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ABSTRACT 

· The developmental role of homeotic genes function is controlled ·'át n1any levels by 

general and specific regulators. For example, the Brahma (Brm) chrcm1ati!1".'remodeling 
¡· - ;· .·-'.·. _,,._- __ ·- •. · _:, 

complex is neccesary for the transcriptional regulation ofhomeotic gen'es. TJ1is activity of 
.. "' .,. . .. . 

this complex. requires the assistance of auxiliary factors. In this work we have ideritified 

the tonat!T(Hia)andtaranis (tara) genes as genetic modifiers of b;ah1~~(b;;;1yT-·fll~·¡,·;:; 
gene ~nc~~e~ an ATPase and is a catalytic subunit of the Brm complex. The tnaÍocus is 

necessary'for the adequate expression of Antennapedia (Anlp), Sex comb~·· rÚz~eed (Ser) 
•• ,:_,:'., ·,,-__ • ' , ,t ·: ... 

and Ultrabithorax (Ubx) homeotic genes. Moreover, tna genetically interacts with 

subunits 'of'the Brm, Mediator and Kismet complexes. The Ína gene encodes two 

alte~nativeproteins; the large isoform 11.as an §1>:-!UNG clo~ain.;Aset of related proteins, 
·: _-- . . ,·· - . . . - .. · :-: .. ---:: ¡ :·~:~i .-·~:-;rL·\:::·~ r ;.~·:·_.·(·,;:-~-·-y-, )<~<:>-.-·-i/:;~:. !·-._:; ·. _-; . 

called the PIAS family, uses this dOm'~inJor,itN-:~~:uJ11óy!atio_rfofspecific substrates. lt has 

been proposed that sumoylation is a c~yaf~pt;:*.b~jfi~,a.tj~l1-thatis tought to be involved in 

the regulation ofproteins s_ubcelullarl~~~H~~Íi~~.-t{_~'l~6.hasaroleas an antagonist of 

protein- -degradation by ubi~ui¡yhltion. ~:·W~:>;t~~~s~_-:.thát Tna is in volved in 

posttranslational modification of chrómatir,i· füad,ifiei~ ái{d/o(ttanscriptional coactivators . 
. - . •, ·- " -: ... ~.,-' . - . . '-,-·.·" -~ . . .. , 

We also show that phenotypes caused byderepyessión"offioll-teotic genes are sensitive 

enough to uncover, in vivo, the activity.-Or'§ti~'.e ·~µbdfüts of the basal transcriptional 

complexes TFIIH and the RNA poly1úeiase II hbló~~~~ine [Le: Haywire (Hay), the p52 

subunit called Marionnette (Mm) and Rpll140]. Sorne point mutations in the hay and 

Rplll 40 genes act as modifiers of the Ubx derepression. The silent state of the Ser gene 

in some tissues can be derepressed by Polycomb mutations or by destabilizing a pairing­

dependent system. Both backgrounds are strongly suppressed by a Rpll 140 point 

mutation. Nevertheless, hay and mrn point mutations only modify Ser phenotypes in the 

context of pairing-dependent derepression Ser. We speculate that mutations in these 

genes produce toxic proteins that act conflicting players in the regulatory environment in 

homeotic gene function. 



RESUMEN 

La función de los genes homeóticos dur.ante el desarrollo es controlada a distintos niveles.· 
• • J • 

por reguladores generales y específicos; Por ejemplo, el complejo remodelador de la 

cromatina Brahma se necesita dúrarite:Ia 'regulación transcripcional de los. genes 

homeóticos. La actividad de este comp)ej~· sobre .sus blan6os 'requiere de Ja. ayuda de 

factores auxiliares. En este trabajo identificamo~ a%s gen~s·1bn~llt(1na)Ytaral1is (tara) 
. . - - - . . - - . -- . - - - ' - ... · _. - - -::·-, -; . - ''- . . . - -. _. ; ~ . . -

como modificadores genéticos del gene brah1na (brm). :El gen~ b;m c~difica para una 

A TPasa presente en el complejo remodelad~r del mi~mb nmnbre. El ioctls :;~a es 

necesario para la expresión correcta de los genes homeóticos Antennapediá (Antp), Sex 

combs reduced (Ser) y Ultrabithorax ( Ubx). Además, tna interactúa con subunidades de 

los complejos Brm, Mediador y Kismet. El gene tna codifica para dos proteínas 

alternativas y la isoforma grande contiene un motivo SP-RING. Este motivo se presenta 

en un conjunto de proteínas conocidas como la familia PIAS y está involucrado en la 

sumoilación de substratos específicos. Se ha propuesto que la s~tnoih1ción es una 

modificación covalente que regula la localización subcelular d.e proteínas y también 

antagoniza la degradación por ubiquitinación. La función molecular deTna podría ser la 

modificación postraduccional de modificadores de Ja cromatina y/o C<?~~~ivadores. 
Además, encontramos que los fenotipos provocados por la derepresiÓn de genes 

homeóticos son útiles para mostrar la actividad de subunidaes de los complejos basales 

de transcripción conocidos como TFIIH y la holoenzima polimerasa II de RNA [i.e. 

Haywire (Hay), la subunidad p52 denominada Marionnette (Mrn) y Rpll140]. Algunas 

mutaciones puntuales en hayy Rpll140 son aumentadores del fenotipo provocado por la 

desrepresión de Ubx. El gene Ser silenciado está inactivado en algunos tejidos y puede 

ser desreprimido por mutantes en Polycomb ó por mutaciones que desestabilizan sus 

interacciones represivas dependientes de apareamiento. Una mutación puntuale en 

Rpl/l40 suprime lá. derepresión de Ser en cualquier fondo genético. No obstante, 

mutantes puntales en hay y mrn sólo modifican Ja desrepresion del locus Ser en 

condiciones que dependen de apareamiento cromosomal. Explicamos Jo anterior 

proponiendo que la presencia de proteínas tóxicas para estos factores afectan el entorno 

regulatorio de la función de los genes homeóticos. 
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INTRODUCCIÓN 

1.- Los genes selectores. 

El problema fundamental de la biología del desarrollo es entender cómo un huevo 
\ ·, - ': . . 

fertilizado crece y forma un cuerpo adulto. Las células de los ánirnales tienen una 

identidad propia la cual es programada por la actividad ele. l()S g~nes selectores .. 

Originalmente estos genes fueron definidos por su propiedad de regular los destinos de 

grupos de félul~s'. ((Jarcia-Bellido, 1975). Actualmente, el concepto de gene sel~ctor es 

más am~irq~fconiprende a los genes que controlan la identidad celular, tisular, de 

órgano~~V~~~~:~i6n¿s amplias del cuerpo de los animales (Mann y Carroll, Íoo2). 
• ( ••• •• ~ ,.- •• '. < 

El insecto:DroJ'ophila melanogaster (D. melanogaster) se ha usado para eyaluar la 

funciÓn'cle%s>~e~es selectores. En este organismo se pueden definir cuatr() grandes 

grup~s: Iosge~~s se~ecto.res específicos de región (1), de campo (2),de órg~n,o~ó tejidos 

(3) y .de détfüa~:( 4). M~tan!es que prqvocan la pérdida de la actividád dé·.~lgh~o de ellos 

provoca .lá ~lls~~ci~.d(:,~sifycturas morfológicas particulares (Mann Y:-S~fgÜ; 2o02). Por 

ejemplo; la ill~ctlyacÍÓrl::¡~de •los genes selectores específicos dé'i¿¿ión' (ios genes 
. - . . - .· --~· .1 :. - . • y;,. - - ' ·:_,_: . • - . . -

homeóticos ÓÚQrVif~tocli;ce transformaciones morfológicas de uria parte del cuerpo a 

otra. Loant~fi9ri~ªic~q~e existe una regulación cruzada entre los diferentes selectores 

HOM (Kauf1naileúll,'}990; Mann y Carroll, 2002). 

Los genes HÓM\;CÍe D. melanogaster codifican para factores de transcripción que 
:-'-;:_!:'.- ' -~- ~·--~f:i:~<- '.! ,-' . '. 

contienen un'iUotivo de' unión a DNA conocido como homeodominio. Como se observa 
·,: ~. ·: ':' ":. -~~<-- -j'"'' 

en la Figur8: l/fos;génes HOM se expresan en dominios discretos en el cuerpo de la 

mosca y co~ú-6l~n\kéxpresión de varios genes blanco que participan en el desarrollo de 
, .. ;. ! ,.· -

las estructuras corporales. Los genes HOM están ubicados en dos loci separados: El 

complejo Anten11apedia (ANTC) incluye los genes Antennapedia (Anlp), Sex combs 

reduced (Ser), Deformed (Dfd), prohoscipedia (ph) y labial (lab) (Kaufman et al, 1990). 

El complejo Bithorax (BXC) está formado por los genes Ultrabithorax (Ubx), 

abdominal-A (abd-A) y Abdominal-E (Abd-B) (Sánchez-Herrero et al, 1985). 
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La función de Antp es necesaria durante el desarrollo de}a'región del mesotórax T2 y de 

las ~atas derivadas de los tres compartimientos toráC:ica.s Tl;_T2 y T3 (F'igu~a .1). Antp 

reprime !él identidád de ojo-antena en todos los s~~mintR~-~felT~rax: Lbs-~~rit~lqb,;pb y 

Dfd sory requeridos para promover· activamel1te etcfé~al"J'olIÓ' d~ l_a cab~z~-Y 're¡)rimir e_1 _-­

desarrollo del tórax en la cabeza (Abbot y K~uiíiia~/1986~'.Ab;h~~o~ et ~l, 2o():{~' iJ~~f~a~ 
'.:.- ;· __ '_.,_, ..... ~\:·:~'::<.-.;··.--.~ _:._·"··-. ,_.:;·--;._'":: ',,~:; -·:·'./,,·: ·:~!·:·"·>_:-)._. ··:··,.:. ::'' 

et al, 1990). El producto del gene Ser se reqlli,~~~·P,~r~,~-1Ae~arr9ú?_~~~!~ _i~{~~!J_cia,~ •• d~el~~ 
células del primer s~gmento torácico (TI))' deÚiab;u11r(Ken~is~n;~-al;;_-1-9~s};~~~felicaso 
del complejo BX-C, los tres loci del complejó (Figura l) determinan ~l ~~trÓ~ ~6ir~1Ógico 

+ .-_-_- ·· -. ·__ < ·- , :'. __ : ;;;e ;~;':" <i" \f _• ••:> : . 
de las regiones del tórax posterior (Ubx ) y de los segmentos'11bS:loajill~les (ápa~A y Abd-

-· ._-.-. , . _-_·--•-• .- .. - ';;·: --.:;-¡\ •;._ r: • 
B). Además, se necesita la contribución de los tres genes de este coajp~ejo,para' impedir el 

desarrollo de la identidad torácica en el abdomen (Sánchez-tl~~;~~g:·et1'~1,' 19S5). Por 

ejemplo, se sabe que la deleción completa del complejo provoca la transformación de todos 

los segmentos T3 y abdominales (Al-A8) hacia la identidad del segmento torácico T2 

(Lewis, 1978). 

Dfil1 
Ser¡ 

Antpl 

Ubxl 

abd-A 

Ahd-B 1 

LARVA ADULTO 

Figura 1. Los genes de los complejos A NTP y BX asignan la identidad morfológica de los derivados 

cuticulares ventrales durante el desarrollo de Drosophila (lmágen tomada de Lewis, 1978). H corresponde 

al segmento de la cabeza, T 1-T3 a los torácicos y A 1-AS para los abdominales. 
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2.- Establecimiento de la expresión de los genes HOM. 

Durante Ja embriogénesis temprana de D. melanogaster, el estado transcripcionaLdeJos 

genes HOM se establece por Ja cascada regulatoria que participa eri·J~formación de Jos 

segmentos. Los genes HOM se empiezan a transcribir poco a~tes\lel:iriicio de la 
. .. . . . ' .. 

celularización del blastodermo del embrión en amplios dominios sobrelitpantés y 

requieren de la función activadora de los genes de segmentación conocidos como pair­

rule (lngham, 1988; Ingham y Martinez-Arias, 1986). Posteriormente, las fronteras de 

expresión de los HOM son restringidas por Ja acción represora de Jos factores. de 

segmentación Gap (Harding y Levine, 1988; Ingham, 1988). En las regiones regulatorias 

de Jos genes HOM existen sitios sobrelapantes de unión para las proteínas Pair-rule y 

Gap, que actúan como competidores directos de la activación o represión inic.ial de los 

genes HOM (Milller y Bienz, 1992; Shimmell et al, 1994). En este momento las células 

del blastodermo poseen una identidad que se debe mantener por varias generaciones 

celulares aún a pesar de la desaparición de los factores de segmentación (Carroll y Scott, 

1985). Por esta razón, las células blastodérmicas deben de tener mecanismos de memoria 

molecular que aseguren la continuidad del destino morfológico de sus descendientes. 

3.- Control de la expresión genética y el código de histonas. 

Durante el desarrollo, las células de los animales deben mantener y recordar su identidad 

morfológica. El mecanismo por el cual lo realizan es a través de preservar un patrón 

particular de expresión de sus genes aún a pesar de transitar continuamente por la 

división celular (Tumer, 2002). Una hipótesis (Orphanides y Reinberg, 2002) sugiere que 

las etapas que regulan Ja expresión de los genes están conectadas de manera física y 

funcional en el orden siguiente: a) el proceso de transcripción b) el procesamiento y los 

RNAs mensajeros (mRNAs) c) la síntesis y modificación de proteínas y d) el control de 

Ja concentración local de proteínas (comparmentalización). Esta serie linear de eventos 

requiere que una etapa se concluya para empezar la siguiente y predice que cada etapa es 

una subdivision de un proceso continuo. 
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Esta hipótesis .enfatiza las combinatorias. secuenciales de eventos en conjunción con 

múltiples contactos físicos altamente (!Specíficos. L.os resultados de un gran cúmulo de 

trabajos sugiere que la e~pr~;ió~-fn<lf~íd;~fü'ci:TdJ;g6ri~~oé;~ ras cé1u1as se regula en ~tapas 
· - '·•:- ·x".~· --·~·,. ---'~\ .. ' '.-:-: -_··,:r,.. .·;;.:· · ·: .\·-.,;:. :_ ·. .-. 

particulares y por lo tanto, hasta este rr{olilentº; n<:tex!stén reglas universales aplical,1.les a 
,-:· ' ~ -' '.~~.:~: .. ·:t:._.;._::~~--;·::~:!-~·i;··~'.~:-~"l~<;~;~_\.:5;~:{~~~--::.-.,;;::~--~:: .. ~:;.:.-(~<-.;/::.:::};2· : .. -- - ..: .>_>- ;._:·-:-.. -

la expresión de todos·fos genes(Orphanides.)i'.iReiiiberg, 2002). La etapa iniclial;que 
. . . : -.- _<:'. ._::/: -·:):-,~~-.:- ~:~:~;\:_ :~::'.-\ ·:~~s:(· :·:úc:·~:-~:_:s:'.·--. ;?::~_,._·:_:::::/. -·· - · · · ;:·:<~::::~:_-. -. 

controla .. 1~. expre~iói:i_9eJ()_~, g~~.~l> ;~,~l:a_.!!ªlls~!ÜJE!~11.)~11Jos.eucariontes, .t:ste_p~o_ce,s<> es. 

reallz~d~ p~~:4~-s6ri{~~JS'.~~1ij~~~~í6~ ~u~· incluye a la RNA polimerasa, E~t~ :~n~ima -
catalizai Iá síri{f:si§:del riiR.~ká partir de uri templado de DNA, el cual, se. encuentra 

compa6tadÓ-eri~~PhúE:ieo'.;po~Ja acción de un amplio grupo de proteínas que incluye a las 

histon~i:diia~do'.Ún,bar de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 se asocia con 

un hebra d~:oN'Aab~rcando 146 pares de bases conforma un nucleosoma. El conjunto de 

Ja asociación DNA-proteínas en el núcleo de una célula en interfase se 1.e conoce como 

cromatina; en Ja cual, el nucleosoma es la unidad mínima estructural y funcional. Los 

nucleosomas se asocian en cadenas continuas y se ensamblan en estructuras 1nás 

complejas (e.g: fibras de cromatina de 10 y 30 nanómetros). Las histonas son proteínas 

que contienen dos dominios. El dominio central contribuye a la compactación del 

nucleosoma y contacta directamente al DNA. El dominio saliente está conformado por 

sus extremos amino-terminales. Estos extremos, al ser modificados covalentemente, 

regulan las interacciones entre nucleosomas vecinos y modulan el grado de compactación 

de las fibras de cromatina (Felsenfeld y Groudine, 1998). 

En los eucariontes, la activación transcripcional se realiza por medio del reclutamiento 

selectivo de proteínas. La descompactación de la cromatina es un requisito para que los 

factores de unión a DNA específicos (activadores) pueden llegar a la cercanía de los 

genes y sobre todo tengan acceso a sus secuencias blanco en el DNA. Algunos 

activadores Ío hacen por sí solos pero otros necesitan ayuda de otros factores (Orphanides 

y Reinberg, 2002), y a estos asistentes se les conoce como coactivadores. Estos últimos 

son reclutados por los activadores y algunos de ellos alteran ó modifican la estructura de 

la cromatina por medio de interacciones proteína-proteína. Existen coactivadores que 

acetilan Jos extremos aminos de las histonas y debilitan los contactos DNA-nucleosoma. 

