmMDHR78 y AmE7BA fueron amplificados
a partir de mBNA de larvas de reinas de 4 dias 6-18 h de desarrollo larvario,
el cual incluye el tiempo de la operculacion e inicio de la metamorfosis.



7.0.- DISCUSION

Durante ia realizacién de este trabajo, hemos encontrado gue la expresion de
genes nucleares y mitocondriales involucrados en la funcién mitocondrial, es
diferencia entre reinas y obreras durante el proceso de determinacion de
castas. Por fo tanto, los genes analizados en este estudio pueden ser utitizados
como marcadores para una caracterizacion mas especifica del efecto que
ejercen determinadas moléculas, tales como la HJ, en la regulaciéon genética

durante el proceso de determinacion de castas.

7.1. Andlisis de la secuencia de IF-2nt y sus implicaciones

funcionales.

Durante el analisis de la secuencia de IF-2mt, advertimos 2 caracteristicas

sobresalientes:

a) Composicion nucleotidica.

Aunque, codificado en el nicleo, Am IF-2ynt contiene algunas caracteristicas que
denotan su origen mitocondrial. Tienen un muy alto porcentaje de A/T (72.3%) y
una regién 3' no traducida muy corta (48 pb., ver figura 12). El porcentaje de
A/T es muy alto aun comparandolo con los demas homdlogos de IF-2m¢ (64.2%,
levadura; 59.1%, bacteria; 58.7%, humano; 57.7%, bovino). Segln Xia (1996) una
composicion alta de A/T favorece una mayor eficiencia transcripcional ya que
aumenta la concentracién de mRNA principaimente por medio de un aumento en
la velocidad de elongacién de la transcripcion. Lo anterior debido a que el
- ribonucleétido més abundante es ATP y por o tanto fa RNA pol [l usard menos

tiempo en incorporarlo. Ademas, no se requiere un gasto adicional de energia



para convertirlo a otro ribonucledtido. Seglin este autor, una mayor composicion
de adeninas en determinado genoma refleja un mayor metabolismo de tal
organismo. €1 mayor contenido en adeninas de los genomas mitocondriales con
respecto al nuclear, podria ser explicado por el mayor contenido de ATP en este
organelo con respecto al citoplasma. Es interesante hacer notar gue de los
genomas mitocondriales hasta ahora reportados, el de abeja es el mas rico en
A/T (84.8%, comparado por ejemplo con 78.6% de Drosophila yakuba) {Crozier y
Crozier, 1993). Si la evolucion favorece, en proporcion a la concentracién de
ATP, una mayor cantidad de adeninas en el DNA, los cambios deben efectuarse
en una posicion que no repercuta en la composicion de aminoacidos de las
proteinas, como es la dltima posicion de los tripletes codificantes. De hecho,
en los genomas mitocondriales hay una mayor tendencia a tener T/A en esta
posicién. En Apis este porcentaje es de 95.2%, comparado al 93.8% de
Drosophila. Incluso, de manera colateral, ésto podria explicar porque en
mitocondsias el codigo genético cambié para metionina de ATG a ATT vy
triptofano de TGG a TGA.

Mediante un andlisis del uso de codones particular de AmiF-2n; (tabla 4
comparandolo con el general de abejas (tabla 5) , llegamos a las siguientes

conclusiones :

1) IF-2m conserva en el uso de codones la tendencia a tener A en la dltima
posicién, a pesar de ser genomico (ver tablas 4 y 5). Las 3 unicas excepciones
en las cuales el triplete terminado en A, no es el mas usado {prolina serina e
isoleucina ) suceden cuando en el uso preferencial de codones general de abeja,

el triplete que termina en A es poco usado.



2) Cuando un aminoacido es codificado por sdlo 2 tripletes que terminan en T ©
C, es elegido el gue termina en T {como es el caso de cisteina, fenilalanina,

hyistidina, tirosina, écido aspartico y &cido glutamico}

3) Cuando un aminoacido tiene 6 tripletes que lo codifican, y dos de elios
terminan en A, se escoge como primera opcién el que tenga otra(s) A, 0 en su

defecto, otra(s) T. Ejemplos en arginina, es escogida AGA sobre CGA; en leucina,

es elegida TTA, sobre CTA;

4) £! coddén mas usado para varios aminoacidos es diferente cuando se compara
el consenso general de los genes de abeja y el de Am [F-2m. Tal es el caso de

tirosina, leucina, prolina, arginina, frecnina, isoleucina.

5) Aunque dentro del consenso del uso preferencial de codones de la abeja,
varios aminodcidos tienen un uso preferencial de tripletes terminados en A, la

proporcion de uso de tales codones es mayor en Am |F-2mt.