El sustrato generado por estas enzimas, favorece el reclutamiento de otros complejos con 
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actividad.de ATPasa'que retiran los nucleosomas de las regiones regulatorias de los genes 

(Narlikar y Kingston,2002). Este proceso de "remodelació~'de la cromatina ayuda a 

exponer regi'.<>'netr~gi.í~tori'lts de los genes como, por ejemplo, la región de inicio de la 

transcripción'eÜtf~otias. Finalmente, otros complejos coactivadores (Mediador, SAGA y 
· · ·:o'.{-- O "°''';~:.:. ,,. _ _.-··e ·_·".·=-'"-e-· .----,;c o · - - - _ --- • • 

ADA entr~· ritl'ós) fáciHtan la entrada de la maquinaria de transcripción al promotor 

(Featherst~~.;,2602):~Este esquema no es universalparatodos los genes y el programa de 

activa6i~~~;¡;;~~B~Ii~nal depende deLord~~6n el cual llegan los factores y de su 

concentració~:~ré!ativa en un gene bl~nco(Cosína, 2002). Durante el desarrollo; las 

::1~~¿j~tiº~~t¡~r~~~~~i~i~~f ~,:::~~:~:~,::;~:1:!1::::::~:~~::~:.:'. 
Recientel11~rite; s~ h~:propÜ~~t6 qiie ~l nucleosoma tendría el potencial de funcionar 

como el ban6'6. ~~;Il1~~Sri~Údidia~,~~presión de una célula. Esta hipótesis (Jenuwein y 
,.:.:.·, 1 :'!~--~.- :~,;·:--/_:;~_,_,\::;: .. '.·:_f_'--t~>-·.:,:Y:.~-'.i~_cz:,J_:· '·:'°:·(-_~\:,::,;,- · -

Allis, 200J)'sÚgie!écfue::exiSfo,ürí código de histonas el cual es descifrado para controlar 

la expresión el~ ~ri ~~Ü~.E~r esta situación, una modificación covalente en un residuo 

específico de, ~ria; historia predispone el establecimiento subsecuente de otras 

modificaciones· en Ja rni:st1u1t1 otras histonas. Al final, existe un patrón de modificaciones 

que son leídas por medio del reclutamiento de complejos de proteínas que favorecen el 

funcionamiento de la maquinaria de transcripción (Jenuwein y Allis, 2001). Esta 

hipótesis se ha evaluado analizan~() Ia_activación del gene IFN~l3 (Agalioti et al, 2002). 

En este caso, una cole~cióri d~'clÍsip~s en Ja~ histonas H3 y H4 son acetiladas por el 

complejo acetilador de histol1as;G~~·s: Unade estásI1lodificaciones tiene como blanco a 

la histona H4 y es nec'e§af¡~.J'~~)J;~{;~~·¡u·t¡mlént~ del ~omplejo remodelador de la 

cromatina SWI/SNF. Adem~s, otra~ modiflcaciones en fa histona H3 son críticas para el 

reclutamiento del factor basal de transcripción TFIID (Agalioti et al, 2002). Es 

importante resaltar que en este caso sólo se evaluó una de las muchas modificaciones 

posibles y hoy en día se sabe que hay otras. 

4.- Mantenimiento de la expresión de los genes HOM. 

Cuando los factores de segmentación cesan su actividad, los factores pertenecientes a los 

grupos Polycomb (Pc-G) y trithorax (trx-0) toman Ja función de mantener Jos estados 
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transcripcionales de Jos genes HQM; Lás células con genes HOM silenciados requieren 

de los factores PcG y las células donde los genes HOM mantienen su expresión requieren 

de Jos factores trx-G (Kennison, 1995;,Fra~~¡fü/K.\r;gston, 2001 y Sirrw~ y T~~ku~. 
'.' ( ~ . ; . . ' - -· ' . . ' 

2002). Algunos de los factores PcGy trx,Gf6rfu'ari complejos multiméricos de altq:peso 

molecular que contienen actividades bio~~íriiig~~ ~ue ~ctúan sobre la estructur~diios 
nucleosomas(Simon y Tamkun, 200~).~~~~t~~~!pas Pc-G y trx-G se,. ~!l~~aºsitig~ .. 
específicos en los cromosomas conocidos cS~ó·~PREs y TREs (~olycomb and !rithorax 

Response Eleménts). Estos elementós ~e,6n6J~~i~a~ en muchos Jugares cron10somales y 

en particular, se han caracterizado e'Ü',J~'~ r~gidrles regulatorias de ANTC y BXC.L~s 
' ·, ... · ·\·'· ,, . - ' 

elementos.· PREs/TREs pueden fu~cÍÓnar de manera heteróloga y repl'odu~en 
parcialm(.!nte)a memoria del. patrón '.<l6iéxpresión de un promotor HOM(Til}ib et ai, 

l 999)i Se ha' propuesto que Josfactores Pc-G y trx-G actúan a tres niveles: I)iG~nerando 
modifjcabioriti~ covakinÚs en la cromatina y alterando su estructura, 2)

0

Es'Íifl1u1ando o 

bloqueando la actividad de Ja maquinaria basal de transcripción y 3) La posible 

colaboración de RNAs no codificantes en Ja activación y represión de genes HOM 

(Orlando, 2003). 

5.- Represión de los genes HOM. 

Sa.- Los complejos Pc-G. 

Hasta este momento, se han purificado dos complejos Pc-G a partir de Jos embriones de 

D. melanogaster (Figura 2). Se necesita Ja dosis silvestre de las proteínas de ambos 

complejos para mantener el estado reprimido de Ja expresión de Jos genes HOM . El 

complejo E(Z)/ESC (600-650 kDa) contiene las proteínas Enhancer de Zeste (E(Z)), 

Extra sex combs (Ese), la desacetilasa de histonas Rpd3, el Supressor of Zeste 12 

(Su(Z)l2), Nurf-55. (Czermin et al, 2002 y Müller et al, 2002) y Pleihomeotic (Pho) 

(Poux et al, 2001 b ). El complejo PRC 1 ( 1-3 MDa) contiene las proteínas Polycomb (Pe), 

Polyhomeotic (Ph), Posterior sex combs (Psc), dRING, Sex combs on midleg (Scm) 

(Shao et al, 1999 y Levine et al, 2002 y) y el factor GAGA entre otras (Horard et al, 

2000). 
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La proteína Ese es esencial en el désarroll~ temprano.Su asociación en el complejo 

E(Z)/ESC sugiere que podría ayudar a la transición entre el inicio y el mantenimiento del 

silenciamiento meciiaC!or>ü~~eCgc;1*µ1e'jü PRc~l(siñl1 yBower, i 9s2 y fv1il1ie;: 1~95Y.· ca 
. ·.- .· .¡ --, ,._,,. ' .... ~. -;-e-,'( \ ·;;:; __ _, • ,. - • , .. 

proteína E(Z) ti en.e. un j~13Jiv,cúc~fü.()füc~.§ic~!11º\~ET que cataliza la metH~~ió1J. de 1.as 

lisinas 9 y 27 de la histo:n~ i-I3:i{c.iFriiíri;[~t~I, 2002· y Müller et al, 2002). La ITl~tifación 
en la lisina 27 coloc¡ili~~·~od;'u~·~dio ~RE' en Ubx y esta señal facilita J~ u~i~n del 

~ -~---- _. __ ·-, -- =~~~;o-~~~~~;~:~;~~·.t~::-.- -f~:-fi~-~-'}:t·-~ '(?-~::." ·. -_ - .-<·-e -.· -~.--~: -t~~'<--,~~--~;; ~- '- ~·::~-.. -_::~:--: - . 
cromodominio dePc,que_es,una proteínade]complejo PRCI. Es por estoque;•se_cree qué 

la función· del c~l11gieJcf~(z)/~SC_ ~~ ~ejar marcas epigenéticas er1'lá~r¿m~tlna q~e 
favorezcán el~~eciI~t~l}1i~~t~ po~terior del. complejo, (Czermin et al, 2bot:y~·Mll1Íer et al, 

2002)~ Ei?'cr~iniaoihlnio es un motivo que se encuentra presenté)~·n ,dt~Ü~ proteínas . . . . - . ~ ·- - .. - .· ,__: 

represoras_\~~mgHP-L A través del cromodominio la proteína HPi'::~s reclutada a la 

cromdtint~~:~Órias donde las histona H3 se encuentra metilada en laÚsina 9 (Nakayama 

et al,' 2Ób 1 );'.. Este' evento es necesario para el reclutamiento de un sistema de 
' .· . 

silencialTliento multiproteíco. De esta manera, existen modificaciones postraduccionales 

en la histona H3 que reclutan selectivamente complejos de silenciamiento. 

Complejo 
E(Z)/ESC 

Complejo 

------~ PRC 1 

Elemento de respuesta a Pc-G (PRE) 

Figura 2. Los complejos Pc-G actúan sobre los elementos regulatorios PRE. El complejo E(Z)/ESC tiene 

actividad de metilación de histonas y el cromodominio de PC podría estar involucrado en el reclutamiento 

del complejo PRCI. Los factores Pho, Zeste y GAGA unen DNA y podrían funcionar como reclutadores de 

ambos complejos. 

Este modelo de reclutamiento por histonas metiladas es complejo. Pero otras evidencias 

sugieren que el silenciamiento por Pc-G es un proceso todavía más elaborado y muchos 
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de sus compónerites aún no han sido identificados. Por ejemplo, si la proteína Pe se une 

artificialmente a un PRE antes del blastodermo celular, no se bloquea eLiniCio de Ja 
_- - . - . . ~ : . . . . ~-= ·-. -·. ; ' . . - ~ 

transcfipCióñ--de~ü6.X. El. sistema de- silenciamiento dependiente de, PC s9jo se puede 

establecer enUbxsi las células embrionarias adquirieron previan1.e.ntc;:"Jtifülc::núdad. de 

blastode~~o ~elular (Poux et al, 200Ia). En embriones en Ja etapa de:~:re~l~~tbd~rmo (0-2 ' -. . . '. .· . ; .. -··<• ,._ ;.- ... -.. ' 

hrs), se ha podido detecitar una interacción transitoria entre .1as proteí~~s·rc'.'Y'.E~c (Poux 
. ~ ._· - . . :_ -- -- - ·-ce. ---~:~·- __ -~tr--~-:-;\~~~,-~~~:~_~o-~~;- -·- :- -_ 

et al, 2001 a). Estas proteínas están asociadas en un supracompleJ? qü,e ~cmtiené'.aJgurias · 

subunidades' de PRCl y de E(Z)/ESC pero que carece de ¡>¡c.'\k~'/einbri'ones 
postblastodermo, las proteína Pe y Ese se detectan en complejos separados. El1 ~lc~so de 

PRC 1 ahora sí se detecta Ja proteína Psc. Por lo tanto, en un inicio, el c~~pl~JC> E(Z)/ESC 

estaría interactuando con un complejo PRCl reclutado independierit~rilente; Esta 

interacción promovería Ja transición hacia el establecimiento de un compkj() PRC 1 
. . 

"maduro" que incluiría Psc. Se ha propuesto que Psc es el represor transcripcional del 

complejo PRC 1 (Beuchle et al, 2001 y Francis et al, 2001 ). 

Sb.- El modelo del trans-silenciamicnto para el gene Ser. 

El gene Ser se necesita para asignar la identidad de la cabeza y del primer segmento del 

tórax. Cada uno de los tres segmentos torácicos en la larva contiene un par de grupos de 

células conocidos como discos imagales. En Ja metamorfosis, estos discos se diferencian 

en las patas del adulto. En las patas del primer segmento de los machos silvestres existe 

una estructura conocida como "peine sexual". Cada uno de los 10-12 dientes de este peine 

se origina a partir de una célula individual. Las proteínas Ser se expresan en dosis 

silvestres únicamente en las células del primer disco imagal. Las mutantes nulas para el 

gene Ser provocan ~ha redtfoción en el numero de dientes en este disco. En las células del 

segundo y tercer discos imagales no se detecta la expresión de las proteínas Ser y por lo 

tanto tampoco existen peines sexuales (Kennison et al, 1998 ). La expresión ectópica de 

las proteínas Ser en los discos del segundo y tercer segmentos torácicos provoca la 

diferenciación y aparición de peines sexuales. Este fenotipo ha sido usado para Ja 

identificacion de los factores Pe-O y trx-G (Kennison y Tamkun, 1988). 
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En el caso de Ser y posiblemente de Ubx, se ha propuesto,que existe un sistema de 

silenciamiento dependiente de apareamiento cromosoma! (Southworth y Kennison, 

2002). Este modelo predice la existencia de dos elem-enfosregulaforios, decnominados 

MES (Maintenance Elements far Silencing) en (:! locus'de Ser (Figura 3). Los elementos 
:- ,._.-_ _.--._-_-

MES interactuarían en cis para inactivar el promotor de Ser en las células del segundo y 

tercer discos imagales (Figura 4). La ausencia de interacción entre Jos MES en el primer 

disco imagal propiciaría la transcripción de Ser (Figura 4). 

Ser 

• 
o -

4·1----P2 Antp 
~~~~~~~~~~-Pl 

50 - 100 150 kb 

#tt t t t 

. ... 
Maintenanoe el-ata 
for silenoing (Ml:B) 

liD 
enhanoer da 
disco imagal 

-actividad de elemento 
do raspuosta a Polyoomb 

(PRIC) 

t 
Aberraaióu oromo•cmal 

Figura 3. Región genómica que incluye los genes Ser y Antp. Los elementos MES aislan la expresión de los 

genes contenidos entre ellos. Los triángulos representan inserciones y las flechas los puntos de 

rompimiento de inversiones o translocaciones cromosomales. (Tomado de Southworth y Kennison, 2002). 

Las inversiones o translocaciones cromosomales SerMsc, SerRpll ySer"' provocan la 

expresión ectópica de Ser en el segundo y tercer disco imagales y la aparición de peines 

sexuales (Figura 2). Estas mutantes tienen puntos de rompimiento en el DNA estructural 

de Jos MES (Figura 3). Los cromosomas que albergan estas inversiones no pierden sus 

elementos MES y cuando se aparean con su cromosoma homólogo podrían competir con 

los MES de éste~ Lo anterior provocaría la desestabilización del sistema de 
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silenciamiento de ~cr (Figura~4)y por ende, la desrepresión_de Ser en los segundo y 

tercer discos imagales (South\Vorthy Kennison, 2002). 

Por otra parte, existe ÚnU;inserción de DNA repetitivo en Antp (Antp8c.') que también 

desreprime Ser en lo~ dis2os il11agales 2 y 3 y se cree que esta inserción contiene un 
•, 

elemento parecido a un MES (Figura 3 y 5). Cuando el cromosoma Antpscx se aparea con 

su homólogo (Figura 5}; la inserción Scx podría competir y desetabilizar, tanto en cis ó 

trans, el silenciamiento del locus Ser (Southworth y Kennison, 2002). 

l• disco 

sar 
ACTIVO 

2• y J• discos 

Bar 
SILENCIADO 

Desestabilización 

Bar 
DES REPRIMIDO 

Figura 4. Modelo de la desrepresión de Ser por la inversión cromosoma( Sc/'1
"'. (Tomado de Southworth y 

Kennison, 2002). 

Sa~ Sax 
Sar DESREPRESION 

silenciado Antp EN CIS 

Usix 
/ D 

::o ~ ~ DESREPRESION 
EN TRANS 

r 

Figura 5. Modelo de la desrepresión de Ser, tanto en cis ó trans, por la adición de un elemento tipo MES en 

Antp (A111p·1·, .. ,). Además, la desrepresión en cis de Ser provocarla la inactivación del promotor 2 de Antp. 

(Tomado de Southworth y Kennison, 2002). 
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- - . - ~ ---- - - - - - - - ~ - '.";,.;. ' - . 

6.- Activación de los genes HOM: Complejos trx-G. 

En D. melanogaster se han purificado cuatro complejos multiméricos que contienen 

subunidades codificadas por genes del trx-G (Figura 6). Algunas de ellas están asociadas 

en el complejo BRAHMA (BRM) de 2 MDa y corresponden a los facto~es- Bfahrria. 

(Brm), Osa (Osa), Moira (Mor) y Snrl (Snrl) (Collins et al, 1999; Kal et al,·2000 y 

Pap_011las-~t 111; 1998). La proteína BRM es una A TPasa con actividad de remodelaciórúle 

la ~rómatina que facilita el reclutamiento de activadores transcripcionales a promotores 

específicos. El complejo BRM actúa como un corregulador de la actividad de la RNA 

polimerasa 11 (RNApolII) (Armstrong et al, 2002). Existen varios complejos relacionados 

a BRM en otros organismos y su composición es heterogénea. En levadura existen los 

complejos SWI/SNF, RSC y en .humanos se han purificado al menos cuatro: i.e BAF, 

PBAF, hBRM, BRGI-1 y BRGJ-11. Éstos contienen homólogos de algunas subunidades 

del complejo BRM: Brm (Swi/Sn12, Sthl, hBrm y Brgl), Osa (Swil y BAF250), Mor 

(Swi3, Rsc8, BAF170 y BAF155), Snrl (Srif5, Sthl yJriil), BAP 111 (BAF57 solamente 

en humano), BAP55 (Arp7 y beta-actina) y BAP47 (Arp9 y BAF53) (Klochendler-Yeivin 

et al, 2002). 

Los complejos BR.M en levadura, D. melanogaster y mamíferos regulan, positiva y 

negativamente, la expresión de genes involucrados en varios procesos, como por 

ejemplo: el crecimiento celular, el control del ciclo celular, la reparación del DNA, la 

diferenciación.y la respuesta hormonal (Lohuizen, 1999). Por lo tanto, se presume que la 

función del complejo BRM como facilitador general de la transcripción por la RNApolII 

es una función conservada en muchos organismos (Armstrong et al, 2002). Por ejemplo, 

en levadura el complejo RSC es esencial y se require para la expresión de por lo menos 

700 genes (Damelin et al, 2002); además, en ciertos estudios se ha observado que RSC se 

une físicamente con la proteína TATA (TA T A-binding protein), la cual reconoce algunos 

de los promotores dependientes de la RNApolII (Sanders et al, 2002). No obstante, en 

otros casos no se ha detectado una interacción física con la RNApollI (Armstrong et al, 

2002). 
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Complejo KIS 

Haywire 
Marionnctte 

actores basales de 
Brahma e scripción (e.g. TFllH) 
Moira 
Osa 

Complejo (BRM) 

Complejo TACl 

····~ 
Complejo ASHl 

Figura 6. Los complejos que contienen subunidades trx-0 como BRM, TACI, ASHI, KIS y Mediador 

funcionan como coactivadores de la RNApolll. Se muestran las prote(nas Rpl40, Haywire y Marionnette 

como subunidades de los complejos basales de transcripción RNApoHl:y,TFl!H, 

Las proteínas trx-GAbsent, small, and homeotic discl"~,2'(A~ht ,fAsh2)están presentes 

en dos comp}eJois6'~arados de 2 y 0.5 MDa rest~dÚ~~JreÜf~'(:X.sáFy ASH2) (Papoulas 

et al, 1998): ~?l:fa~t~r'Trx está aso¡:iado junto con· ia proteína Sbfl y la acetilasa de 

histonas ctc'ffr;;~~f~{ ~omplejo TACl (Petruk et al, 2001). Las evidencias recientes 
:.·. ~' . ,,,_,.·, ; .. ·,• '· ' ' , 

sugieren que.,Íos;distfütC:is ccim'plejos trx-G cooperan en la alteración de la estructura de la 

cromatina. El compl~jo TAC l •tiene actividad de acetilación sobre la histona H4 (Tabla 1) 

(Petruk et al, 2001) y el estado hiperacetilado de los elementos PREs/TREs es necesario 

para heredar el estado activo de un gene reportero (Cavalli y Paro, 1999), por lo que esta 

modificación podría participar en el mantenimiento de la memoria de la expresión de 

genes homeóticos. La proteína Trx, que tiene un dominio SET (Tabla l ), metila la lisina 4 

de la histona J-13 (Czermin et al, 2002) y este dominio es esencial para mantener la 

identidad homéotica (Katsani et al, 2001). El complejo ASHl de D. melanogaster metila 
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las lisinas 4 y 9de la histona H3, así como la)isina20 de la histona H4 (TablaJ). La 
-,·· ·',. ·. ..:·,:-··. 

combinación de las tres modificaciones facilita,el.recluta111iento del complejo BRM a un 
- -~ -~~~ 4j;.j_,/~~. ~-,,0-.~~~_,,~,:.o_->,-~'c-:oc~ ·, 

promotor (Beisel et al, 2002). 

Factores trxG Dominios 

Brm 

Osa ARID Une 'oNA inespeclficamente 

Tou& PHD, Bromodominio ·. 

Lid* ARID, RING/PHD, PHD 

t . .. 

Trx PHD,SET Acetilación de histonas (SET) 

Ashl PHD, SET Acetilación de histonas (SET) 

Ash2 PHD. 

BAPI 11 HMG 

Kis Cromodominio, ATPasa 

Tabla l. Algunas protefnas del trx-G contienen dominios proteicos que actúan o actuarfan sobre la 

cromatina. La ATPasa de Brm es responsable de la actividad de remodelación de los nucleosomas. El 

dominio ARID une DNA al igual que muchos factores que tienen un dominio HMG. Los dominios RING y 

PHD podrfan favorecer la actividad de ligasas de ubiquitina sobre blancos especlficos 6 mediar contactos 

entre prote!nas. El bromodominio podr!a reconocer sustratos acetilados y el dominio SET tiene actividad de 

metilación de histonas. Además, se sabe que los cromodominios se unen a cromatina metilada. " Producto 

codificado por el gene lillle imagina/ discs (lid); & Producto codificado por el gene toutatis (tou). 

7.- Antagonismo entre los factores Pc-G y trx-G. 

Se ha propuesto que los elementos PREs de los genes HOM silenciados, albergan marcas 

moleculares heredables que los señala para la represión transcripcional. Existen datos que 

sugieren que las proteínas Pe y Scm mantienen y propagan estas marcas y que las 

proteínas Psc y Ph reprimen directamente la transcripción de estos genes HOM marcados 

(Beuchle et al, 2001). Como se mencionó con anterioridad. todas estas proteínas están 
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contenidas en el complejo ~RCl y se sabe q11e, inyitro, el complejOPRClbloquea la 

actividad de los complejos ~emodeladpres tipÓ.BR~t(Shao et al·, 1'999): La inhibición de 

la acti vidaci remaC!elá~d6r~-J~ -ii~ill~hJtfíii~~~a~;¡~~fer~~~Cilief ~1-~:ó:m~1~S¿•-t>ilc 1 contacte 

previamente la cro111atina;/ésfa, -~in ~inl)argi,,~_ó11ti'~q~ ~ún si~~do.,accesible a otros 

factores . (Francis et ~l,-20~ 1 y. King~~t:;¡;;2'Óp~)'.;?[~:1r¿t;f ~~dndlvidual Psc puede 

reproducir. todas estas actividades de PRbi,' iuiJ~J~¡·~6'.;})Ü~d~r;;er reclutada a un sitio 

PRE (F~all~is. ;t al~ 2001 ), mient~a~-qu~~P~ ~¡ ~~~~:cr~-16~i~r~d~Va> ¡~terior sugiere que 

Psc antagoniza la transcripción per se. y. J>.Ó re-go~Óci~;:; fuahtie~é una marca de memoria 

qué posiblemente sea la metilación d~' hi§Íótla~'.SCC~-~r~i~ 'et al, 2002). Este escenário 
.'·. '· -~ -

propone que el complejo PRC 1, al níeriÓsittfaVés de Psc, esun antagonista directo de la 

función de remodelación de la crohi~ti~~/d~Ja transcripición. Además, se ha detectado 

que el complejo PRCl c~()~xist~ co~Io~;óol11ponenies del complejo de inicio (Saurin et al, 

2001a y Saurin et al, 20C)i6j'yf~1o~~aJióh
0

(0rlando y Janes, 2002) de la maquinaria de 
' t ~ --- ': 

transcripción.~J>or.lo iaijto;~e'.:presume que el complejo PRCl, reclutado en un PRE, 

podría inhibir l~ r;~ccÚóÜdetrah~cd~ción en varias etapas. 
- -- .. ··.-., ··: '.-·- ·" .- . - ' -

La ausencia de;Pc enD. inélanogaster desreprime la expresión de genes HOM y este 

evenfo es súprÍmido por ia red~2ciÓn en la dosis de muchos de los factores trx-0 como 

Brm yTrx (Kennison yTamk~n, 1988); Es decir, la carencia de Pe en sus blancos 

permite qué BrlU y Trx actuén. Sin embargo, en algunos casos lo contrario no sucede de 

manera similar; ~or ejemplo, los defectos morfológicos provocados por la ausencia de 

Brm no son suprimidos por la reducción en la cantidad de Pe (Brizuela et al, 1994) pero 

los defectos homeóticos provocados por la eliminación de Trx si son suprimidos por 

mutantes en Pe (Capdevilla et al, 1986). Cuando Brm ó Trx se expresan en tres dosis 

versus una dosis de Pe, solamente Trx aumenta la desrepresión de genes homeóticos pero 

no Brm (Kennison y Russell, 1987). 

Brizuela planteó la hipótesis que Trx competiría directamente con Pe para determinar el 

estado activo de un gene HOM; Brm unicamente estaría involucrada en la transcripción 

de los genes activos y sería incapaz de remover a Pe del gene reprimido (Brizuela et al, 

1994). Evidencias recientes sugieren que Trx es un coactivador que induce cambios en la 
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cromatina que tienen dos efectos: aumentar la transcripción e impedir el re­

establecimiento del silenciamiento por ~c (poux et ál, 2002). Como se ve en Ja Tabla 1, 

existen multiples actividades hi~quífui~~Fqºu~ó-¡3~-~J~~to~es~t;~iQ pueden o podrían 

realizar en Ja cromatina. Por Jo tanto, se espera qüe}~sfactores trxG actuen en distintas 

etapas de la expresión de los genes HOM: organización d~ la ~~tructura de la cromatina, 

estimulación de la actividad de Ja RNApolII, Ja modificaciónc()Valente de histonas, etc. 

8.- La maquinaria de transcripción basal. 

Por medio de experimentos de reconstitución in vi/ro en promotores tipo TATA, se ha 

definido que la maquinaria de transcripción basal consiste de un complejo de proteínas 

que incluye la RNApolII y los factores basales TFIIA, .TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y 

TFIIH. A partir de estos experimentos, se propus.o un orden de reclutamiento en un 

complejo de pre-'iniciación: el factor TBP, subJnicfad del ?omplejo TFIID, se une al 

promotor TATA seguido del reclutamient~ ele TFIIB. Posteriormente, se une la 

RNAp¿Hrno:rosforilada asociada a l~s fact~resTFIIF, TFIJE y TFIIH. Después de la 

apertura d.el promotor, el dominio CTD: de la RNApol 11 se fosforila. Lo anterior 

prori-tueve el· escape a partir del DNÁ del promotor y la progresión a Ja fase de 

elongación. Al llegar a la terminación, una fosfatasa defosforila la RNApolII y la deja 

disponible para iniciar otro evento de transcripción (Woychik y Hampsey, 2002). 

En el caso de D. melanogaster, se han caracterizado a cuatro tipos de elementos 

promotores: 29% están relacionados a TATA, 26% son DPE (Downstream Promoter 

Element), 14% son TA T A-DPE y el 31 % no tienen ninguno de estos elementos (Kutach 

y Kadonaga, 2000). TBP no se une al elemento DPE y parece que otras subunidades de 

TFIID (TAF1160 y TAF1140) lo podrían hacer. Existen factores específicos (NC2) que 

actuán positivamente en los promotores DPE y reprimen los TATA. Además, se sabe que 

un elemento regulatorio (enhancer) específico para un promotor DPE no puede activar a 

un promotor TATA. Los promotores de los genes homeóticos Antp. Ser y Ubx son del 

tipo DPE (Kutach y Kadonaga, 2000) y las regiones cis-regulatorias de estos genes 

determinan su patrón de expresión. Todo lo anterior indica que existen factores que 

discriminan el tipo de promotor usado y podrían contactar diferencialmente a los 
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componentes usados por la "maquinaria de transcripción basal". EL panorama que se 

espera es la identificación de elementos regulatorios (enhancers, silenciadores; etc) 

específicos para cada tipo de promotor (Butler y Kadonaga, 2002). 

9.- El complejo TFIIH. 

El factor TFIIH (Figura 7) es un complejo multiprotéico que pªrticipa en procesos 

celulares como la transcripción mediada porla RNApól II,lareparadón del DNA y el 

control del ciclo celular. El complejo TFIIH está colTlpúesto por,n~eve subunidades 

(Figura 7). Las subunidaes centrales están compuestas p6/1is p~oteÍriasXPB, XPD, p38, 

p44, p52 y p62. Las tres restantes que son Matl, la cicÍina Hl y Cdkj se asocian en un 

segundo subcomplejo denominado CAK (Cdk-Activating Kinase) (Tirode et al, 1999). La 

actividad de helicasa 3'-5' de XPB [codificado por el gene haywire (hay) en Drosophila)] 

promueve la apertura del DNA del promotor y la formación del primer enlace 
' ' 

fosfodiéster (Sung et al, 1996). En este momento, la RN¡'.\.pol JI no puede iniciar la 

elongación porque no está fosforilada y provoca ab.orciones en la síntesis delmRNA 

(reiniciación). En el comienzo de la fase de elongación, .la cinasa Cdk7 es)a responsable 

de la fosforilación del CTD de la RNApol 11 (Dahmus, 1995). La actividad de la helicasa 

de XPB/Hay promueve la separación final de la RNApol IÚ para consolidar 

adecuadamente la fase de elongación (Moreland et al., 1999). 

El análisis de la secuencia del genóma de D. melanogaster predijo que el locus tfb es el 

homólogo a la proteína p52 del complejo TFIIH en humano. El locus marionnette (mrn) 

tiene una posición cito genética (71C3-E1) muy cercana a la de tfb (71E1 ). Las 

mutaciones que inactivan la unidad transcripcional del gene (/b no complementan a los 

alelos del gene mrn. Como todas estas mutaciones forman parte del mismo grupo de 

complementación, se pude inferir que afectan la función del mismo gene. Por lo tanto, el 

locus mrn codifica para la proteína p52 del complejo TFlll-1 en D. melanogasler [Hiromi, 

2003 (comunicación personal) y Fregoso, 2003 (Proyecto de Doctorado)]. Mrn en 

humano se requiere para anclar a la helicasa XPB/Hay y su región e-terminal es 

necesaria para que el complejo TFIIH funcione adecuadamente en la transcripción y 

reparación por escisión de nucleótidos (Jawhari et al, 2002). 
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XPD/Radl 
e-TERMINAL 

P62 
P52[Mrn (?)] 

XPB/Hay 
e-TERMINAL 

Figura 7. Reconstrucción del complejo TFllH de humano por microscopia electrónica de alta resolución. 

Las letras indican la posición relativa de los diferentes componentes del complejo. 

l O.- La RNA polimcrasa 11. 

La RNApolII es una holoenzima compuesta por 10-12 subunidades y es suficiente para la 

síntesis de RNA in vitro a partir de un templado de DNA. Esta holoenzima no puede 

reconocer por si misma a un promotor y requiere de la asistencia de los otros factores 

basales ó específicos. Las dos subunidades grandes (Rpll2 l 5 y Rpl 1140) de la 