Las anteriores observaciones nos llevan a una aparente conclusién paradojica:
Por un lado, la alta composicion de A, podria favorecer una mayor eficiencia
transcripcional; sin embargo, un uso de codones que difiere de aquel mas usado
en los genes de abejas, conduciria a una menor eficiencia traduccional. Esta
Gitima conclusion es apoyada por los reportes en donde se demuestra gue la
frecuencia del uso de codones correlaciona positivamente con la disponibilidad
de tRNAs (Gouy y Gautier, 1982) y que los mRNAs que contienen los codones
mas usados, son traducidos mdas rapido que mRNAs modificados artificialmente

para contener codones raros (Sorensen et al., 1989).



b) Posible sitio de unién de receptor nuclear (HT-HJ)

A pesar de que los tres homdlogos animaies de AmlIF-2mt hasta ghora
conocidos, no tienen una homologia apreciable hacia el extremo carboxilo
terminal, comparten los UGltimos cinco residuos C-terminales. Ademas la
secuencia que codifica para estos aminoécidos es conservada aln a nivel de DNA
(TGGGATCCAGGATTT), no obstante la distancia evolutiva entre mamiferos e
insectos. Lo anterior sugiere que esta regién podria ser un importante sitio de

reconocimiento.,

Esta secuencia contiene una regién de siete nucledtidos (en negritas) que es
idéntica, pero en sentido complementario, al segundo elemento repetido de
respuesta a hormona tiroidea {TRE) presente en el virus murino de leucemia

(MLV) (Sap, 1989.)

5'CAGGGTCATTTCAGGTCCTT 3",
3'GACCCAGTAAAGTCCAGGAA 57

Aunque no exisien reportes de algin RN gue una RNA, se ha reportado que el
receptor de a HT puede unir DNA como monémero (Schrader, 1994), y que, de
manera desconocida, los receptores nucleares pueden prevenir degradacion
especifica de mRNA (citado por Lodish,1995). La proteccion contra degradacion,
podria ser un factor importante en la estabilidad del mRNA de IF-2mt dado su
muy corto extremo 3' no traducido y la presencia de secuencias AUUUA, que se
na reportado, promueven una degradacion mas activa de mRNAs (Shaw y

Kamen,19886), (ver éstas secuencias en negritas en la figura 12).



Aminoacido Codén Fraceidn Aminoacido Coddn Fraccién
Gly GGG 0.05 TP TGG 1.00
Gly GGA 0.50 End TGR 0.00
Gly GGT 0.38 cys 6T ' 0460
Gly GGe 0.07 Cys T6C 0.40
Glu GAG 0,06 End TAG 0.00
Glu GAk 0.94 Fnd TAA 1.00
Asp GAT 0.95 TYL TAT 1.00
ASp GAC 0.05 Ty TAC 0.00
val aTa 0.09 Leu ITG 0.06
val GTA 0.49 Leu TTA 0.68
Val GIT 0.40 Phe TTT 0.76
Val GTC 0.02 Phe Tre 0.24
Ma GCG 0.06 Ser bl 0.07
Ala GCA 0.46 Ser TCA 0.29
Ala GCT 0,40 Ser T 0.43
Ala Gee 0.09 Ser TCe 0.04
ALg AGG 0.0¢ Argq CGG 0.04
ALQ AGA 0.52 Arg CGA 0.28
Ser AGT 0.18 Arg CGT 6.12
Ser AGC 0.00 Arg Cac 0,00
Lys ARG 0.09 ein CAG 0.11
iys ANR 0.51 Gln CAA 0.89
AsT AAT 0.88 Hig CAT 0.94
Asn AMC 0.12 kis CAC 0.06
Het AT 1.00 Leu CTG 0.03
Ile ATA 0.40 Leu CTA 0.05
Ile ATT 0.55 Leu CIT 0.15
Ile ATC 0,06 Leu cTC 0.03
Thr ACG 0,06 Pro C€CG 0.00
Thr ACA 0,55 Pro CcCh 0.47
Thr ACT 0.36 Pro ccT 0.53
Thr ACC 0,03 Pro cee 0.00

TABLA 4.- Frecuencia del uso de codones de Am -IF-2mt. Obtenido con el programa
codon-frequency del paquete de Genetic Computer Group (GCG) Version 9.1-
UNIX de la Universidad de Wisconsin.




Aminodcido Codén Fraccion Aminoécide Codén Fraceidn

Gly 666 0.21 TIp TGG 1.00
Gly GGA 0.50 End TGA 0,52
Gly G4T 0.21 Cys 6T 0.53
Gly GGC 0.08 Cys 6C 0.47
Glu GAG 0.41 End TAG 0.20
Glu GAA 0.59 End TAR 0.28
AsSp GAT 0. 64 TyI TAT 0.47
AsSp GAC 0.36 Tyr TAC 0,53
val GTG 0.24 Leu 76 0.1%
val GTA 0.33 Leu TTA 0.09
val GTT 0.24 Phe TTT 0.53
val (e3¢ 1 0.20 Phe TEC 0.47
Ala aCe 0,22 Ser Y] ¢.314
Ala GCA 0,33 Ser TCA 0.25
Ala GCT 0.29 Setr T 0.1
Ala Gee 0.16 Ser TCC 0.12
Arg AGG 0.22 Arg €aa6 a.10
Arg AGR 0,20 Arg CGA 0.22
Serx AGT 0.11 Arg CGT 0.17
Ser AGC 0.07 Axg CGC 0.08
Lys AAG 0.43 Gln CAG 0.41
Lys AAL 0.57 Gln CAA 0,59
Asn AAT 0.61 His CAT 0,59
Asn kiC 0.39 His CAC 0.41
Met ATG 1.00 Leu CTG 0.27
Ile ATA 0,18 Leu CTA 0.13
Tie ATT 4,40 Ley CTT a.16
Ile ATC 0.42 Leu CTC 0.16
Thr ACG Q.40 Pro cca 0.30
Thr ACA 0.40 Pro CCA 0.23
The ACT 0. 10 Pro ceT 0.21
Thr ACC 0.10 PEG [ 0.26