holoenzima se asocian para exponer el sitio catalítico y participan en la selección del sitio 

de inicio de la transcripción. En el sitio activo convergen los ribonucleótidos y los 

factores que manejan el mRNA naciente. Las subunidades restantes (Figura 8) tienen 

funciones especificas como ayudar en la selección del sitio de inicio, regular la tasa de 

elongación y promover las interacciones con los activadores transcripcionales. Además, 

Rpll2 l 5 contiene el dominio CTD y puede unir DNA mientras que la proteína Rplll 40 

contiene el sitio activo y regula la tasa de elongación (Lee y Young, 2000). 
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Figura 8. Representación de la estructura de la RNApolll de levadura en donde se muestra el patrón de 

interacciones entre sus componentes. Los numeros 140 y 215 corresponden a las subunidades más grandes 

Rpll2 l 5 y Rpll 140. 

11.- El complejo Mediador. 

El complejo Mediador en D. melanogaster (dMed) representa un complejo coactivador 

de alrededor de 25 proteínas. Este complejo, transmite las señales de activación de los 

enhancers a la maquinaria de transcripción basal ubicada en un promotor (RNApol II). El 

complejo dMed actúa exclusivamente con factores de transcripción específicos. Por 

ejemplo, en ensayos in vilro, el complejo dMed se requiere para la activación 

transcripcioriál de diferentes promotores (e.g. el promotor 2 de Antp) (Park et al, 2001). 

Algunas sJb~~idades del complejo dMed están codificadas por algunos genes del trx-G. 

Los genes .skuld (skd) y kohtalo (kto) codifican para las subunidades TRAP240 y 

TRAP230 respectivamente (Figura 6). Estas subunidades comunican las señales de 

activadores conocidos (e.g. la proteína homeótica Ser) ó desconocidos que determinan la 

identidad de algunas células en los discos imagales. Originalmente las mutaciones skd y 

klo fueron aisladas como supresoras de mutaciones en Pe, lo que refleja un papel general 

en la transcripción. Por otra parte, las células que carecen de skd y kto no están afectadas 

en su viabilidad ó proliferación, aunque la ausencia de una subunidad central del 

complejo dMed (e.g. TRAP80) si lo hace (Boube et al, 2000: Treisman, 2001). 

20 
TESIS CON 

l XAL!~~'._ DE ORIGEN 



Lo anterior indica que no todos los componentes de este complejo son necesarios para las 

actividades generales. La presencia ó ausencia de subunidades específicas (e'.g. Skd ó 

Kto).en complejos relacionados al dMedpodrfan reflejar las-a~ti~idad~~ espe~fflcas de 

este complejo (Treisman, 2001). 

12.- Sumoilación. 

Sumo es una proteína relacionada a ubiquitina que regula varios procesos celulares como 

son el transporte nuclear, la señalización y la progresión del ciclo cefülar (Milller et al, 

2001). En cambio la ubiquitina·(jir.ige I~ clegr~d~~ión d-e•sus sustratos, a través del 

proteasoma 26S, .cuando se agrega,:~e>~o polímero. Cuándo)a~biq~i~ina se agrega como 
•' . , ,-- . . . '. .. - .. - ~ " . ~·· ' .. . 

monómero controla .muchos ~;()gg5o'~ y entre ellos el füncioriarlii~nto de, las histonas 

(Hicke, 2001 yW~is~ni~~;.:ÍoóÚ.Lasprofoínas sumo y úbiquitinaseune~as~ssustratos , ' ' . ~ -. :·:·:: .~ \':. : :,-;,- . >. ¡. - .. - - . . . • ' ._, ~ . . ' ::· 

por medió de un sisteiha dé conj~gación que requiere de la actividad de tres enzimas 
. . '• 

(Figura 9). En el caso de sumo, la enzima El activadora consiste del heterodímero 

Aosl/Uba2 y es el encargado de la formación del complejo El-sumo, a través de un 

enlace tioéster. La enzima E2 conjugante transfiere la proteína sumo a la Iisina del 

sustrato. Las enzimas E3 ligasas son requeridas para facilitar la modificación covalente y 

la selección del sustrato (Melchior, 2000). 

' •+c1+6+~+~ Ubiquitina 

Sumo 

El E2 
activadora conjugante 

El 
l.igasa 

Figura 9. Sistema de conjugación de los modificadores ubiquitina y sumo. 

T~SIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

~ 
Sustrato 
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En Jos animales existen dos tipos de. E3 Jigasas de sumo descritas hasta Ja fecha. El 

primer tipo está ejemplificado por. la proteína asociada al poro nuclear RanBP2 (Kirsh et 

al, 2602). Eisegundo tipo in¿Í~y~~ Ja~ proteínas de la familia PIAS (protein inhibitor of 

activated STAT) que tienen _un dominio de unión a zinc conocido como SP-RING 

(Hochstrasser, 2001). L~s proteínas PIAS.son correguladores de Ja transcripción mediada 

por receptores de hormonas (Kotaja et al, 2000). El _dominio SJl.-R!NG modula la función -- =-·--·- .- --·-- -7_, _-'_:_-:-.-----=-' ' ,_ . -.- - -- --- - - - --· ;--·--·--·-- -

de factores de transcripción a través de su actividad de E3 ligasa de sumo (Kotaja et al, 

2002) .. La caracterización de Ja proteína del trx-G Tonalli nos permitió sugerir Ja 

existencia de un nuevo subgrupo de E3 Ji gasas (ver artículo y discusión· anexa). Estos 

factores recién identificados tienen el dominio XSPRING (eXtended SP-RING finger) el 

cual correspondería a su dominio catalítico (Gutiérrez et al, 2003). 

13.- Sumoilacion de factores asociados a la cromatina. 

Existen varios blancos de sumoilación que intervienen en Ja estructura de la cromatina. 

Uno de esos blancos es Ja familia de proteínas SPIOO (Sternsdorf et al, 1997), que junto 

con otros componentes se asocia en los cuerpos nucleares conocidos como PML (Secler 

et al, 1998). Los cuerpos PML ~roMyelocytic 1.eukaemia) son estructuras subnucleares 

que están asociados a la matriz nuclear y que contactan transitoriamente con muchas 

proteínas sumoiladas, incluyendo algunos represores transcripcionales como Daxx y p53. 

Aunque la función de los cuerpos PML es enigmática, se sugiere que están implicados en 

la regulación transcripcional, control de la muerte celular programada y la presentación 

de antígenos (Müller et al, 2001 ). En mamíferos, el gene SP 100 genera cuatro isoformas 

por splicing alternativo: SPlOOA, SPIOO-HMG, SPIOOC y SPIOOB. Todas se unen a la 

proteína heterocromática HP 1 y las tres primeras se pueden sumoilar. La sumoilación de 

SPIOOA estabiliza la interacción con HPl (Seeler et al, 2001). Las variantes SPIOOA y 

SP IOOC junto con HPl, actúan como represores transcripcionales (Seeler et al, 1998). La 

variante SP 1 OOC tiene un dominio PHD-Bromodominio (Seeler et al, 2001) que es 

característico de factores que probablemente regulen la estructura de la cromatina como 

el factor trxG Tau (Tabla 1) (Fauvarque et al, 2001 ). Tou pertenece a la familia de 
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proteínas W .AL c¡ueincluye a la proteína AcfL Esta proteína, en D. í11el~7og~sler, es 

subunidad. del complejo mobilizador de la c.romatina ACF/CHRAC (Ito etal,) 9_99)'. 

enzimas ciesacetilan residuos de lisina específicos en el extremo mlifri6;·c1~,1a;histo~as. 

Esta modificación postraduccionalconfiere una conformación ce1Ta'cta·)';ia'~~;o~atina lo 
--:o-;o_-~,~- .. cc~.----º~--·--·-- --~ - o -- --.: _ _ ,_-___ -.---;- - - ··- .-:~'.::.,_-.. -_(:~:-~.~:'>·:.;:•:~-~'-:~?: .;<:_::.·:~ 

cual impide la entrada a la maq~inaria de transcripción al DNA::'L~~·rii~cÍÍfi~ad~nes 

postracluccionales por SÚmO e,n ~~~as en~imas modifican· SU acti0id~~. ~O!° ~jemplo, l~s 
-_ :. • • ··:,, : j ~ • '". .- ' - - ' •• - - • ·.:' -~-· ' • - : •• , ' 

proteínasHo1c1:y.4 S)Jmoilaclasau~entan su capacidad ~at~Hticayrepresora (David et 

al.; 2oó2,f Kirs~~{·á1,-28b2).La modificaciónde HDAC4 la realiza RanBP2 que coino 
r - .. .. •. ..· ~--~-· . '···- - ···- , ,. 

ya se mencihhó.antes, es una E3 ligasa de sumo. Esta proteína se asocia con el poro 

nuclear y pb/¡~.tarito la sumoilación ocurriría en este lugar. En este caso, sumo podría 
: .. ·' ,.·.· . . 

funcionar como tina señal de retención nuclear para inhibir o retardar la re-exportación de 

la proteína HDAC4 (Kirsh et al, 2002). La desacetilasa de histonas HDAC3 interactúa 

fisicamente con las proteínas SIZ2 (E3 ligasa tipo PIAS), MusTRDI/BEN y TFII-I. En el 

núcleo, el factor TFII-1 se requiere para la activación transcripcional de promotores · 

específicos. TFII-1 es un factor que se activa y fosforita en respuesta a señales 

extracelulares y se transloca del citoplasma al núcleo. La proteína MusTRD l/BEN es un 

represor específico de TFII~I, se piensa que la proteína MusTRDl/BEN excluye a TFII-I 

del núcleo y púéde.iser'que MusTRDI/BEN compita en el citoplasma con un factor 
" . :~: '' :: 

requerido para l~.tfáhslocación nuclear de TFII-1. Alternativamente, MusTRD 1 /BEN 
• . - \f _. -~ ,'. ·. ' 

podría inte~feri~/6ori un regulador de TFII-1 en el núcleo. SIZ2 estimula la activación 
.-... : ·.···:¡ __ '.:' 

transcripcionald~pericliente de TFil-1, mientras que la enzima HDAC3 la reprime cuando 

hay dosis bajas de SIZ2 ó TFil-J. A un aumento en la dosis de los factores SIZ2 ó TFII-1 

se contrarresta el efecto negativo de HDAC3. Lo anterior sugiere que SIZ2 tiene un papel 

regulatorio de la actividad de la enzima HDAC3. A partir de estos trabajos se puede 
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inferir que existe uri antágonismo eritre _distintas modificaciones postraduccionales (e.g. 
- - ' , -· ·, ' - ',-- .. -~ . ··- . . . - . ' _.,. . .. , 

sum()_il~sj<Sl}'y~sKs~W~~p,pI_~!g°~lPJ2-S-S~~;clf:l:lcti\'ació_n ·transcripcional (Tussié-Luna et 
• • - • ' > ,.~ " -· "''> ·' .··. ' • •: 1 • ,·, '•" V \•• • ' 

al, 2002a_.yTus~Íé~Lu~~:~iki',200'.2of 
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JUSTIFICACION 

La caracterización genética de los factores que regulan la detenninadónde. los segmentos 

de D. melanogaster ha producido una amplia variedad de mutaci~ne~ ell proteínas Pc-G y 

trx-G, así como también; de gener~r ideas nuevas sobre Ja impÓrt~~ciade la regulación 

transcripcional en este proceso (Kennison, 2003). Los factores Pc'-Gy trX:-G se asocian en 

distintos complejos multirnériéo~=qtíe regulan la transcripcióh de los geries ANTC y BXC 

en diferentes etapas. Los .óHimos hallazgos en este campo resaltan la importancia que 

tienen Jos complejos Pc-q y frx-G en el establecimiento de las modificaciones covalentes 

en las histonas, la remodelación de la cromatina y las interacciones con los factores 

basales de transcripción (Simon y Tamkun, 2002). En este momento, se está intentando 

resolver los siguieritestópicos: 1) La interdependencia funcional entre estos complejos, 2) 

El significado de las variaciones temporales y espaciales en su composición, (Simon y 

Tamkun, 2002), 3) Identificar cómo y cuáles factores basales de transcripción son 

reclutados en un promotor homeótico activo o inactivo (Kennison, et al, 1998) y 4) La 

regulación de Ja actividad enzimatica de estos complejos, entre otros. 

Con el propósito de·identiftcar a factores requeridos para el mantenimiento de la 

transcripción de los genes HOM, se propone la identificación y caracterización de genes 

que interactúen genéticamente con brm en la regulación del promotor 2 de Antp. Además, 

identificar mutaciones en los genes que codifican para las subunidades de la RNApolII y 

TFIIH que modifiquen los fenotipos provocados por Ja pérdida y ganancia en Ja función 

de los genes ANTC y BXC. 
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OB.JETIVOS 

El trabajo de esta tesis se dividió en dos partes. 

l.- Caracterización genética y molecular del gene to11a/li (t11a). 

Hipótesis: 

Si las mutantes de los genes tna y tara interactúan genéticamente con las mutaciones en 

el gene brm y Ja proteína Brm es parte de un complejo proteíco que promueve la 

expresión de genes HOM y tiene actividad de remodelación de la cromatina. Entonces, 

Jos factores codificados por los loci tna y tara podrían actuar en algún paso especifico de 

Ja función de brm, como por eje~plo:'') En la expresión del gene brm, b) Como una 

subtinidad • d~I •complejo B!lM,'• c); U~ienélo o modificando a los componentes del 
• . . . ,_ .. ' • ' • \ • ' • ::. .~ ~ .• l' ''- . - ' _:, . -

complejo BRM, d) Regúlai1do su!aetividad enzimática d) Como parte de la cascada 
. .. .. . .. :. ,_;. : - " .. - :··,.· :."-· ' . . 'f : '' :.-~ - ;. -~~; . : ... ·· . ' " 

regulatoria de los genes dcti yado·s: pcfr B RM.' 

Para evaluar, est~ prbp~~sta se planteó 16.~iguiente: 
• < ,·· 

··.·-:-,·.·-

1.- Conoce¿laJdé~tidalinoiecl1Iar.deÜ•gJne tna; mediante el aislamiento de su región 

genómic~;:~§~l~H~~~~.~~;'.~,~~v~~D§.ia~lf~t1e'.~su(s~ transcrito(s) yla. comp~ración de la 

secuencia cieáfuin,óarido~;deist1:Pr(>t:íná con'Jos factores celulares semejantes de otras 

especies. L~~~~i~ri~~l~ -J;Jn~1ilr~··~¡g~¿-~·~r,~na f~nción al producto Tna. 

2.- Análisi~~;,·:~i~;¡6;i~¡~j~y dgótica de tna en el desarrollo de D. me/anaga<t.r, 

mediante Ia'.;1iffiÍil~~i6'.kd~~~~ctividad antes y después de la fertilización. 

3.- Estudiar·~¡:p~~~}de tna, tara y otros genes trx-G en la expresión del promotor 2 de 
'·:·' .. • ·:-·· . 

Antp. 
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2.- Estudiar el papel de las subunidades inividuales de TFIIH y la RNApolll en la 

expresión de genes HOM. 

Hipótesis: 

Si la expresión de los genes en Drosophila, como los homeóticos (ANTC y BXC), es 
- . -. _-

regulada durante el desarrollo (Kennison.et al, 1998) y las mutaciones en los factores 

basales de transcripción producen fenotipos específicos. Entonces, se podría esperar que 

los factores basales de transcripción, como TFIIH y: ÍlNApolII, contribuyan de manera 

diferencial en los distintos niveles que coritroI~ri.Ja fünción de los genes HOM. Como 

consecuencia, las mutac.iones ~n }FHH {.~~~olII podrían afectar: a) El inicio y 

mantenimiento de.Ja.~xpresjó~;d~jos.'.ge.9~~/Al'.FQ~ J3XC, b) El silenciamiento y 

reactivación•de ·J~s geri.es"ÁNTP y B:)(q,:Ó)'.L'~'e~~ré~ióÜ de los genes regulados por las 
-. :·: '.-~-(~---~--~: __ -::<;,:·}~._-·:-_:·~-.<:.·' :<·:- ;_-:· .. ,.· .'>.', - -

proteínas homeóticas; entré Ótras:.• •..•. • . 
• ' •-' • ,,,·",•'' • ·'.;•e•;·••,•>>·;·,:¿ :' ',' ~-,·,•''e,. 

Para evaluar e~tas po~ibiÜdacles, s~ plant~ó' Io siguiente: 

1.- Evaluar si mutaciones en los genes hay, mrn y Rp/1140 (TFIIH y RNApolII) 

modifican los fenotipos provocados por la pérdida y ganancia en la función de los genes 

ANTCy BXC. 

2.- Identificar los cambios puntuales en estas proteínas. Se cree que existen sitios de 

contacto en estos factores que serían imporantes para la regulación de la expresión de los 

genes HOM. 

3.- Analizar si las mutaciones en hay, mrn y Rp/1140, interactúan genéticamente con 

mutaciones en los genes Pc-G y trx-G. 
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RESULTADOS 

1.- Caracterización genética y molecular del gene t11a. 

El gene /na se requiere para la expresión correcta de los genes Antp, Ser y Ubx.tna 

codifica para al menos dos proteínas (TnaA y TnaB). La isoforma TnaA contiene un 

motivo conocido como SP-RING. Este motivo está conservado en otras espe(!iec~L~Stá 

involucrado en la sumoilación de sustratos específicos. El análisis genético y mólecúlar . 

de este factor se describe en el artículo de la siguiente sección (Gutiérrez et al, 2003). 

2.- Los genes t11a y tara son miembros del grupo de genes trx-G. 

Mutaciones en los genes tna y tara interactúan genéticamente con brm y osa (Calgaro et 

al 2002 y Gutiérrez et al, 2003). Se les considera genes trx-G porque las mutaciones 

recesivas en estos genes producen individuos con fenotipos de pérdida en la función de 

genes HOM (Calgaro et al 2002 y Gutiérrez et al, 2003;). El homólogo de Tara en ratón 

puede unir otras proteínas que albergan motivos tipo PHD-Bromodominio y RING (Hsu 

et al, 2001). En este trabajo sugerimos que Tara podría interactuar físicamente con la 

proteína Brm (Gutiérrez et al, 2003). 

3.- Los genes tna y tara interactúan genéticamente con el gene A11tp. 

Existen dos promotores alternativos que dirigen la transcripción de Antp y le permiten 

múltiples maneras de regulación durante el desarrollo. Cada promotor responde a 

distintas regiones cis-regulatorias que dirigen la expresión localizada de Antp (Laughon 

et al, 1986). La reducción de la expresión del promotor 2 de Antp en el disco imagal del 

ala provoca que las moscas extiendan las alas (Vázquez et al, 1999). Las mutaciones en 

los genes tna, tara, brm y osa aumentan este fenotipo (Vázquez et al, 1999; Calgaro et al, 

2002 y Gutiérrez et al, 2003). Las mutaciones AntpNs y Antp73
b provocan la desrepresión 

de Antp en el disco ojo-antena y su transformación hacia pata a una frecuencia de 90-100 

% en individuos que contienen estas mutaciones. La desrepresión de Antp en la mutante 

AntpNs proviene de su propio promotor (P2) y en el caso de Antp73
h de un promotor no 

homeótico (Frischer et al, 1986; Talbert y Garber, 1994). Estos fondos genéticos han sido 
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utilizados para evaluar la especificidad a los factores Brm, ()sa, Mor y.Tna sobre un 

promotor homeótico (Tamkun et al, 1992; Brizuela y Kennison,J997;>Vázquez et al, 

1999 y Gutiérrez et al, 2003). Como se ve en ÍaTabl~ 2, fis m~tacicmes en tna y tara 

suprimen la transformación provocada por Ja mutación AntpNs [tna"(l 7%), tara03881 (50%) 

y tna3
, tara20 (49%)] Estas mutaciones no modifican el fondo mutante Antp73

b (100% en 

todos los genotipos). Por lo tanto, Tna y Tara actúan en la transcripción de Anlp y no 
. _· _______ - - - ·- -- -- . -

actúan postraduccionalmente en la proteína Antp. 

Genotipo ,· Antp7Jhº 

+/+ 

.. 258/258 ( 100) 

13175(17) 4.6146 ( 100) 

40/80 (50) 129/129 (100) 

25/44 (56) 122/122 ( 100) 

41/47 (87) 53153 (100) 

80/80 (100) 

110/110 (100) 

76/109 (70) 93/93 (100) 

97/102 (95) 119/119 (100) 

60/121 (49) 95195 (100) 

Tabla 2: tna y tara reducen la transformación homeótica provocada por la mutante AntpN' pero no por la 

mutación Antp7
Jh. El sírnbolo ("') inclica el número de individuos que muestran la transformación de antena 

a pata dividido entre eí número de moscas examinadas. 

~stsCON 
•. •DE ORIGEN 
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Las mutantes tna1
, tara2 y tara20 fueron generadas con etilmetanosulfonató y generan 

cambios puntuales en estos loci (Vázquez et al, 1999). Esta~"mutan~es por sí solas no 

tierien feTl~tipo visible, con excepción de tna1 que gen~~a"i11<li;iicl~~~q~é extienden las 

alas a una proporción del 17% (Gutiérrez et al, ·~.oÜ~) .. 'foclas ellas interactúan 

fuertemente con mutaciones en brm y osa (Gutiérrez eta), 2003). Se presume que varias 

mutaciones puntuales en osa ( e.g. osa1 y osa2
) generaríall p~oteínas alteradasque retienen 

la cap~cidad de u~irse a otros factores y podrían cdJ11p~tiJ <!~n;la ~~roteína silvestre Osa 

(Vázquez et al, 1999). tna1 es una mutación puntual que 'gerier~ ul1 prodücto truncado en : • ,-r ,- • - - - • - • '• • • • •'' • '' ·;,~ ~ - • • < _.,., ' 

:::i::~:r;Á'.: ~*;~~;t~~~~1?;j;4~'!h~~t~~~h"~n:i~t~ll¡f '~:1~ 
se presume que Tna~'.podrfa modul~r negat1~ainente lafunc!()n•cte'.W(l~ C(J~t1errez et al, 

2003 ). · La natura1eia •.•. ~~If~;1~y{ á§IA~'.:.~~t~f~o,Fs'.}a.[~2"¡t~·1~rH~·. ·~r~$.sA3h?5e••.r. s~ 
presume. que tambi<!l1 gCi1efari~prc5(lúcto~/aJt~ráqos\p~ra'.I~r~ .(Vázquez•ef ál; • 1999 ·y 
Gutiérrez et al, 2003). ·. . .. '/ . . ...... ··.···· . ... . .·... . . . ... . 

. _...:_.·: 

Los datos genéticos presentados en esta sección sugieren que proteínas mutantes para 

para Osa, Tna y Tara competirían con sus contrapartes silvestres y afectarían la 

activación de un promotor homeótico. 

4.- Mutaciones en los genes Rp/1140, hay y mm modifican diferencialmente la 

desrepresión de los genes Ser y Ubx. 

Esta parte del trabajo se describe en detalle en el manuscrito de la siguiente sección 

[Gutiérrez et al, 2003 (manuscrito sometido)]. Aquí mostramos que algunas mutaciones 

en los genes Rpll / 40, hay y mrn interactuan genéticamente con alelos que provocan la 

desrepresión de los genes Ubx y Ser. Una mutación en particular, Rpl//40"'1"'P, aumenta 

específicamente los fenotipos provocados por la pérdida en la función de Ubx. Además, 

esta mutante suprime los fenotipos provocados por la desrepresión de Ser en cualquier 

fondo genético, pero en contraste, aumenta el fenotipo observado cuando se desreprime el 

gene Ubx. 
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Las mutantes en los genes hay y mrn (TFIIH) modifican específicamente los fenotipos 

provocados por Ja desrepresión de Ser en un contexto particular; cuando la desrepresión 

de Ser depende de apareamiento cromosoma! (mutaciones ScrMsc y Antpsª"). Las mutantes 

hay'ª2 y ha;1'ª2'v4 reducen la expresividad del fenotipo provocado por la mutación Antpscx 

y aumentan Ja penetrancia del fenotipo generado por la desrepresión de Ubx [(Gutiérrez et 

al, 2003 (manuscrito recién sometido)]. En contraste (Figura 1OyTabla3), algunos alelos 

puntuales en mrn (mrnE94
, mrn•x9

•
2

) aumentan el fenotipo provocado por la desrepresión 

de Ser en Jos mutantes ScrJ.t.•c y Antpscx. 

Primer Segundo Tercer 
I 

AntpScx 

+ 

AntpScx 

mrnE94 

Figura 1 O. Algunas mutaciones puntuales en 1111'11 aumentan del fenotipo provocado por la desrepresión de 

Ser en los segundos y tercer discos imagales. Como se ve en estas imagcncs, la mutante puntual mrnhw 

incrementa el número de dientes en los peines sexuales del segundo y tercer par de patas. 
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Genotipo Expresividad &(%) 

+/Sc/·f.« 

mrn"u /Se,fi'·"' 

mrn•·•9-2 lse,flh<' 

mrn1:'67/Sc,fi'"'' 

+/An1¡/<-' 

mrn11u/Antp'''cx 

111rn•·•9-2 /A n1p·''"'' 

mril67/Antps'" 

+/PeJ 

mrnliu¡ PcJ 

mrn•-•9-1 PcJ 52 

mrn'i67 / PcJ 29 

Tabla 3. mrn modifica el fenotipo de desrepresiónde Ser provocado por las mutantes en Sel'·"' y Anl's"'. El 

símbolo (&) indica la expresividad que füé détermi_nada como el número de dientes de los peines sexuales 

en el segundo y tercer par de patas comparado con el número en la primer pata que tiene un promedio de 

10.8 dientes y que es el 100%. (Se contaron los dientes de 80 patas transformadas). 

'ITSIS CON 
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DISCUSION 

1.- Tna y Tara como modificadores postraduccionales de la transcripción. 

En este trabajo se propone que las modificaciones postraduccionales por sumo y/o 

ubiquitina podrían participar en la regulación de la expresión de los genes Antp, Ser y 

Ubx. La modificación por sumo en algunas proteínas favorece su estabilidad, i:mtagoniza 

la ubiquitinación, y/ó promueve la sublocalización nuclear de las proteínas s.umoilaaas 

(Müller et al, 2001). Estas actividades, no necesaria1nente excl~y.ente~,podrían regular 

las función de complejos asociados a la cromatina y/ó 6ti¿~ ~~~~:lej~~.t~án~cripcionales . 
Las proteínas Tna y Tara serían factores que modificaríari I~ ~g{i~}J~dtl~I complejo BRM 

durante la activación transcripcional de Antp. La isoforma Tn~Á. s'e propone que puede 

ser un miembro de~unSubgrupo nuevo de E3 ligasas de Sumo cuyos sustratos serían las 

subunidade~:d'.~1J~"·c()mpÚ:~jos de transcripción BRM, KIS, y MED (Gutiérrez et al., 

2003). L~s·.-$r~t~íri~s· Tara tendrían el potencial de unirse a proteínas que albergan 

motivos ti~O: rt~b.:.Bromodominio y RING (Calgaro et al, 2002). Se sabe que las 

isoform¡is ~~lOÓC y SPIOO-HMG, asociadas a los cuerpos nucleares PML, tienen 

dominlo~:p'i-JD'-Bromodominio y HMG respectivamente y se pueden sumoilar (Seeler et 

al, 2001).No.háyque olvidar que SplOOC funciona como un corregulador transcripcional 

(Seeler et al, 1998), EIBromodominio de hBrrn podría regular su estabilidad y transporte 

nuclear (M4~h~tdty Yaniv, 1993) y el Bromodominio presente en factores acetiladores 

se une a las.histonas y a factores de transcripción (Winston y Allis, 1999). 

Los dominios RINGy PI-ID (Figura 11) tienen estructuras parecidas y actúan, en algunos 

casos, como E3 ligasas de ubiquitina sobre sustratos específicos (Coscoy y Ganem, 2003; 

.Jackson et al, 2000). Si nos fijamos en la Tabla l de la introducción podremos visualizar 

que muchos factores trx-G contienen alguno ó varios de estos dominios: e.g. Brm, Tou, 

Lid, Trx, Ashl, Ash2yBapl11. No hay que olvidar que Trx y Ashl también tienen 

actividad de inetilación de histonas por medio de su dominio SET (Katsani et al, 2001; 

Czermin et al; 2002 y Beisel et al, 2002). El locus tara interactúa genéticamente con los 

genes trxG brm; osa y tna. Los homólogos de Tara en mamífero unen a factores que 

albergan motivos presentes en varios factores trx-G. 
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Por lo tanto Tara podría: a) Unirse físicamente a las subu,nidades sumoiladas de los 

complejos trx-0, b) Ser una subunidad de alguno(s) complejo(s) trx-0, c) Integrar las 

actividades modificadoras como remodelación, sumoil~ciÓ~, ubiq~itinación, acetilaéión y 

metilación de histonas en regiones de la cromatina de genes activos y d) Regular la 

actividad de los factores de transcripción. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

C-X2-G-X1J-1rC-X1 ... 4-C-X3 ... rH-XrC-X-12-21-C-Xi-C PHD (C4HC3) 

C-X2-C-X12-11-C-X1 ... 4-H-X2 ... 9-C-XrC-X-os ... 39-C-X2-C RING (C3HC4) 

C-X13 ... wC-X H-X2 -C-X11 -C-XrC SP-RING (C2HC3) 

~~ 0 %~ Zn Zn 
Zn 

5 3 0 0 \ ) \ ) 
PHD y RING SP-RING 

Figura 11. Comparación entre los dominios PHD, RING y SP-RING. Los dominios PI-ID y RING tienen 

estructuras parecidas y conforman una estructura tipo "cross-broce" la cual coordina dos atamos de zinc. 

La estructura del dominio SP-RING no ha sido resucita y podría tener relación con la estructura RING. 

2.- El reclutamiento del complejo BRM, Tna y Tara a la cromatina activa. 

Se sabe que el reclutamiento del complejo BRM y de los complejos tipo SWI/SNF a la 

cromatina de ciertos genes, depende de la interacción de dominios específicos de factores 

de transcripción con subunidades individuales de estos complejos. Por ejen,1pl~, álg~1_1os · 

factores con distintos motivos de unión a zinc (EKLF, OATA-1, Spl, TFE3, NF-kB) 

pueden reclutar selectivamente la actividad remodeladora. de los complejos SWI/SNF de 

mamífero. Por esto, se ha propuesto que uno de los posibles mecanismos de 

reclutamiento es por la interacción diferencial con factores de transcripción con dedos de 

zinc que unen a DNA (Kadam et al, 2000). 
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Se ha postulado que la prC>teína 'Osa. p()dría estar involucrada en el proceso de 

reclutamiento selectivo delcoll1pl~jo BRM (Yáz~uez et al, 1999). El homól~go de Osa en 

human6; (BAF;Sb) • Bbd;¡¡· ~~t~t~~:~~p~~Í~6~ri;~rit6 a un complejo l'ei;~¡d~a~o a· BRM 

(BAF) por IUedio deún n1()ti\,() cii! ~hiÓ~~ÓNA conocido. C()mo ARirii<K.~rts~hak et al, 
: J... . • ;- : .•. :· ,- . - -."°:'·"• . - :·,-;:. • - _ • .,-, ·--~-~ .. -"' : ._- ,., .• -. . • .·- __ -·. • . - • .- _ .• • 2•;o-;c-:- ,.:e-.. -o:,=-o.o;-·; -•- -,.-: - . ·-

2000 y Nie ~t al, 2606) .. A~~4~e.~n·b. l~efo~ogaster, o;a tiene ·~re6to~·;,,~y~specíficos 
'·' .· . -.-,,- . ···,· . ' .. ' . . ·, -· '· __ .. ' ··. ._. , .. ,. ... ,., -

in .vivo (Váz.quez etal;_lQ29))111•itr~".sl!~ªcH~icl~cl-~~~!}iÓJ1,.~J:~~,<\-~e_s i~~sr'.~cífj~a y sólo 

tiene prefere:nciá por algunas region~s rfoaseri'ad~ñi~ii~tÍh1i~~·(EcSÍin~~¡~l,···1999). Lo 
. • - . . . ' . - • .- • -, • - - ,,_.,, -~·, ¡. ~ 7' •• .. : "' -:, ---: - "-··" •. ·.-. ', ....... ; ' .' - < 

anterior ha suger,iclo •. que el ac~escld~:q:~a;,,g,'~~~- ~!a,icos.in'vi,vo .dependería de_ •• la 

interacción c¿n··ofros factore~(Cotlins;~i·aG1'Q99.)rvázquez'et al, ··1999).En·-bas~ ~to' 
·• . .'· ! ", ,., --, ,_._ .. ;.·: ··--.·' . . . ., . , .. _ ·--' 

anterior, podémos sügeri~ que d~l:J~i{e~istirtmcí'o varfos factores de unión a DNA, aúll no 

identlficados, que·~e~iutJh '~) c6~·pl~jo BRM a secuencias específicas. El escenario 

propuest~. p~r~''{a:~~g.~ta6ión transc,ripcional de Antp por BRM (Gutiérrez eta), 2003; 

Vázq~ez;~t;·,at{, 1999) tiélle similitudes a la manera como se reclUta el receptor de 

andrógenbs.áLDNA. ESte receptor cuando interactúa con la hormona se une a suDNA 

blanc<J .. suf~oi~{inio de unión a DNA incluye a un motivo de unión a zinc [DBD/zinc 

finger ;ci~io,ri\?F{l)] que funciona como una interfase de interacción con proteínas 

coacÚva.doi~~ }icdrrepresoras ó con subunidades de los factores basales TfllB, TFIIF y 

TFIIH (Mofrarien:>6tal, 1999). En ratón se han iden~ifü:ado,, in vivo e in vitro, cuatro 

proteínas1iVW~fque interactúan con la regiónDBDfZF~;_de-este receptor hormonal. La 
·,_,;,-:--:-'=: ,-~-------·- . -<---~-- --·-· .. , ...... , __ 

primera es {ina'petjueña proteína con un dominiÓ,ajNp:·(§}!úRF), la segunda es una 

cinasa serin-eJtfoonina (ANPK), la tercera esl~.~f~téfü~-~lup,3,que tienen actividad de E3 

ligasa de sumo y la cuarta es ARIP4 'que: es~una;nUeva'.AT¡>asa dependiente de DNA 

(Janne eta¡; '.2oóO). ARIP4 es Un miembr~ nüe~() del~ fü~ilia de remodeladores tipo Brm 

ó SWI2/Sl'iF2}(Roule~úet,aI,·2~()2).,•·Atfl1que no se sabe la función de SNURF, la 

presencia d~ uh dciÜ1i~io ~INd ~tfa~·ia.i~e~·de ser una lig~sa E3 de ubiquitina. 

El recepto~:~~~;jnd~Óge'~ol~J:~~~~e:;~u~oilar por medio de las E3 ligasas de sumo ARIP3 
: -. . ..-.< .· ,- --~/t' \ :¡«'~_-:<::-:·:2~-~.:~-~~ ": '~.'~;:·:/• ~ '-:'·-. :-~:- t.~"::'.,i~ ~::'<·-~·-, _; :··' 1::,:~;:, . .. .· . . ~. 

y PIAS 1 (~a1íÍiÍiá\:r'1As.)¡;; ~ª· 'súmoilación de. este receptor reprime la transcripción 

:::~:~:ff~~i1?~\~~~~~~~~~~: i~;:~~:~ :"0::.~v::~1;::;'.i;:;º~~~~'¡rh:·~ 
y Yasud~, 2o¿t ;oul~a~et;~I; '1.o~~) .. La ATPasa ARIP4 también se sumoila en ~étulas 
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de. ratón (Roulell:u et ~l,ircsultados no publicados). Cuando las cuatro proteínas que 
:- ,· .' . - --,- ·;.-- ., ··. ·::- .- - . 

interactúan. con el domi~io· .. DB~~ZF~ .. seexpresa~;enicélulas···cultivadas.m~estran un. 

patrónºpunte§do:en• ••. ~1 ·11lic1eo·: pan.I1e· .• eí ·~1.~·@q2~;,·~~~;.I~ irrifü,·~~~ h~~r?'P~.~s~ci~~u~ la · 

modificación reversible. por .sumo en •. elrecept8( de~ an(!ró'genCls ~y; e~;;\IUR; tien~n .el 

J~!ir~~.~Jj~{~éf ~;F:ilí+~~~~tl~~~~~i~~f i¡~lf i~t~; 
postradUc~ionales por sumo son señales que regulan el balance del intercambio de 

factores transcripcionales entre los subcompartimientos nucleares y la cromatina y entre 

el citoplasma y el núcleo. Lo anterior no excluye que sumo regule la degradación y/ó 

estabilidad de estos factores. 

3.- El sistema de modificación postmduccional sumo/ubiquitina y su relación con el 

código de histonas. 

Las modificaciones covalcntes de las histonas controlan muchos aspectos del 

funcionamiento de los cromosomas. Se sabe que la monoubiquitinación de la histona 

H2B es necesaria para la metilación de la lisina 4 en la histona 1-13. Esta modificación 

está asociada con la cromatina activa y es catalizada por Rad6 que es una E2 conjugante 

de ubiquitina (Robsky et al, 2000). Rad6 es.tá involucrada en muchos procesos biológicos 

como la reparación de DNA:, ffi~iÓ~is y silencian'iiento de genes (Kupiec y Simchen, 

1986). Es de esperarse qlle disfü~tas E3 · ligasas de ubiquitina determinen la especificidad. 

de sustrato de Rad6;;p6~~irab;j~Kr~~ientes en levadura indican que el dominio RING de 

la E3 ligasa de.ubiqJiti~~ cdno~ldá como Bre 1 modifica a la histona H2B. Esta señal 

conduce a la m~HI~.ció~ d~}as Hsin~s 4 y 79 en la histona H3 y Bre 1 se asocia a travé~ del 

dominio RIN(};cc)ri RAD6 en un complejo molecular. Este evento es esencial ~ara la 
:; ·,_- . > :.:- . -. ·: _ .. _' ,·. ,.--. ·,· .... ··. o ·. ' -. '. ~ - - - : - - . -

modificación de l.as, histonas pertinentes en la cromatina de un promotor específico 

(Hwang etal, 2003y Wood et al, 2003). En levadura, la metilación de las lisinas 4 y 127 

de la histó1fa 1-13, que depende de Rad6, es catalizada por el complejo COMPASS 
- " -

(Robsky et al; 2.000) el cual contiene un homólogo de la proteína Trx (Miller et al, 2001). 

En el caso de D. melanogasler, se requiere de un contexto adecuado de residuos 
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metilados en las histonas H3 y H4 para facilitar el reclutamiento del complejo BRM 

(Beisel et al, 2002). Lo anterior sugiere que las modificaciones covalentes por ubiquitina 
-~--e,;;"'_---o_" . , - ·~ ' 

podrían contribuir para establecer señales dé memoria en la cromatina activa. Enzitnas de 

la vía de ubiquitina, con dominios tipo RING, podrían ser reclutadas a las regiones,blanco 