Tabla 5.- Frecuencia del uso de codones de Apis meilifera, Obtenido con el
programa codon frequency del paquete de Genetic Computer Group (GCG) Version

9.1-UNIX de la Universidad de Wisconsin



7.2.- Estequiometria de RNAs mitocondriales y su implicacién en la

funcion de IF-2m¢ en la sintesis de proteinas.

Dado la mayor ingesta de alimento y el incremento en el consumo de oxigeno
observado en larvas de reinas, se espera que también su metabolismo
mitocondrial esté aumentado con respecto a obreras. De esta manera, no fue del
todo sorprendente encontrar que un gen que pudiera promover mayor actividad
metabdlica, como es el caso de IF-2mt fuera expresado mds en larvas de reinas.
Esto ademas sugiere que la sintesis de proteinas mitocondriales puede ser
mayor en reinas. En confirmacion de lo anterior, hay una concentracién mayor de

cylc y COX-1 en larvas de reina (Osanai y Rembold, 1968; Eder, ef al., 1977).

AUn cuando hasta ahora no existen reportes con respecto a la estequiometria de
RNAs mitocondriales en abeja u otro insecto, estos comparten con los
mamiferos un genoma mitocondrial de tamafio similar (16,569 pb en humanos y
16, 343 pb en abeja} y una organizacion simifar (aunque no idéntica) (Crozier y
Crozier, 1993); por lo tanto, el andlisis de la estequiometria en los mamiferos
podria dar informacién valiosa de 10 que sucede en insectos, o cuando menos,

podré ser una referencia importante,

Segun el resultado de los andlisis cuantitativos realizados por RT-PCRs, en el
compartimiento mitocondrial de los mamiferos [a concentracion molar de
todos los mRNAs que codifican para polipéptidos (13) excede la concentracion
de los ribosomas, lo cual constituye una situacién fundamentalmente diferente
de fo que sucede en el citoplasma (Garstka et al, 1994; Harting y Wiesner
1997). El porcentaje de sintesis de proteinas depende tanto del porcentaje de

iniciacion de la traduccion, como del porcentaje de elongacidén de la cadena



peptidica. El porcentaje de iniciacion de la fraduccion, depende a su vez, de ia
concentracion de mRNAs, ribosomas (Xia, 1996) y factores de iniciacion de la
traduccion (Aloni et al, 1992). Debido a que en las mitocondrias, existe una
menor concentracién molar de los RNA ribosomales comparada con la
concentracién de los RNA mensajeros, se podria esperar que la iniciacion de la
traduccién sea especialmente regulada en dichos organelfos. IF-2mt el Unico
factor de iniciacién mitocondrial reportado hasta la fecha, podria ser
importante en la regulacién de la sintesis de proteinas mitocondriales. De esta
manera, la regulacion de la expresién de IF-2mt seria un factor importante en el

control general de la expresidén mitocondrial.

7.3.- La mayor abundancia de algunos de los mRNAs involucrados en
la funcién mitocondrial en larvas de reinas, sugiere que podria
existir mayor abundancia del resto de los transcritos involucrados

en esta funcion.

El mRNA de IF-2,t es mas abundante en larvas de reinas con respecto a obreras.
Por lo tanto, pudieran ser también mas abundantes los diferentes transcritos
sobre los cuales IF-2yt ejerce su actividad. Ademas, dado que los mRNAs
mitocondriaies codifican para sélo una parte de las subunidades de los
complejos multiproteicos de fa cadena respiratoria, podriamos esperar que l0s
mRNAs que codifican para el resto de las subunidades codificadas en el nicleo

fueran asi mismo mas abundantes.

Los resultados obtenidos mediante el analisis por RT-PCRs semi-cuantitativos
confirmaron al menos de manera general, esta hipdétesis. En primer lugar,
aunque los niveles del mRANA mitocondrial de COX-l son altos en ambas castas,



este transcrito es mds abundante en reinas cuando la farva es alimentada (antes
de ia operculacién). En otros animaies los genes mitocondriales que codifican
para polipéptidos, son transcritos como un RNA policistronico gigante, el cual
es posteriormente procesado (Ojala et al., 1981, Montoya, 1983). De esta
manera, aln y cuando sélo analizamos la expresion de un mRNA mitocondrial; es
razonable esperar que si éste es abundante, el resto de los transcritos también
lo sean. Por otro lado, cuando medimos la abundancia de un mRNA nuclear
traducido en el citoplasma (cytc), encontramos que éste es también mucho mas

abundante en lafvas de reina, sobre todo antes de la operculacion.