del complejo BRM y promover entonces un conformación de cromatina activa. Por lo 

tanto, la sumoilación y la ubiquitinación actuarían regulando la actividad de sustratos 

diferentes pero necesarios para el mantenimiento de la expresión de genes HOM. 

4.- El papel de los factores TFIIH y RNApolll en la desrepresión de genes HOM. 

Las interacciones regulatorias entre los genes HOM complica las interpretaciones sobre 

los efectos que tienen las mutaciones en modificadores de fenotipos homéoticos. Las 

proteínas Abd-A y Abd-B reprimen la transcripión del gene Ubx y la proteína Ubx 

reprime la transcripción del gene Antp (Kennison, 2003). En contraparte, la activación o 

represión de los genes Ser, Abd~B yDfd parece no ser afectada por la expresión de otros 

genes HOM (Kennison, 2003). 

En este trabajo [Gutiérrez et al, 2003 (sometido)], mostramos que la mutación 

Rplll 40"'1"'P suprime los fenotipos provocados por la desrepresión de Ser en los segundo 

y tercer discos imagales. En contraste, R¡jll 14 O"''"'P aumenta el fenotipo por la 
- -- '- -

desrepresión de Ubx provocado por Ja mutación Cbx1 Ubx1
, este fenotipo consiste en, la 

transformación parcial de ala hacia h~lterio. De manera equivalente, las niut~cicmés 
hay"c2 y hay11c2

rv
4 reducen la desrepresiónde Ser en un contexto en particular yt~rriBiél1 

aumentan el fenotipo de la mutación Cbx1 Ubx 1
• El impacto de estas m~tricf6f1~{6S 

específico porque otras mutaciones en Rplll 40, y hay no provocan estos. efectos~ Ade!Pás, 

la inhibición química de la actividad de la RNApollI, utilizando dosis baja~ de 

actinomicina D, reduccnglobalhtente t.a desreprcsión Ser, Ubx y Antp. [Gutiérrez (!tal, 

2003 (sometido)]. 

Un aumentador del fenotipo Cbx1 Ubx 1 podría córresponder a una mutación. én algún 

factor que promueva la acti~ación de ~nlp.Los alelos en los genestrx-G .Cbrm: ~or, osa, 

skd, entre otros) aumentan el fenotipo Cbx1 Ubx1 [StoHer y Kennison, 1997 
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(comunicacióripeisonalryKennison, 2003] y este efectoes atribuido alhécho 9ue, estos 

factores.trx-G. ~onmás. importantespandaexpresi~n.de Ánl]Jque parala deDbx .[Stoller. 

Rplll 4owimp y Rp/114(f43 
, pero no Ótras; a~111értt~t1 p~rnialmente el fenotipo provocado 

por la pérdida en la funció~ él~ 'U!i.x· .. [Mo.~Hn · ~t ·~I; 1992 y Gutiérrez et al, 2003 
. ·. ··· .. ·-.- " . ,·.;.· . ' 

(sometido)]. Por Jo tarito, I~ re~~c~ióri'°en la'~x~~esiÓn de Antp no es la causa del aumento 
: < • •• - ' ' 

el fenotipo Cbx1 Ubx 1 por Ias rilutaritgs R/)Jfl40'.''.;;"", hay"':2 y hay1c
2
rv". 

Alternativamente, podemos imagit1ar,,que;h1s niutadones Rp/1140"'1111
P, hay"c2 y hay11c

2
rv4 

reducen la expresión de Jos genes qu~ col1trlbu~én_o influyen en la morfogénesis del ala. 

La mutación Rpll 140"'1111
" red.llce esbécifica~~hte,la transcripción de un subgrupo de 

genes de segmentación (Parkl1urstY·l~hL1-1ofo~l~z;o¡ 991) y algunos de ellos como twist, 

kni171s, snai/ y hairy, particiP~h dllr~~t6.ia;dlr¿~n;da~ión del ala (Abu~Issa y Cavicchi, · 
:.-,.,._ "· ' 

1996; Hirose y Hayashi,.··· 1996i·Lunde et ~J,;T99'8; Butler ét al, 2003 y Limde et al 2bó3)'. 
- , ... '" ' - , . '.-.,-. \' ,. . . -,-.··. '"-' ., -, '.·. 

Los individuos trans~heterÓcigds Y:Jrans:.aléHcos.para mutaciones en h,ayy'ccefk?XTPIII-b · 
muestran alas aberrantes y se ha sllggrido que. las células del ala contieri.~ g~ne~'q~e scm 

muy sensibÍes a la fünción,deTFIIH,enel control del ciclo celu~r,I~tfé!n~~ii~ciÓly la 

reparación del DNA'(M~rirlo ~ta1;:2¿0;)• · . . : ·~ .. /;t :~~ ·L· ' 
.. ,.,. ;>'"• ·, >}" ~·· ;' .-.:. ~ ',)_<;~-- ~>-:;:<·' ,:'.:'>-; .. -.·~:·:-·. 

··-;,,_,: . . ·; .:,~:· 

La dcsrepresién•de Se;;en}ib~·segmiélo y .tercer'discosi1nagales;~tio;'6s·r~)J"fil11.i~.ª por la · 

::::~:;:~:i.##i~~~f ~1:f~~'::~:,::.~:::!J;!:1!zd~~1~f :f ~:::r~~~.~: 
fácil de iri~erj;ré~i·;~sí)fo ~~n~idad de dientes en los peiilesse~~ales del segúndo y tercer. 

par de paÚ1s"d¿Tó~ dia~hos, refleja el nivel en la transcripción de Ser que se necesita pára: 

producir ektJfehbtipo. Este fondo genético produce una condición limitante que esmuy 
' e ' 

sensible a (¡{)~i~. de los mecanismos generales de la transcripción y también ha permitido 

identificar los factores que promueven la expresión o función de Ser durante el 
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crecimiento larvario.-(Kennison, 2003). Casi todas-. las mutantes . en hay y Rplll 40 

suprime11 o reducen los fenotipos provocado por la desrepresión de Ser y las mutaciones 

en los factores basales Taf60, Tafl 10, Taf250, TFIIA y TFIIF también tienen esta 

propiedad. 

5.- Mrn como una posible subunidad regulatoria de TFllH. 

El carboxilo terminal de p52 de humano afianza la helicasa XPB en el complejo TFIIH 

(su homólogo en D. me/anogaster es Hay). Es de esperarse que mutaciones en la proteína 

Mrn (homólogo de p52), altere la actividad de Hay y probablemente, el posicionamiento 

y asociación de TFIIH en el complejo de preiniciación y reparación de DNA. Las moscas 

que albergan mutaciones en mrn, son sensibles a radiación por rayos ultravioleta [Hiromi, 

2003 {comunicación personal)] sugiriendo que son deficientes para reparar DNA dañado. 

Mutaciones en hay reducen la expresión ectópica de Ser y algunas mutaciones en mrn, la 

aumentan. Estas interacciones solamente se observan cuando el locus Ser se desreprime 

por inedio de apareamiento cromosoma! (transvección). Algunos escenarios podrían 

explicar estas observaciones .. La proteína Mrn controlaría negativamente la actividad de 

TFIIH y posiblemente de Hay. Otra opción es que Mrn interactue con factores que 

participan en el trans-silenciamiento dominante de Ser y limite la disponibilidad de 

TFIIH para el promotor de Ser en el segundo y tercer discos imagales. 

6.- Propiedades regulatorias de componentes de la RNApolll. 

Se han descrito propiedades nuevas en las interacioncs de la maquinaria basal de 

transcripción con los promotores y con factores promotor-específicos. Existen 

subcompejos relacionados al factor TFIID que penniten una regulación más elaborada de 

la expresión de ciertos genes y algunos activadores afectan la capacidad delef~?tor TFIIB 

para interactuar con un promotor (Zhao y Herr, 2002; Tjian y Levine; 2Q03). El factor 

TFIIH participa en la transcripción de los genes ribosmales dirigidá~pÓr la RNA · 

polimerasa 1 y la actividad de cinasa de TFIIH es requerida para el r~cfüt~ritientodel 
complejo SETl ;este coniplejo metila la lisina 4 de la histona H3 y esta l11odÍfié:ación está 
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enriquecida en la region 5'de los genes transcritos (Iben et al, 2003; Reinberg y 

1-Iampsey, 2003). 

Se ha propuesto que algunos de los fenotipos provocados por mutaciones en TFIIH, son 

el resultado de la contribución de los siguientes fenómenos: 

1.- Una reducción en la cantidad de TFIIH que afecta los niveles·~de;trariscripció,n de 

diferentes genes. En i~divlduos rece~ivos (TFIIff/TFIIff) sé impide-l~~~~riv'~a·Ü~:d~ ~enes 
' ~-.., ~ , -,;, ;: •' i·\- ''-• :• .:• ,. ,., • .. : • .• :, \ •. •' • : ' , • H • 

que participan en el mantenimiento y la homeostásis celul~r. E_ll i~divi~~~s li~t6~ocigotos · 
(TFIII-rt") se afecta la expresión de algunos ge11~s)eg~l~t~ri-~~ / dfdifer6nciación 

terminal. Solamente los individuos silvestres (~]·~~~~~1~ri ri~~~teller la expresión 

ectópica de genes (Zurita y Merin(), ~~~3). \S ]":? :· ·' . ·. 

2.- El efecto específico de mt1t~di9e~~.~.~ST~lIH;q'~r áf~c.tªn las interacciones con otros 

componentes de la transcrip¿iÓ~;-<fFl]í~rtfu~~ti~~e¡'ün--~or,irnnicaciórí compleja con 

diferentes ti pos de fact~ré~·-y~ la~: ri1'ut~§i~f1e~-i eri·' TI:O:IIH -ál tera11 la regulación 

transcripcional de algunos genes (z~~lta}'Meri~o, ~()o3). 

La e•prnsión ootóp;oa de genes emno Sc;"o(1;l'.unmodélo ,;~ple para evalua. la 

actividad silvestre de los componentes y med~11is1lÍ<Js:g¿~erale:~ qµep~r~i~i~51n en la 

trancripción. También los genes -Dfd y AbrJ~JJ"se pud6n expr~s~r ~n cdÜ~icii96,e_s lifuitantes 
y no son reprimidos o activado; por otros fa~~~res 1-lo~. .. . ... . .. - .- ··- ' .·.. . 

Por otra parte, los contactos especificos de los factores TFIIH y la RNApoHI_con factores 

de transcripción, influyen en la expresión de una subgrupo de genes y por lo tanto, 

produce fenotipos especificos (Zurita y Merino, 2003). Algunas mutaciones específicas 

en Rpll 140 (Rp/1140"' 1111
" y Rp/1140Z43

) podrían afectar algún paso de la función de Ubx en 

el tercer segmento torácico y se ha especulado que las posibles interacciones físicas de 

Ubx con estas proteínas mutantes en Rpll 140 podrían alteran la expresión de_ genes 

regulados por Ubx [Mortiri et al; 1992 y Gutiérrez et al, 2003 (sometido)]. En las alas, la 
. . 

expresión ectópica de,~,bx ~rorl1üeyeJa· inactivación de ciertos genes qu(!tambi~n .. sedan 

sensibles a las)hlüf~ch~~ri~~ /1i,)'.~}; ~~Y.~~c2;~4 y RpÚJ40irim~ [G~tiérr(!z, ~'.t' rii; .·•2003 

(sometido)] .. ta~ ~~tll~Ío~~s bllritu~l~s lu1)in"2, .·· haync2r .. :t, . 111rnE?4 ; mrnex9-2 (TFI I H) 

41 



producen fenotipos específicos enel tra?sil".nciamiento dominatede S~r [Gutiérrez et al, 

2003 (manuscrito sometido) y F~~gos~, ?oo~~(p~oy~pto el~ 1:)09torasfó)]. 

, A partir ct:· ::á•·coiec~~:~·=cle~I1tu~¡c~gh~~.:E1~·s;~;~:é~~s"~~~~~~,~~~~~~11140, podemos 

sugerir la e~ist~11ci~ de '.pÚntÓ~d~ • ~rint~~tÓ~~º~ otr,<:ls'.compcmentes de Ja transcripción. 
,. _. . 

Estas interacciones impactarían diferenciaJmente Ja expresión de genes en contextos 

reguJatorios específicos (Figura 12). 

n•4 11c2 rvl 

+ ++ 
Hay (845 a.a) 

E9./ e.1:9-2? 

t Mrn (499 a.a) 

ll'imp ? 

AAAAA4 Rpl 1140 (1176 a.a) 

Figura 12. Mutaciones en las proteínas Hay, Mrn y Rpll 140 que provocan efectos diferenciales en la 

expresión de genes HOM. La mutación nc2 provoca una sustitución de la arginina en la posición 652 de 

Hay hacia una cisteína (Mounkes et al, 1999). rv./ y n•/ generan sustituciones de los aminoácidos 220 y 

657 de Hay hacia codones de término produciendo proteínas truncadas [Mounkes et al, 1999 y Merino, 

2002 (Tésis de Doctorado)]. Las mutaciones rv4 y rv / fueron generadas como rcvertantcs de la mutación 

nc2 (Mounkcs et al, 1999). Las mutación E9./ genera un codón de término en la posición 96 de la proteína 

Mrn [Fregoso, 2003. (Proyecto de Doctorado)]. Z43 es un alelo que genera una sustitución de la arginina en 

fa posición 940 de Rpf 1140 hacia histidina (Chcn et al, 1993). La secuencia de las mutaciones ex9-2 en mrn 

y wimp en Rpll l ./O no ha sido determinada. 
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CONCLUSIONES 

t11a y tara 

El locus tna codifica para un fi1ctortrx-Gque se require Plirael.mantenimiento de la 

expresión de los genes ho,meóticos Scr;Ant[Jy U~x; 
: .··· ... ' :: . ·'.' ...... .:: ... 

::~:::::j~~;:1;~1~~~i~~~I~Ji~~~~~~qroSOP~ila;POiO 1a f~néión 
tna y tarainteractúan·con b1;1iiy:'asq.p~rál~'e~füe~i~rÍ;cofÍ:ectá d_el promotor 2 de Antp. 

º é·- .''- _ (: ,--. S'-s~~::, . ·--~ .·. -:::: -::::--,ó:: 

El locus lna contiene, al inen?s,'d().~ transcrHBs 'generados. por splicing. alternativo que 

codifican para las proteínas TnáA:(I IOkD~) .Y Tnaá (60 kDa). Los t;anscrltós tnaA y 
: - - :""'·- · .. ···.· .·:·. - . .·-

lnaB se expresan diferencialmente durante.el desarrollo y se detectan en dosis altas en las 

etapas tardías. 

La isoforma TnaA tiene un región de homología con otras proteínas cucarióticas que 

incluyen a dos factores en hui1mno: KIAAI 224 y KIAA 1886. Esta región de homología 

se le nombró como XSPRING (eXtended SP-RING finger). 

La región XSPRINQ de TtiaA contiene el motiyo SP-RING. Las proteínas que tienet1 este 

motivo funcionan cómo E3 ligasas de sumó y c(Jlíf¡éren especificidad sobre su sustrato. 

Por lo anterior, proponemos que TnaA defjtté; a 1111 nuevo subgrupo de E3 ligasas de 

sumo. La sümoilación puede regular: a) la inter#cción de factores de transcripción con los 

coreguladores b) el transporte y sublocalización n_uclear o c) elantagonismo de la 

ubiquitinaciÓn. 

Lo antcriOr abre la posibilidad que lassubunidades d_é lbs complejos BRM y KIS sean 

blancos de sumoilación y sugiere la existenci~ c!C: llnmievO nivel de regulación en la 

actividad .de los complejos remodeladores d~ lJfard;hatih~/ . . 

Proponemos que Tará se une fisicarl1ent~·-al;·,~fo1ú8domillio de la proteína Brm. El 
" : - - ., ' .·· '..--:.-'.'." ' ',· í:'-''' .;·,,;:- - ' ' ~ 

homólogo de Tara en ratón se une a eL Pl~D-füC>n~cidtiniihio de una factor que también 
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contiene un motivo RING .. Los rriotiyos PHD y RINGhan sido encontrados en proteínas 
·.,., ". .,. _.,.··' . '.,.' - : ':·,:o,.:::·-- ::· 

que tienen actividad de.B3 liga~as de;ubiquitina> 

Las modifi~~dones por sumo y llbiquiiiha pbdríanjugar un papel clave en la regulación 

de la expresión de genes homeóticos. 

hay, mm y Rp/1140 

Existen mutaciones particulares en los genes hay, mrn y Rp/1140 que modifican 

difcrencialmente los fenotipos provocados porla desrepresión de los genes homeóticos 

Ser y Ubx. 

En los individuos que albergan las mutacio11es RpU140wlmp y RpH140z43 se suprimen los 

fenotipos provocados por la pé~~.ida (;!nla función de Pe y se proeone que reducen la 

actividad del promotor de Ser en los ~eg~ndo y tercer d.isco imagales. 

En los individuos que cohtiene'n proteí.nas·n~Ütantespara Hay y Mm se modifica el 

fenotipo porJa pérclida:en ~I trans~sil~nci~micntqdominate de Ser. Las proteínas Hay""2 y 

Hayrv4· loreduc~~ y ;1a·.~rotcí,n~ Mri;E~fjo'ri.uW'eriH1. 
Las protéin~~ ¡¡iJve¡¡tréiHay :~ rvfi11',~(!'611~Ncfisic~llienie .entre siy se postula que Mrn 

: '. :_"_ .. -- -:.-:~ _.,'.,;·;. ,.-.. <<. - ·,-·_: . ' .;. :_, _:·-·-·1-;·,. :,-,-·,::-"'-" • -·[,-·_- -. ':;:;·7. ·:-,-- ;·-· -_ ! . _·- ._.-· - ' -

contactafisicamerite•.ó es•·modÍficadéi'~Or !Os.tómpcíneritésasociados a los elementos 
_ .-- __ • ·.::;.-. o··o ••.. _· _ - ; ·,o'". _--. ~,., ;C'. - . · ---_,. --, ; ;; ·, _,-~ ._- ;- - ·_:.-·,e·.·· ',-.,. - -.- ' , '.- • 

cromosmhal.es q~e Ül1pideílla expresió~ de''Scr·el1· los segundo y. tercer disco imagales. 

Además, tvlrt1 pbdría funcionar. co~1o~m fegulador il_egativo de la fun~ión de, Hay. 

En los individuos que albergan lasmutaciones hay'c2
, hay1c2

n•4 y Rp/1140"'"~" se aumeríta 

la transformación de ala hacia haltcrio provocado por la desrepresión de Ubx. Sé postula 

que estas proteínas mutantes reducen la expresión de un subgrupo de genes qúe 

participan en la formación deLala< 

Por otra parte, creemos qui! las proteínas Rpll l 40wimr y Rpll 140Z43 afecta11 la actividad de 

unión a DNAde laprot~fn~Ú¡;~.. . . . . 
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PERSPECTIVAS 

Evaluar si la proteína.TnaA,tiene actividad d~ E3 ligasa de sumo en un· sistema de 

reconstitución in vitro. AdellláS, deteétar si fa' proteína Tara se asocia con el 
-.--"• 

bromodominio de·Brm.; .;: ' ·· · .:h ... · , • 
!" . i: ;:>_:· ~!.,;. ' ' i ,. 

Identificar y. aisl~r:~;Jos.:ccirnpbll~~tes cél~lares que se asocian.con las proteínas. TnaA, 

TnaB·~ T~r~.~~~,~~;~~s:~i?~:;o~~~;rí~h c;~~~ponde.r a las sub.unidades de los complejos 

BRM;).1EDiKfS.oií8~ componentes dela vías de sumoilación/ubiquitinación. 
':~·.-- :.·-0>{'; :~-~:--:;~-'. .;;-·_< > 

·--~),- _-

Anál izar l11 d,J.s~ribu¿i6~(espacial y temporal de las proteínas Tara y Tna en el núcleo y 

citoplasma'<li, las cé!Úlas d~ Drosophila. 

Analizar el patr.ón;de·co-localizáción de. los factores Tna, Tara y Brm en los sitios 

cromosom~les,d~:,lo~ ge11esANTC y BXC.· 

Buscaf ele;,,entÓ: d~·DNA que respondan a factores trx-0 en la región regulatoria del 

gene Antp. Especlficamente la región genómica delimitada por las mutaciones Antp8 y 

AntpR; 

Evaluar si los complejos BRM y KIS sumoilados cambian sus actividades bioquímicas en 

un sustrato de cromatina. 

Evaluar como se asocian los factores TFIIH y RpIIl 40 a las regiones regulatorias que 

controlan la actividad transcripcional de los promotores ANTC y BCX. 

Evaluar si existen interacciones proteína-proteína de los factores TFIIH y la RpII140 con 

subunidade~ de.los complejos trx~Gy J>c-G; 