La operculacion o sellado de las celdas, separa los estados larvales de
alimentacion y no alimentacion. De acuerdo con los resultados de los RT-PCRs,
la operculacion, es un punto importante que marca un cambio significativo en
los niveles de expresion de los genes analizados. Puesto que el alimento
estimula la secrecion de HJ, un metabolismo respiratorio elevado y un mayor
crecimiento larval, nuestros resultados constituyen una evidencia adicional de
las relaciones entre el estado nutricional de la larva, su actividad fisiologica y

su actividad mitocondrial.

Las concentraciones de los 3 mRNAs analizados son particularmente bajas
durante los dltimos 3 tiempos previos a la operculacion. (108-113, 114-119 y
120-125 h). Curiosamente, este es el tiempo de “refardo” de la larva de obrera
con respecto a la de reina relativo al momento de la operculacion. En otras
palabras, 1a reina tiene un periodo con la celda destapada de aproximadamente 4
dias y 12 horas (118 h) y la obrera de 5 dias y 5 horas. (125 h.) (ver figura 2).
Esto sugiere que durante este periodo la transcripcion de genes involucrados en

la funcion mitocondrial esta reprimida, o bien, aumenta la degradacion de sus



mRNAs. Lo anterior debe de reflejarse en una menor generacion de ATP y por lo
tanto, podria explicar el menor tamafio alcanzado por la larva de obreras en el
momento de la operculacién. El motivo del atraso primero en la operculacion y
por consiguiente, en la pupacion, podria deberse entre otras explicaciones, al
retardo en alcanzar un peso critico para la induccién de la sefial que dé inicio a
la metamorfosis; o bien, por consumir menos alimentos y secretar menos HJ, se
retrasaria el tiempo en el cual se alcanza un nivel critico de esta hormona para

inducir la metamorfosis independientemente del tamario.

7.4.- Posibles mecanismos de control de la expresion de genes

mitocondriales.

La concentracién absoiuta de mRNAs mitocondriales depende principalmente del
ritmo de su transcripcién, su estabilidad y el numero de genomas

mitocondriales.

Los resultados que hemos obtenido en iarvas de abejas, son similares a los que
se observan en la transcripciébn mitocondrial activada por HT en higado de rata,
donde el tratamiento con HT no afecta los niveles de DNA mitocondriai (Van
Htallie, 1990: Wiesner ef al., 1982). La mayor concentracidon del mRNA de COX-
( y quizd de todos los mRNAs mitocondriales) es lograda por un incremento en
su transcripcion, estabilidad del mensajero, o una combinacion de ambos, pero
no por dosis génica. Por otra parte, los bajos niveles del mRNA de COX-|
observados en larvas de obrera durante las 18 horas previas a la operculacion,
puede deberse a una represion de la transcripcién mitocondrial 0 a una mayor
degradacién del mensajero. Después de la operculacion en obreras, el aumento

en el mMRNA de COX-l, a niveles similares a los observados en reinas, setia



consecuencia de la de-represion de su transcripcion o bien, a una disminucion

en su degradacion.

E} control de la degradacién de mRNAs es un factor cuya influencia no puede ser
subestimada. En ratas, ha sido reportado que el control de la estabilidad de los
mRNAs involucrados en Ia funcidon mitocondrial, codificados tanto en el nicleo
como en mitocondrias, es un mecanismo empieado usuvalmente en la regulacion
de ila expresion mitocondrial (Connor et al, 1996). Un posible mecanismo para
fograr la proteccion de estos mRNAs es la existencia de proteinas que se unen a
mRNAs que codifican para proteinas respiratorias, tales como la proteina que

une al transcrito en forma L de la citocromo ¢ oxidasa ( COLBP, sei)

{Chrzanowska et al., 1994).

Se ha reportado que las concentraciones proteicas tanto de COX como de cytc
son mayores en reina con respecto a obreras, aunque Ja concentracion de cytc es
mucho menor que ia de COX (Osanai y Rembold 1968). Aungue nosotros sodlo
medimos la conceniracién de mRNA de una sola subunidad mitocondrial de COX,
nuestros datos con respecto a la concentracion relativa de mRNAs de este gen y
cytc son similares a los obtenidos con las proteinas. Esta concordancia sugiere
que la regulacion de la expresion de al menos estos dos genes es lograda por

control transcripcional o estabilidad de mRNA y no por control traduccional.



7.6.- ¢La HJ activa [a expresion de genes involucrados en la
actividad mitocondrial?. Correlaciones entre la concentracién de HJ

y los niveles de los mensajeros analizados.

La HJ parece ser secretada por la corpora aflata de manera proporcional al
alimento ingerido y su concentracidon correlacionan con un mayor metabolismo
respiratorio y ganancia de peso de [a larva. En base a estos antecedentes ( y los
presentados de manera exhaustiva en la seccion 2.6) resulta evidente la
propuesta de que la HJ podria activar el metabolismo respiratorio, que a su vez
produciria un mayor crecimiento de [a larva. Si esto es cierto, la siguiente
cuestion por resolver es cémo [a HJ logra activar el metabolismo respiratorio.
Una opcion es que la HJ actle activando la transcripcién de los genes
involucrados en la funcion mitocondrial (codificados tanto en ndcleoc como
mitocondria). En este caso, la concenfracion de estos mRNAs deberia

correlacionar con los niveles reportados de HJ.