Evaluar como.sefl1óclifica·.16s réllolipos provocados por la desrepresión de Ser y Ubx en 

los individuos.dobles mutantes hayy mrn. 

Secuenciar la mutación Rpll140w1"'Py evaluar si modifica la actividad el reclutamiento de 

la proteína Ubx a sus secuencias blanco en los genes que forman las alas y los halterios. 
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SUMMARY 

The trithornx group genes are required for positive 
rcgulation of homeotic gene function. The trithorax group 
gene brt1!1111t1 encodes a SWl2/SNF2 family ATPase that is 
11 eatalytic subunit of the Brm chromatin-remodeling 
complex. We identified the lmwl/i (11111) gene in Dmsopfli/11 
by gcnetic intcrnctions with hr11/111111. 11111 mutations 
suppress 1'0(1•co111h phenotypcs and 11111 is rcquircd for thc 
proper expressions of thc A111e111wpetli11, Ultrt1hi1/111rtL>: and 
Se.>: comh., retlucetl homeotic genes. The 11111 gene encodes 
111 lcast two protcins, 11 largc isoform (TnaA) and 11 short 
lsoform (TnaH). The TnaA protein has an SP-RING Zn 
flugcr, conscrved in 1>roteins from organisms runging from 
ycast to human and thought to he involvcd in the 

INTRODUCTION 

The trithorax ami Polycomb group genes encade positive and 
ncgative factors rcquired for the maintenanee ofhomeotic gene 
cxpression (Francis ami Kingslon, 2001; Gcllon and McGinnis, 
1998; Kennison, 1995; Simon and Tamkun, 2002). Kennison 
and Tamkun (Kcnnison and Tamkun, 1988) first identified 
braltma (lm11) as a lrithorax group gene required for the 
maintenance of homeotic gene expression, but brm also 
rcgulates thc expression or funetion of <'llgmilecl (Brizuela 
el al.. 1994 ), lteclgel10g (Felsenfcld and Kennison, 1995). 
wi11gle.1·s (Collins and Treisman, 2000). ami E2F (Staehling­
Hampton et al., 1999). The Brm protein (Tamkun et al., 1992) 
is a SWl2/SNF2 family ATPasc (Eiscn el al .• 1995). Brm is a 
subunit of a large protein complex that is a member of the 
SWI/SNF family of chromatin rernodcling complexes 
(Papoulas el al., 1998). Severa! difTerent mouse and human 
SWI/SNF complcxes relatcd lo the Brm complex have hcen 
isolated and mutations of somc subunits have reveaied their 
roles in a variety of processes, including cell proliferation, 
difTerentiation, viral infection, and canccr (rcviewed by 
Klochendler-Ycivin et al., 2002). In vitro studics show that 
SWI/SNF complexes can alter both nucleosome position and 
nuclcosome conformation (revicwed hy Flaus and Owcn­
Hughes, 2001; Vignaii et al., 2000). The yeast SWI/SNF 

sumoylation of protein substrates. Besides the SP-RING 
finger, the TnaA protein also has extended homology with 
other eukaryotic proteins, including human proteins. We 
show that 11111 mutations also interact with mutations in 
additional subunits of the Brm complex, with mutations in 
subunits of the Mediator eomplex, and with mutations of 
the SWl2/SNF2 family ATPase gene kismel. We propose 
that Tna is involvcd in postrnnslational modiflcation of 
trnnscription complexes. 

Kcy words: Horncolic gene rcgulation, hrah111t1, Trilhorax group. 
Surnoylalion, Chromatin rcrnodcling, SWl/SNF, 1t1m11is, 1011t1lli. 
/JnJ.mphila melanogaster 

complex is recruited to nuclcosomcs proximal to thc promoter 
by lranscriptional activators. This recruitmcnt lcads to 
loealized nucleosomc disruption. Retcntion of SWl/SNF 
complexcs on the promoter requires either !he continued 
binding of thc transcriptional activator or the presence of 
acetyiated histones (Cosma et al., 1999; Hassan et al., 2001 ). 
These changes facilitate the transcriptional activation or 
repression by gene-specific DNA-hinding proteins. 11 is likcly 
that the efTecls of SWl/SNF complcxes will have importan! 
effccls on inter-nuclcosomal intcractions lhal could have 
conscquences for higher-order chromatin structure (Francis 
and Kingston, 2001 ). 

Severa! trithorax groups genes in Dmsvpltila cncode 
proteins involvcd in chromatin rcmodeling, including moira 
(Brizuela and Kcnnison, 1997; Crosby et al., 1999), s11rl 
(Dingwall et al., 1995; Rozenblatt-Rosen el al., 1998), osa 
(Collins et al., 1999; Collins and Treisman, 2000; Trcisman el 
al., 1997; Vázquez el al., 1999), ami kismet (Daubressc et al., 
1999; Therrien et al.. 2000). The Brm, Mor, and Snrl protcins 
are probably part of a core complex that is required for 
ehromatin rcmodeling activity, whereas other subunits 
probably regulate and/or !argel this activity (Collins el al., 
1999; Kal et al., 2000; Papoulas et al., 1998). 

In addition to chromatin remodeling complexes, the 
initiation of transcription in eukaryotcs also requircs the 
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function of severa! other large protein eomplcxes that may aet 
to cither relieve repression or allow transeriptional aetivators 
to interaet with RNA polymerase and other basal transeription 
faetors. Among these other protein eomplexes, the Mediator 
and TATA-binding protein (TBP)-assoeiated faetors (TAF)s 
funetion as eoaetivators by relaying transeriptional aetivation 
signals from DNA-bounú aetivators to the basal transeription 
maehinery. The Mediator eomplex is found from yeast to 
human and funetions as an interface betwecn activators and 
RNA polymerase 11 to transduce regulatory information from 
enhaneers to promoters. There is also sorne in vitro evidenee 
to suggest that sorne specific Mediator subeomplexes aet as 
transcriptional eorepressors (Baleiunas et al., 1999; Song and 
Carlson, 1998; Sun et al., 1998). In flies, the Mediator 
eomplex has been purified and its interactions with dilTerent 
promoters, sequence-specific transcription factors and basal 
transcription maehinery has been characterizcd to sorne 
cxtent (Park et al., 2001). In adúition, many subunits have 
becn identificd in the Dmsopllila gcnomic DNA sequence by 
their similarity to yeast or human Mediator subunits (Boube 
el al., 2000; Rachcz ami Freeúman, 2001 ). Thc TRAP230 and 
TRAP240 subunits of the Mediator complex are encoded by 
the trithorax group genes: kohtalo (kto) (Treisman, 2001) and 
sk11/d (skd) [described as hli11d spot (bli) (Treisman, 2001) 
and poils aux palles (pap) (Boube et al., 2000) (J. W. 
Southworth ancl J. A. Kennison, unpublished results)]. kto and 
skd were first identificó in the same genetic sereen for 
regulators of homeotic genes as brm (Kcnnison and Tamkun, 
1988). 

In ordcr to idcnti fy adúitional protcins that are rcquireú for 
the proper regulation of homcotie gene expression, we have 
sereencú for mutations that show genetic intcractions with hrm 
mutations in regulation of the A111e1111apedia (A11tp) P2 
promotcr. We have previously úescribed the isolation of 
mutations in the trithorax group gene osa in these sereens 
(Vázquez et al., 1999). Here we report the isolation of 
mutations in two cther genes, tara11is (tara) and tonalli (lna). 
tara has been recently characterized as a new trithorax group 
gene required for homeotic gene expression (Calgaro et al., 
2002; Fauvarque et al., 2001 ). In this work we show that fila 
is a novel trithorax group gene that is requireú to regulate the 
expression of thc Sex comhs reduced (Ser) and A11tp homeotic 
genes. Wc also show that ma function is requireú al several 
developmental stages. The molecular characterization of two 
Tna protein isoforms revcals that 111a could function in 
poslranslational modification of chromatin-modifiers ancl/or 
lranscriptional activator proteins. 

MATERIALS ANO METHODS 

Fly stralns 
Flies wcrc raised at 25ºC on a yeast-sucrose-agar medium with either 
Nipagin or propionic acid or on a commeal-molnsses-yeast-agar 
rnedium with Tegosepl. Unless otherwise noted, all mutations and 
chromosornc aberralions are described by Lindsley and Zimm 
(Lindsley and Zimm, 1992). ma1, /ara:>, and laraW are EMS-induced 
mutalions recovered on the basis of the wings-oul phenotype when 
transheterozygous lo brm:> (Vázquez et al.. 1999). tara"-'"·" is a 
P-element insertion allele. ma:> [/'{ PZ/l(J}r/0751Jn75¡, ma-' 
[P{lacW/1(3)s0583/02] and ma' [P{lacW/l(J)r/07Y~7.ll] are P­
elemenl insertion alleles, lhat are lethal in combination with 111a 1. The 

EP(3)0374 is a ma• line kindly provided by P. Rorth (Rorth et al., 
1998). We will refer to h1(JR)ScrMsc simply as ScrAfsc. 

Mutant phenotypes 
The 'held-oul wings' phenotype was scored if fties had both wings 
extended (Fig. 1 A). For f'c.I, Pc4, and Sc1.Alsc, the penetrance of the 
homeotic transfonnation was measured by the presence of ectopic sex 
comb leelh on lhe second and third legs of adult males. The 
expressivity of lhe homeolic transfomiation was de1em1ined by 
counling the number of eclopic sex comb tcelh on the second and third 
legs and comparing il to control firsl legs, which have an average of 
10.8 sex comb teelh per leg (Kennison and Russell, 1987). Wing 
exlension, transfonnation ofhaltere to wing (Fig. l B), and reductions 
in the numbers ofsex comb tecth on the male first legs (Fig. IC) were 
used lo evaluate A111p, U/1mbilhomr ( Ubx) and Ser expressions, 
respeclively. 

Lethalily of individuals carrying homozygous or heteroallelic 
combinations of 111a alleles was delennined by counting the 77J+ 
progeny from crosses between //la allelcs balanced with TMfí/J, 1111 e 
7ñ. 

lsolatlon of DNA from the tna genomlc reglon 
We identified three P-elemenl insertion slrains (111a2, 111a.I and 11111') 
lhal failed to complemenl 111a1 for viability. The insertion siles of 
these three P elcmenls were mapped in contig Dm3049 (Adams et 
al., 2000) located in the 67Fl-68A 1 region. To isolate genomic DNA 
from the mu locus we carried oul a standard plasmid rescue of 
genomic DNA adjacent to lhe P element from the 111a2 and ma.I 
slrains (Sullivan el al., 2000). Both isolales were ¡nr]dCTP-labcled 
and uscd as probes for Southem analyses of P 1 clones from the 67F l -
68A 1 region. Afier standard reslriction mapping and Southern 
hybridizalion of the posilive P 1 clones, we carried out furthcr 
restriction mapping and Southern analysis of approximately 32 kb of 
tite chromosomal rcgion surrounding tite 11ur1 

and tna3 inscrtion siles 
in lhe DS04626 PI clone. Severa) fragmenls of this PI clone were 
used as probes to analyze the lranscripls from thc 11111 genomic region 
and lo screen cDNA libraries. 

Nuclelc aclds analyses 
To identify cDNAs representing the 111a transcripts, we screened a 
cDNA library in lhc Uni-ZAP XR vector from 2- to 14-hour Canton­
S embryos (Slratagene). Three posilive clones were recovered and in 
vivo excised to isolale lhe phagemids containing the cloned insert. The 
largesl cDNA clone (ZAPI in Results, Fig. JA) was sequenced to 
confirn1 its idenlily. 

Severa) expressed sequcnced lags (ESTs) were idenlificd by 
identily searches carried out using the BLASTN and BLASTX 
programs (Allschul el al., 1997) as provided by the NCBI and BDGP 
dalabases. The cDNA clone LDl6921 (from 0-22 h embryos) was 
repo11ed wilh lhe nucleolide sequence from lhc 5' ancl 3' cnds. Wilh 
primers from lhese 5' and 3' sequcnces we amplificd an Rl~PCR 
fragment named PCR 1 (sec Fig. 3A). This fragment joins the mosl 
5' untranslated exon lo the Tna coding exons. PCR 1 was amplified 
wilh lhe Expand lligh Fidelily polymerase (Roche) according 10 
manufaclurer·s instruclions wilh poly(A)' RNA from 0-3-hour 
embryos, using as 5' and 3' 24mers primers with lhe sequences 
5'CTGTCGCITCTfClTCTTClTCAC3' and 5'TGCCTCCGTAAC­
CATTTCCTGCTC3', respectively. 

Southern and noMhem analyscs were done as previously described 
(Vázquez el al., 1999). Five micrograms of poly(A)' RNA from the 
indicatcd dcvelopmcntal stagcs werc fractionatcd on a 1 evo agarosc 
Mopslfonnaldehyde gel and lransferred to a Hybond'" N' nylon 
membrane (Amersham). RNA blols wcre probed wilh purified DNA 
fragments labcled with [.1 2P]dCTP by the random primer method 
(Prime-1111 kit frorn Stralagene) and washed under conditions ofhigh 
stringency (O.lx SSC, 0.1% sodium dodecyl sulfate, al 65ºC). 

We searched for /11a-related proleins in lhe human genome using 



the http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ and Online Mendelian 
lnheritance in Man TM (McKusick, 2000) databases. 

To identify the molecular lesion in the 111a1 mutan! allele, we 
purified genomic DNA from individuals with the genotypes ma1 red 
e!Df(J/,)vi112 or 111a' red e/D.f(3L)vin2. D.f(3L)vin2 is a chromosomal 
del et ion that lacks the entire t11a gene. The lllll coding region was PCR 
amplified with Expand High Fidelily polymerase (Roche) using as 5' 
and 3' primcrs oligonuclcotides with the scqucnces 5' ATGAACCA­
GCAGGCGGGCTCCTC AAGGGCG3' and 5'CTAGTCGAATAAC­
GTGGCCAGCAAGTCGT3', respectivcly. Thcsc primers amplify a 
4.4 kb fragment wilh the entirc t11a open rcading frame. One fragmcnl 
from ow' and //U/• (thc wild-type chrornosome in which the /lwl 
mutation was induccd) was scqucnced in both strands and thc 
scqucnccs wcre compared. To vcrily the idcntity ofthe tna 1 mulation, 
a 578 bp fragmcnl lhat includes thc exon 5 genornic DNA (Fig. 4A) 
was amplified from fivc ow11D.f(3L}vi112 individuals using a 5' 
oligonuclcolide with scquencc from the cnd of cxon 4 and a 3' 
oligonuclcotidc from lhc bcginning of cxon 6 as amplification 
primers. The scqucnces of thcsc 5' and 3' primcrs are 5'GCTAT­
GGTGGAGTCGGAGGAG3' and 5' ATTCGTCGGAGACGGTGA­
CGGTATG3', rcspcctively. All fivc indepcndently amplified 578 bp 
fragmcnls conlaincd the subslitution ofa cylosine for a thymidinc that 
changcs lhc glutamine codon al position 566 lo a stop codon (Fig. 
4C). 

Germllne clones 
Gcnnline mosaics were generated using the dominan! femalc-sterile 
technique (Chou et al., 1993). tmi', ow2 and //la·' heterozygous 
females werc mated to w; P/w', ol'O/JljJX4HíTM3. Sb males and the 
progeny irradiated during the first larval instar (24-48 hours afler egg 
laying) with 1000 rads of X-rays. Fema le o!Tspring of lhe genotypes 
+lw; mal red e!P/11'+, ol'ODl¡JX'", +lw; mal IP/11'+. ol'0111px4.v or 
+lw; 111a·1 IP/w+. ovoDlj2.1'48 wcre crosscd lo males hetcrozygous for 
a t11a· deficiency (1• 11'; IJ.f(3L)/xd(>í/'M68, 1/11 e 71> Dr). lndividuals 
produced by a fcmale bcaring a genn-line clone were dissected, 
mountcd and examincd under the light microscope. 

RESULTS 

tonal// and taranls enhance brahma mutant 
phenotypes 
Flies heterozygous for some combinations of mutations in 
trithorax group genes have a hcld-out wings phenotype (Fig. 
l A) that results from reduced expression of the Alllp P2 
promoter (Vázquez et al., 1999). On the basis ofthis phenotype 
we isolated severa! dominan! enhancers of lmn. Two ofthe ncw 
mutations are alleles of the trithorax group gene taran is (tara) 
(Fauvarque et al., 200 l ). Thcse mutalions, tara2 and tara 211, 

show genetie interactions with multiple allcles of hrm. In 
addition, wc isolatcú one mutation in a novel gene that we 
named tonalli (/na). 101111!/i is 'fatc' in náhuatl, an indigenous 
mexican languagc. We mappcd t11a 1 to polytene chromosome 
hands 67F3-4. Analyzing the available collection of P-clcmcnt 
insertion lincs from the BDGP wc identified thrcc P-elemcnt 
insertion strains [P{ PZ}l(3)r/0751J07S, P{/aelV}l(J)s0583/02, 
and P{lacll','l(J)r/0751.~731] that failcd to complement mal. We 
will refer to these P-inscrtion mutations as tna2, 111a.l and t11a4, 

respectivcly. 

tna Is a trlthorax group gene 
The Anlp gene has two altemative promoters, PI and P2. Thc 
A111pN-' allele dcreprcsses the A11tp P2 promoter in the eye­
antennal disc ancl expresses wild-type Alllp transcripts from the 

tonalli encodes an SP-RING finger protein 345 

Ubx 

Ser 

Fig. 1. //la mutan! phcnotypcs mimic homeolic loss-of-function 
phenotypcs. In all pancls wild typc is on thc lctl and lhe mutan! is on 
the right (A) Thc held-out wings phcnolypc ofa 11w11/11m: double 
heterozygole indicalive ofloss of A111p P2 function. (13) The partial 
transfonnation of haltere to wing in a 111<1 1 lt11a4 rnutanl íly indicativc 
of loss of Ubx function. (C) The rcduction in the number of sex comb 
teeth on lhe first leg of a 1"'i2!111a4 mutant mal e indicative of loss of 
Ser function. 

Alllp promoter (Jorgcnsen and Garber, 1987; Talbert and 
Garber, 1994 ). 

Dercpression of thc Ser gene causes the appcarance of extra 