Esta hipdtesis tiene sentido si analizamos primeramente los niveles de la HJ
durante el desarrollo. Los niveles de HJ son diferenciaies entre ambas castas
desde el segundo instar, lo cual es apoyado de manera indirecta por la
observacidén de que el volumen de la corpora alata se incrementa a partir de
este periodo (18-36 h) (Uirich et al., 1983). Esto es consistente con la
observacion de que las larvas de obrera transferidas a celdas reales desarrollan
una corpora allata activa poco después de que empiezan a recibir JR (Wirtz y
Beetsma, 1972; Wirtz, 1973). La concentracion de HJ se incrementa desde este
momento, hasta alcanzar su pico méximo poco después del inicio del quinto
instar (alrededor de 3 dias y 18 h 6 90 h) . En este punto se ha reportado una

concentracion 15 veces mayor de HJ en larvas de reinas con respecto a obreras



y a continuacion una disminucion gradual en ambas castas hasta e! momento de
fa operculacién (4.5 dias 6 108 h}. Después, los niveles en ambas castas se
incrementan otra vez de manera gradual, hasta alcanzar un segundo pico mMAaximo
(de aproximadamente la mitad de concentracién del primero) a la mitad de la
prepupa y entonces bajan a su menor nivel al comienzo de la pupacion. El perfil
de concentracion de la HJ en larvas de obreras es similar al de las reinas, pero

en una proporcién mucho menor (Rachinsky et al., 1 990) (ver figura 6).

Al comparar este perfil de concentracion de ta HJ con respecto al obtenido
mediante los RT-PCRS de los genes aqui analizados, resulta evidente que en

general existe una correlacion entre ambos, la cual a continuacion

analizaremaos.

Antes de opercular

Los niveles de los dos transcritos codificados en el nucleo (IF-2mt y cytc)
tienen, al igual que fa HJ, un patron de campana: bajo al inicio del 4to instar,
alto después del quinto instar y bajo antes de opercular. Este patrén es similar
en reinas y obreras, pero los niveles en obreras son mas bajos. En el caso del
gen codificado en la mitocondria (COX-), el patrén en obreras es también de
campana, aunque el pico es desplazado 12 horas después en relacion a los otros
dos genes analizados (ver figuras 3 y 5, paneles A y B, del articulo). En reinas,
aunque bajo al principio, el nivel de COX-i se incrementa de manera gradual y no
sufre descenso antes de |a opercutacion (figura 5, panel C, del articulo).

Lo anterior probablemente ocurre debido a que la activacion de COX-l, vy quiza de
todo el genoma mitocondrial, se produce después de que la HJ llega a cierto
umbral de concentracion. Después de esie punto, diferencias en la concentracion

de HJ, no tendrian mayor influencia en activacion de la transcripcion. Por otra



parte, aun cuando los niveles de HJ pudieran bajar, no se produciria de
inmediato un descenso en la abundancia del mRNA, sino que la concentracion de
éste se mantendria durante un tiempo determinado dependiendo de su
abundancia y el ritmo de su degradacion. Puesto que de los transcritos
analizados, COX-l es el mas abundante, fo anterior podria deberse a una

transcripcién activa o a una degradacion lenta

Después de la operculacion.

En obreras, inmediatamente después de la operculacion, es observado un
incremento en los niveles de los transcritos de COX-l y cytc. Estos niveles se
mantienen altos hasta finalizar la Gltima etapa larvaria analizada, para después
descender en prepupa y pupa (ver figura 5, paneles B y D). En el caso de IF-2mt,
también es observado un pico inicial, pero después el nivel del mensajero se
mantiene sin cambios significativos. En reinas después de ia operculacion,
tampoco se observan diferencias significativas en la abundancia de IF-2mt en
las diferentes etapas. En contraste, los niveles de COX-l y cytc, muestran el
patrén de campana, con el primer punto bajo después de la operculacion, un pico

maximo alrededor det inicio de la prepupa y un descenso en pupa.

Es necesario aclarar que el uitimo estadio de larva que analizamos,
posiblemente se sobrelapa con el inicio de la prepupa (prepupa 1, en trabajo de
Rachinsky et al, 1990) Ademas, el Gnico estado de prepupa que analizamos,

corresponde a un estado de prepupa avanzado {prepupa 2-3, en Rachinsky).



7.6.- El posible receptor de HJ y su mecanismo molecular de accion.

Si como suponemos la HJ actia sobre la expresién de los genes mitocondriaies,
entonces ¢cudl es su receptor y su mecanismo de accion? Se ha propuesto como
receptor de HJ a una proteina de 64 kDa (2 subunidades de 32 kDa) de la
cucaracha Leucophaeae maderae (Engelmann, 1985), la cual curiocsamente es de
idéntico peso molecular (32 kDa) a una proteina de unién a HJ aislada de la
hemolinta de Manduca sexta (Lerro et al., 1990). Otro supuesto receptor de HJ
es una proteina de 29 kDa también aislada de Manduca sexla (Palii et al., 1994},
la cual a pesar de ser nuclear, no tiene homologia con los demas RN ni un
dominio de unién a DNA; motivos por los cuales, no se ha aceptado como el
verdadero receptor de HJ. Recientemente se ha propuesto que USP es el receptor
de HJ (Jones y Sharp, 1997). Este RN actia como heterodimero con EcCR para
formar el receptor funcional de ecdisona (Yao, et al, 1992), y con DHR38
(Sutherland et al., 1995); si se demostrara que USP funciona cormo freceptor por
si s6lo, entonces al igual que su homdlogo en mamiferos RXR, podria actuar

como homodimero (Mangelsdorf et al., 1992).

Parece haber una relacion entre la funcidén de induccién de la actividad
mitocondrial por HT y la inducida por un hipotético receptor de HJ. DHR78 es el
RN de insecto que guarda mayor identidad con el receptor de HT (TR4), (32.4% de
idéntidad en 411 aa, identidad total= 31.35 %) seguido por USP (51.2% en 125
aa, identidad total= 25.32%). USP podrfa funcionar como homodimero, perc
ademas como heterodimero con DHR78 (u otro receptor), al igual que el receptor

de HT, que puede funcionar como mondmero, homodimero o heterodimero con RXR

{Lazar et al., 1991).



El mecanismo que utiliza el hipotético receptor de la HdJ para inducir la
expresion de los genes nucleares, podria ser parecido al que conocemos para el
receptor de ecdisona u otro receptor nuciear. Sin embargo, es tema de polémica
como este receptor podria activar la expresién del genoma mitocondrial. Aungue
en mamiferos tampoco es claro el mecanismo por el cual la HT activa a los
genes mitocondriales, se ha propuesto por una parte, que la HT y su receptor se
unen directamente al genoma mitocondrial. Esta hipdtesis es apoyada por tres
evidencias principales: 1) Se han encontrado sitios de unién o elementos de
respuesta de HT (y giucocorticoides) en el genoma mitocondrial (Sekeris, 1990;
Iglesias et al., 1995) 2) La adicion de HT a mitocondrias aisladas induce la
sintesis de RNA mitocondrial (Martino et al., 1986). Lo anterior debido a que la
HT actia directamente sobre la modulacidn del sitio de inicio de Ia
transcripcion de la cadena pesada (Enriquez et al, 1999). 3) Se ha encontrado
que el receptor alfa de HT (TRa) se transloca del citoplasma a las mitocondrias
{Demonacos et al., 1996). Otra posibilidad, es que el receptor funcional de HT se
una a la regién promotora de genes nucleares, que a su vez serfan los que
aclivarian la transcripcion de los genes mitocondriales. Esta hipotesis es
apoyada por el hecho de que el factor de iniciacion de la traduccién
milocondrial (mtTFA), que es una proteina limitante y al parecer suficiente
junto con fa RNA polimerasa para el inicio de la transcripcién mitocondrial, es
expresada en respuesta a HT (Garstka, 1994). De esta manera, el posible
receptor de HJ, podria activar la expresién de los genes mitocondriales

mediante alguno o ambos de estos mecanismos.
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7.7.- El tamafio y su posible influencia en la metamorfosis.

Se ha sugerido que en insectos el tamafio de la larva es un factor importante en
el inicio de la metamorfosis. En Manduca sexta (gusano cornudo del tabaco,
orden Lepidoptera), la larva no sufre metamorfosis hasta no pesar 3 gramos y
en algunos casos es necesario una muda extra para obtenerla (Safranek vy
Willlams, 1984). En los insectos sociales, la metamorfosis debe estar
necesariamente ligada a la expresion de las caracteristicas morfoldgicas
especiticas de casta, debido a que es en este proceso donde la mayoria de las
estructuras larvales son destruidas por histdlisis y son reemplazadas por las

astructuras adultas que se desarrollan a partir de los discos imagales.

En varias colonias de himendpteros, la diferenciacion fisiolégica entre las
castas es acompafiada por dimorfismo en el tamafio del cuerpo, el cual es
logrado por la calidad (o cantidad) del alimento ingerido por la larva
(Brian,1980), y er algunos casos, por extensién del periodo de alimentacion
larval, el cual puede involucrar una muda extra, como en el caso de las abejas
Hypotrigona braunsi (Darchen y Delage-Darchen, 1974) y Bombus terricola
(Plowright y Pendrel, 1977). Esta extension del estado larval conduce a que fa
larva de reina coma por mas tiempo y crezca mas. Plowright y Pendrell han
sugerido que al menos en Bombus el tamafio alcanzado por la larva en desarroilo
determina el momento de la pupacién y el destino de la casta {Plowright y
Pendrell,1977). En |a abeja Apis mellifera también parece haber una relacion
directa entre el peso alcanzado por la larva, el tiempo de pupacion y el
desarrollo de caracteristicas de reina. Las larvas tejientes (at tejer su capulio)
que fueron alimentadas con JO y una cantidad variable de azlucares, se

desarrollan en obreras si pesan menos de 180 mg; en reinas si pesan alrededor



de 220 mg, y en individuos intermedios o intercastas cuando su peso se

encuentra entre ios dos anteriores {(Asencot y Lensky, 1976).

No obstante, el tamafo de la larva no es indispensable para la induccion de la
pupacién o para ta generacion de caracteristicas de reinas. La apiicacion de HJ a
larvas de obrera de 3.5 dias induce el desarrollo de caracteristicas
morfolégicas de reinas, detiene la regresiéon de los ovarios y acorta el tiempo
de desarrollo (de 20 dias, en el control, tiempo normal de obreras, a 16 dias,
tiempo normal de reinas), pero el tamafio de los individuos al nacer es simiiar
al de las obreras. Es importante notar que estos resultados se obtuvieron, no
obstante al hecho de que las larvas tratadas fueron alimentadas con una
cantidad normal de JO y crecieron en celdas normales (Wirtz y Beetsma, 1972).
Este experimento confirma gue una concentracién alta de HJ es suficiente para
activar el programa genético especifico de reinas. Sin embargo, si esto no es

acompafiado por una mayor ingesta de alimentos, no se genera mayor tamafio

Por lo tanto, pareceria que al menos en Apis mellifera., la HJ actia como un
mediador entre los alimentos ingeridos y la maquinaria metabdlica necesaria
para procesarlos en energia quimicamente disponible, ademas de promovef la
diferenciacién de castas. Una consetuencia de esta mayor actividad metabdlica
es un mayor tamafio, el cual correlaciona pero no determina, ni el inicio de la
pupacion, ni el desarrolio de caracteristicas de reina. Aunque el tamafio no sea
un factor determinante en ia determinaciéon de castas, en muchas especies de
insectas sociales, la reina es de mayor tamafio. Esto hace suponer que la
adquisicion de esta caracteristica es una ventaja adaptativa importante para la

supervivencia de la reina y por lo tanto, de la especie.



7.8.- Posible mecanismo de induccién de caracteristicas

morfoldgicas diferenciales entre castas por la influencia de HJ.

En insectos como Drosophila, un alto titulo de ecdisona al final del ditimo
instar, seguido 10 horas después por un segundo pulso, inducen el inicio de la
metamorfosis (Thurmmel, 1996). La ecdisona se uné a 5u receptor funcional
(EcR-USP) (Yao, 1982}, para iniciar una cascada de activacion genética
(Ashburner, 1974) que culmina con la destruccion de los tejidos larvales y la
formacion de estructuras adultas a partir de los discos imagales (para mas
detalles del proceso ver seccion 2.7.2). La ecdisona es secretada por |as
glandulas protoracicas (GP) debido a la estimulacién de la hormona (PTTH sei,)
que a su vez es secretada por [as céiulas neurosecretoras del cerebro (revisado

por Gilbert et al., 1981).

En la abeja Apis mellifera, niveles altos de HJ inducen pupacion. Esto es
diferente en otros insectos, donde parece que existe el efecto contrario (Locke,
1980). Aunque es desconocido el mecanismo de este proceso, existen dos
observaciones que sugieren gue es precisamente este alto nivel de HJ, lo que
produce la sefal neuroendécrina para ia secrecion de ecdisona y el inicio de la
metamorfosis: a) El volumen y la actividad secretora de las GP estan
aumentadas en larvas de reinas en el gquinto instar (Lukoschus, 1952, 1956,).
Puesto que en este mismo estadio ocurre la mayor secreciéon de HJ, hay una
correlacién entre la mayor concentraciéon de esta hormona y la de ecdisona
{Rachinsky et al,, 1990). b) En larvas de obreras el tamano de los nicleos de las
glandulas protordcicas aumentan al mismo grado que las reinas después de la
aplicacion de HJ (Goorden, citado por Beetsma, 1979). Esta observacion abre la

posibilidad que una vez alcanzado un cierto valor critico de HJ, se estimule la



secrecion de ecdisona; y después de que la HJ ha bajado su concentracion, se

inicie fa metamorfosis.

La otra pregunta importante por resolver, es saber ¢omo podria la HJ inducir el
desarrollo de caracteristicas morfolégicas de reina, ademés del tamafio. Antes
de sugerir alguna respuesta, analicemos primero las relaciones entre los

patrones de concentracion de ecdisonay la HJ:

A diferencia de lo que sucede con los niveles de la HJ, los niveles de ecdisona
son muy bajos antes de la operculacién (fase media, quinto instar) (ver figura
15). En contraste, después de la operculacién los niveles de ecdisona se
incrementan significativamente en ambas castas, pero sobre todo en reinas,
donde su concentracién es de aproximadamente el doble con respecto a obreras
(ver los estadios T2-3, figura 15). En ambas castas el perfil de concentracion
de ecdisona tiene una patrén similar a la de HJ, pero de alrededor de la mitad de
concentracion (ver figura 16). Comenzando con un bajo nivel al terminar la
opercuiacion, el nivel de ambas hormonas en ambas castas se incrementa
gradualmente hasta alcanzar un pico méximo en la prepupa media;
posteriormente, los niveles de ambas hormonas sufren una répida disminucién
en la prepupa tardia, para después en la pupa ojos blancos, volver a
incrementarse sobre todo en el caso de la ecdisona, ya que esta alcanza un rnivel
casi igual al alcanzado en prepupa media. En el caso de la HJ este incremento es

minimo (Rachinsky et al., 1990).

Como hemos visto, en la prepupa de reinas ocurre un alto nivel de HJ al mismo
tiempo que ocusre el primer pico de ecdisona. En otros insectos como

Drosophila, la accién de la HJ parece ser antagdnica a la accion de la ecdisona.



Lo anterior resulta claro en un sistema controlado como es el cultivo de
células, donde se ha observado que la HJ inhibe algunos, pero no todos los
aspectos de respuesta a ecdisona (Courgeon, 1975; Cherbas, 1989). De manera
mas particular, la respuesta de ecdisona sobre la induccién de los multiples
receptores nucleares involucrados en la cascada regulatoria que ocurre durante
la metamorfosis, difiere en cierta medida si estd presente la HJ. La presencia
de esta hormona no tiene efecto sobre el incremento inicial del mRNA del
receptor de ecdisona (EcR) pero provoca un incremento en los niveles del mRNA
de E75 y previene los cambios posteriores de los mRNAs de EcR, USp y BRC
(Riddiford, 1996). En apoyo a lo anterior, en la epidermis de Manduca sexta la
HJ modula tanto el efecto de ta ecdisona sobre la expresiéon de su receptor
funcional {USP/EcR) (Hiruma et al, 1999), como la expresién de otros genes
(E75 y BRC) (Zhou et al, 1998A y 1998B) inducidos en la cascada de activacion

genética durante la metamoriosis.

En base a las anteriores antecedentes, podemos suponer que en el caso de las
reinas, las altas concentraciones de HJ presentes al mismo tiempo que las de
ecdisona, podrian modificar la cascada regulatoria inducida por esta hormona.
De esta manera, el tipo de RN inducidos , o el orden de su induccién podria ser
atectada, produciéndose una activacién diferente de los genes blanco
secundarios. Lo anterior tendria como consecuencia que ocurriera un desarrollo
diferente de los discos imagales, a como podrian presentarlo cuando los niveles
de estas hormonas son menores antes de la metamorfosis, como en el caso de
tas obreras (Una explicacion parecida ha sido sugerida para explicar el
desarrollo diferencial de los diferentes tejidos después de la metamorfosis en

Drosophila. Ver “modelo de la coordinacion tisular” en {a seccion 2.7.2))
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7.9.- Posibilidades del analisis del patrén de expresiéon de los RN

durante el desarrolio de ambas castas.

Como se menciond en la seccién 6.6 de resuitados, clonamos y secuenciamos 4
diferentes fragmentos de RN, dos fueron amplificados a partir de cDNA de reina
de 4.5 dias de desarrollo larvario (DHR78 y E78A) vy dos a partir de DNA
genémico (DHR3 y USP) (figura 14).

Es interesante notar que recientemente se ha propuesto que USP es el receptor
de HJ {Jones y Sharp, 1997), por lo que seria interesante investigar los perfiles
de expresion de este gen a lo largo del desarrollo en ambas castas y compararlo
con los niveles reportados de HJ. Dado las grandes diferencias en la
concentracién de HJ entre ambas castas, el modelo de la abeja podria ser
apropiado para proporcionar mas evidencias con respecto al posible papel de

USP como receptor de HJ.

Otro hecho por destacar es que encontramos varias clonas que codifican para
E78A, lo cual muestra que este gen es expresado a los 4.5 dias de desarrollo
larvario de la reina (fase media del gquinto instar). En contraste, en Drosophila
este transcrito es expresado durante un breve intervalo en [a prepupa media
(Stone y Thummel, 1993). Dependiendo de cual sea el patrén de E78A en obreras,
io anterior podria sugerir diferentes posibilidades: todas con consecuencias
interesantes para el entendimiento de los mecanismos evolutivos de Ia
metamorfosis. Si el patron de E78A en obreras es igual a reinas, entonces
existirian diferencias entre especies en la cascada regulatoria inducida por
ecdisona durante la metamorfosis. Si este patrén es igual a Drosophila,

entonces fas diferencias podrian ser especificas de casta.




8.0.- CONCLUSIONES

*Se identifico en Apis mellifera el gen que codifica para el homdiogo del

factor de iniciacion de Ia traduccién mitocondrial.

* Algunos de los transcritos que codifican para proteinas involucradas en la
funcién mitocondrial, se expresan preferencialmente en larvas de reinas Estos
incluyen transcritos de genes nucleares (AmIF-2mt y cytc) y mitocondriales
(COX-1). La expresion de estos genes en larvas, correlaciona con los niveles de

la hormona juvenil, un mayor consumo de oxigeno y un mayor crecimiento larval.

*‘No se detectaron diferencias significativas en el mimero de genomas
mitocondriales durante el desarrollo larvario de reinas y obreras. Lo anterior

descarta que las diferencias en los niveles de [os transcritos mitocondriales

sean debido a dosis génica.

*La abundancia de los transcritos que codifican para el citocromo ¢ y para la
subunidad 1 de la citocromo c oxidasa, son similares a los niveles de estas
proteinas previamente reportados, lo cual sugiere que el control de estos genes

es logrado via transcripcional y/o estabilidad de los mensajeros.

*Se identificaron 4 fragmentos de genes que codifican para miembros de la

superfamilia de receptores nucleares.
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