scx combs on the second and third legs of males. This 
dcrepression can be caused by gain-of-function alleles of Ser, 
such as SerMsc (rcviewed by Southworth and Kennison, 2002), 
or by loss-of-function mutations in Polycomh group genes, 
such as Pe.l or Pe4. 

Severa! trithorax group genes (including brm, mor, osa, kis, 
skd and kto) were first idcntified as supprcssors of the extra 
sex combs phenolypc caused by derepression of Ser or as 
supprcssors of thc antcnna to lcg transformation causcd hy 
dercpression of Antp in the Nasobemia (Ns) allele of Antp and 
(Kennison and Tamkun, 1988). Since we identified the tna gene 
on thc basis of genetic intcractions with hnn, we first tested 
whether t11a mutations could also suppress thcsc two homeolic 
dercpression phenotypes. We founú that ali tna mutations 
slrongly suppress the extra scx combs phenotype caused by 
Pe·1, Pe4 or Sc1•11-'" (Tahle 1 ), hui only weakly suppress the 
antenna lo lcg transformation causcd by the A111pN.' mutation 
(Table 2). 

Wc also analyzcd othcr Alllp allclcs affccting the cxpression 
from the P2 promotcr. We have shown through this approach, 
that the P2 promoter cxprcssion is sensitive to hrm and osa 
dosages (Vázquez et al., 1999). For examplc, brm and osa 
allelcs enhance the hcld-out wings phenotypes caused by 
mutations affecting thc Antp cis region locatcd betwcen thc 
breakpoints of ln(3R)A11tp8 and /11(JR)A111pR aberrations. We 
tested for genetic interactions with ali of the chromosome 

TESIS CON 
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Table l. Effects of t11u mutations on Ser homeotic 
dercprcssion phenotypes induced by Polyeomb and 

Ser mutations 

Gcnotypc 

+!Pe' 
lna 11Pc4 

+!Pe·' 
tnal/f'c-1 

111allJ'c-' 
111a·'ll'c.f 
ma41Pc-1 

om··t/Pc·' 
+/ScrMsc 
111a'IScrMsr 
t11al/Sc1-'1Jr 

111a.f/Scr'bc 
111a41Sc1""sr 
tna-/ScrHsr 

Tmnsfon11cd 
flics/totul• (%) 

37/40 (93) 
8/20 (40) 

20120 (100) 
16/20 (80) 
20120 (100) 
20/20 (100) 
19/20 (100) 
10/20 (50) 
20120 (100) 
18/20 (90) 
19/20 (95) 
16117 (94) 
19/20 (95) 
0120 (0) 

Exprcssivityf 
(%) 

14 
4 

52 
6 

28 
30 
17 
2 

23 
8 
7 
9 
6 
o 

•Numbcrs ofmnlc individuals showing scx comb tccth in the sccond nnd/or 
third lcg. 

fExprcssivily wns dctcnnincd by counting thc numbcr ofcctopic sex comb 
t1..-c1h on thc sccond and third lcgs und comparing to control tirst lcgs with nn 
average of 10.8 scx cmnb tccth cach (100%>). 

tura- is Pf(3/.}1•itt!, n chromosmnal dcficicncy for 67F2 to 68D6 tlmt 
dclctcs thc cntirc U/ti gene. 

'fa ble 2. Genetic interactions of t1w1 with A11tp 
chromosomal aberrations that alter A11tp P2 

prornoter function 

Gcnotypc 

!/+ 
tnal/+ 
111a1/1-
/lra-/+t 
/11(Jllh1111p8!+ 
tna 11/n(3RJAntpR 
/11(.i/l)A111p1'!+ 
mal//11(JR)AmpH 

236/249 (95) 
1721205 (84) 
.¡ 1147 (87) 
13175 ( 17) 

A11tp1.11i+ 

253/253 ( 100) 
258/258 (100) 

53153 (100) 
46/46 (100) 

Flics wi1h 
he Id-out 

wingsfl'olnl 

5162 (8) 
55173 (75) 

0/117 (O) 
84/130 (65) 

•Numhcrs of individua Is showing an1cnno 10 lcg lrnnsfonnation dividcd by 
lhc 101al numbcrs of ílics cxnmincd. Thc pcrccntagcs nrc givcn nflcr in 
parcnthcscs. 

tma- rc!Crs 10 IN(3L)vin2, u largc dclction that rcmovcs thc cntire tna gene. 

abcrrations with brcakpoints bctwccn tite A11tp PI and P2 
promotcrs that wcrc prcviously uscd to test for interactions 
with brm and osa mutations (Vázqucz et al., 1999). Wc found 
that 111a 1 (but not thc P element tna alleles) enhanccs the hcld­
out wings phenotype when in combination with /11(JR)A11tpH 
and /11(3R)A111p 11 lincs (Table 2). We did not observe 
intcractions with any ofthc othcr abcrrations (data not shown). 
Thus, wc concludc that as with brm and o.m, there is a /11a­
scnsitive region mapping hctween thc 5' hrcakpoints of 
fl1(JR)A111¡i1 and /11(JR)A111¡/1. 

tna, tara, brm and osa lnteract genetlcally 
Since we isolated /na and Jara mutations becausc they cnhance 
the held-out wings phcnotypc of hrm, we also lookcd for 
gcnctic interactions with osa, which is also rcquircd for Alllp 
1'2 function (Vázqucz et al., 1999). Wc tested the EMS-induccd 

Table 3. Genetic interactions of t11a and tar11 with sorne 
trlthorax group genes 

Gcnotypc 

+lma1 

+/111a·1 

+ltara1 

+/taral0 

+ltara"·""'1 

brm11+ 
brml/111a1 

brm1/maJ 
bn111/tara1 

brm1/111a.f tara1 

brm1/tara10 

brm1/tna·1 taralO 
brm1/tara"·'NHJ 
brm1/ma·' tara0J&.YJ 
osa11+ 
osa 1/brm1 

osa1/ma1 

osa1/tna·1 

osa11tara1 

osal/tara10 

osa 111ara0JNHJ 
osa'l111a.f tara11·1RRI 
+/tna·' taraOJHHJ 

ma 11tara1 

111al/1araW 
mal ltara0JH,'lJ 

mor'lma1 
mor1/tna1 
snrlº·''9111w' 
kis 1•14 lf>/111al 
kis1/tna 1 

skd11111a' 
skd1~70fll/111a 1 

skcJrl. 7fltJ/111al 
k1011111a1 

Traplll1'm•111ra' 

Numbcrs ofllk-s 
wilh hcld-out 
wingsffollll 

19/115 
0/120 
0/129 
0/151 
9/184 
9/498 

43/43 
0/100 
7/31 

12/20 
3/37 

40/53 
t/t65 

21nl 
6/208 

1001100· 
35135 
0/69 

4t/57 
36/48 
33/105 
22/59 
0/137 

36136 
27/31 

106/123 
82/t39 
97/123 
411120 
67/108 
751137 
74/103 

t35/175 
107/2t9 
41/120 
41/152 

% 
Pcnetrnncc 

17 
o 
o 
o 
s 
2 

100 
o 

23 
60 

8 
75 
<1 
30 

3 
100 
100 

o 
72 
75 
31 
37 
o 

100 
87 
80 
59 
79 
34 
62 
SS 
72 
77 
49 
34 
27 

For mor1, mor1, snrf"319, kis114M, k/sl, skd1, skdL7062, skcJrA1flO, kto1 or 
Trap8(}f195fl dota f'rom thc conlrols (thc sume gcnotypcs ns in thc table but 
hicking thc tua' mulntion) wcrc not included, sincc no flics with thc hcld-out 
phcnotypc wcrc obscrvcd. At lcast l 00 flics wcrc c:11Cnmincd lbr cach control 
gcnotypc. 

alleles, 111a1, lara2 and tara20, and the P-elcment inscrtion 
allclcs, 11103 and /araíJJlllll, for gcnetie intcractions with bn11, 
osu, and with cach othcr (Table 3). Wc found that ali threc 
EMS-induccd allclcs interact strongly with hrm2, but that thc 
two P-elcmcnt inscrtion allcles do not show strong genctic 
intcractions. Thc P-element inscrtion allcles do show gcnetic 
interactions with bn112 in flics hcterozygous for mutations in 
ali thrce genes (brm, 111a and /ara). Thcse rcsults suggcst that 
thc P-insertion allclcs are wcakcr than the EMS-induccd 
allclcs. We obscrved similar rcsults prcviously with brm and 
osa (Vázquez et al., 1999). lt is possihlc that thc P-inscrtion 
mutations are not null allelcs, hut it is also possihlc that thc 
EMS-induccd allclcs makc mutan! proleins that hchavc as 
dominant-negative mutations, still hinding to intcracting 
protein complexcs and compcting for binding ofthe wild-typc 
allclcs. Ali ofthc 11w ami /ara mutations (cxccpt thc P-inscrtion 
allclc 111a3) show strong gcnctic intcractions with osa' (Table 
3). Ali thrce /ara allclcs interact strongly with 111a'. with tara2 
showing the strongcst intcractions. 
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tna lnteracts genetlcally with mutatlons In subunlts 
of the Brm complex, the Mediator coactlvator 
complex and wlth the Kismet SW12/SNF2 famlly 
ATPase 
Scvcral mcmhcrs of thc trithorax group protcins are suhunits 
of chromatin rcmodcling or coactivator complcxcs. Thc Brm 
protcin is thc SWI2/SNF2-family ATPasc subunit of the Brm 
chromatin remodeling complex (Tamkun et al., 1992). The 
trithorax group genes mor, osa and snrl encade other suhunits 
of the Brm complex (Brizuela ami Kennison, 1997; Collins et 
al., 1999; Collins ami Treisman, 2000; Croshy et al., 1999; 
Dingwall et al., 1995; Kal et al., 2000; Papoulas et al., 1998; 
Rozenblatt-Rosen et al., 1998; Trcisman et al., 1997; Vázqucz 
et al., 1999). Thc kismet (kis) gene encades another trithorax 
group SWI2/SNF2-family mcmhcr ami is prohably thc ATPasc 
subunit of a diffcrcnt chromatin rcmodcling complcx 
(Daubrcssc et al., 1999; Thcrricn et al., 2000). lt is thought that 
chromatin rcmodcling complcxcs may intcract physically 
with thc basal transcription machincry, with transcriptional 
coactivators or corcprcssors, or with protcins involvcd 
in histonc modification, such as acctyl-transfcrascs and 
dcacctylascs. Onc of thc transcriptional coactivator complcxcs 
with which chromatin rcmodcling complcxcs might intcract is 
the Mediator complcx (Rae hez and Frccdman, 2001 ). Thc 
kohta/o (kto ), sku/d (skd), and '/h1p80 trithorax group genes 
encade suhunits of the Mediator coactivator complcx 
(Kennison ami Tamkun, 1988; Boube et al., 2000; Trcisman, 
2001) (J. W. Southworth and J. A. K., unpublished results). 

We tested whcthcr 111a mutations could gcnetically intcract 
with mutations in thc trithorax group genes encoding suhunits 
of the Brm or Kis chromatin remodeling complexes or the 
Mediator coactivator complex to give the same hcld-out 
wings phenotypc that wc obscrvcd in thc brml+; osa/+ 
transhctcrozygous comhinations (Vázquez et al., 1999). Wc 
also lookcd far genctic intcractions hetwccn //la ami severa! 
othcr trithorax group mutations that probahly do not encade 
suhunits of thc Brm, Kis or Mediator complexes. The rcsults 
are shown in Table 3. Wc faund that 111a 1 shows strong gcnctic 
intcraetions with some mutations in thc Brm complex (bn112, 
osa1, mor! ami moi.2), with kis mutations (kisl and kisl34M¡, 

and with somc mutations in the Mediator complex (skc/2, 
skd//· 71162 and sktfrk7W). Thcre wcrc no strong intcractions with 
the .mr/1131 9 mutation in the Brm complcx or the ktof and 
7i't1p80'2956 mutations in the Mediator complex. Wc also 
ohservcd no strong gcnctic intcractions with ash21, tr.rl, 

11:rml347, wr/2 or s/sf trithorax group mutations (data not 
shown). 

The zygotlc and maternal functlons of tna 
Transhctcrozygous comhinations among 111al, 111a2, 111a3 and 
111a 4 allclcs result in death al thc third instar larval, pupa! 
or pharatc adult stagcs. Hctcroallelie pharatc individuals 
(dissectcd from thc pupa! cases) prcsent transformations 
typical of loss-of-function of thc Antennapedia and Bithorax 
complex homeotic genes (Table 4 ). In somc cases, wc ohscrvcd 
partial haltcre to wing transformation that rcsu lts from loss of 
function far the Ultrabithorax ( Ubx) homcotic gene (Fig. 1 B). 
In 100% of thc mal e ílics we ohscrvcd a strong reduction in 
thc numbcr of bristlcs in the malc scx comb (the sex comh 
teeth) (Fig. 1 C). This is the phcnotype ohscrved in partía! loss 
of function in the Ser homcotic gene. Thus, we found that the 
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Table 4. llomeotic transformations in pharate adult tna 
mutants 

Gcnotypc 

ltta 11tua1 

'"ª''"'ª.I 
'"ª''"'ª" 111a!/ma·1 

tua·1/ma4 

tna!Jma4 

Numbcr ofnics wi1h 
1ransformcd tissucffotal (%) 

First lcg• (Ser) llaltcrct (Uh.t) 

33/34 (97) 33174 (45) 
33/40 (83) 36/80 (45) 
36/36 (100) 47174 (ó4) 
24124 ( 100) 0/24 (O) 
30/30 (100) 3/6-l (5) 
40/40 ( 100) 1/80 (1) 

•Trnnsfonncd tissuc in lhc first lcg mcasurcd by thc rcduction in numbcrs 
ofscx combs lccth. A wild-typc first lcg hus un average of I0.8 scx comb 
lccth, whilc most ofthc /Ita mutnnt males hnd only 5-7 scx comb lcclh pcr 
lcg. 

tTrnnsfonncd wing 1issuc in thc lmltcrc. 

Fig. 2. Phenotypes from maternal loss of 111a function. Prepupa (A) 
and young pupa (B) that lack both maternal and zygotic t11t1 

functions. These individuals are 111a111J((31.)/xd6 [11u1-J and very few 
individuals reach tite pharate adult stage without paternal rescue. One 
ofthe males that reached tite pharnte adult stagc is shown in C. The 
first leg has a smallcr scx cornb with fcwcr scx comb teeth (inset in 
C) suggesting a reduction in Ser function. (D) A 111</ /+ malc that 
lacked maternal Tna function but was rcscucd by thc paternally­
inherited wild-typc allclc. Tite paternally rcscued males have sex 
combs with nonnal numbers ofsex comb teeth (inset in D). 

111a zygotic function is rcquircd far propcr cxprcssion oía! leas! 
thrcc homcotic genes, Alllp, Ubx, and Ser. 

At lcast 50°/i, ofthc //la mutan! transheterozygotcs (and 85% 
far somc hctcroallclic combinations) rcach thc pupa stagc. This 
late stagc of lcthality suggcsts that maternal tua function might 
be sufficicnt far carly dcvclopmcnt. To determine ií this is so 
we gencratcd homozygous gcrm cclls far thc tual. 111a2 and 
tua3 allelcs. We uscd mitotic rccombination and a transgenc 
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carrying the dominan! fcmalc-sterilc mutation ovoDI (Chou et 
al., 1993) to produce embryos that lackcd wild-type maternal 
//la functions. The same results werc obtaincd with ali thrce 
tna allelcs and individuals rcprescntative ofthis expcriment are 
shown in Fig. 2. When both maternal and zygotic tna functions 
are lacking, most individuals die as third instar larvac. Far tnal, 
a fcw mutan! individuals rcach late dcvclopmcntal stages (Fig. 
2A-C) if lhcy lack both maternal and zygotic tna functions. 
Thcsc pharatc individuals havc fcwcr scx comb tccth in thc 

male first legs (Fig. 2C) and show a haltcrc to wing 
transformation. In contras!, if only the zygotic function is 
lacking (and the maternal function is normal), the tna mutants 
die, predominantly as pupae. Individuals with no maternal tna 
can be completely rcscued by a wild-type allcle inhcrited from 
the father, giving rise to normal (and fcrtilc) adults (Fig. 20). 
Thus, we can concludc from thcsc experiments that there is 
maternal tna contribution but the zygotic function is sufficicnt 
to reach late devclopmental stages, at lcast with thc threc ali eles 
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Flg. 3. Molecular organization and dcvclopmcntal cxprcssion of the 111t1 
/oc11s. (A) Thc llw gcnomic rcgion is reprcscntcd al thc bottom ofthc panel. 
Thc tira· P-elcmcnt inscrtion sitcs are indicalcd by gray circlcs. Tite arrows 
by the insertions rcprcscnt thc oricntation ofthc respective P-element with 
rcspcct to the 11w transcription dircction. The ow' EP0374 insertion site is 
shown as a whitc circlc. Thc rcstriction sitcs are: B. /Jaml-11; X, ... \'bal; E, 
EcoRI; H, llindlll. CG64 l 8 is an RNA hclicase transcribed towards thc 3' 
cnd ofthe tna locus. The transcripts (mRNAs) are depictcd in the middle of 
the panel. The BDGP, release 2-predicted transcripts containing the 
translated exons (black rcctangles for shared, grey rcctangles far the non­
sharcd exons bctwccn //uul and tna/I) are shown. Wc have added the 5' 
untranslatcd exon and thc 3' poly(A)' rcgions (white rectangles) deduced 
from our analysis of thc locus. The 5' UTR cxon is open on the lefl to 
indicatc that the //w transcription initiation start site has not been 
dclennined. The indicatcd sizes ofboth transcripts are in agreement wilh the 
northem analysis shown in B. The uppcr part A (cDNAs) shows 
represcntative cDNAs isolatcd from the //la locus. AT07790 is one of severa! 
ESTs idcntified in adult testis. RE42750 is an EST from adult heads. The 
ZAP 1 cmbryo cDNA clone was isolated from thc UNl-ZAP library from Q. 

12-hour embryos (scc Material and Mcthods) and was thc probc far the 
northcm blot shown in B. The PCR 1 cmbryo cDNA clone was RT-PCR 
amplified with 5' and 3' primcrs sequences from the reported LDl6921 
embryonic clone (sce Material and Methods). (B) RNA poly(A)' was 
prcpared from 0-3-hour and 3-21-110ur embryos (0-3 and 3-21 ), first, sccond 
and third instar larvae (L I, L2, L3), pupae (P) and adults (A). Samplcs wcre 
blotted and run undcr standard conditions. The blot was probed with the 
ZAPI cDNA (A). The blot was washcd and rchybridized using a probe for 
17>49 as a loading control. The sizes of the detected bands are indicated. 

that we havc tested. 

Molecular analyses of tna 
The clases! //la• inscrtion line, EP(3)0374 (Fig. 3A, 
open eircle), has an EP elcmcnt 6kb upstream ofthe tmr 
P-elcment insertion siles (Fig. 3A, full cirelcs). Thus, at 
least part of thc gene could be betwccn the uw- P and 
tna • EP clement insertion si tes. 

To isolatc gcnomic DNA from the tna regían we 
sclected P 1 clone DS04626, which includcs the gcnomic 
DNA flanking the siles of the tna2, mal and tna4 P­
clemcnt insertions. Wc did a chromosomal walk from 
DS04626 and tcstcd severa) gcnomic probes to idcntify 
putative tm1 transcripts (data not shown). The f/l(r 
inscrtion sites are within the first large intron of an 
annotatcd gene, CG7958. We will prcscnt thc evidence 
bclow that CG7958 is 111a, but we will first describe our 
cfforts to charactcrize the structure and limits of the 
transcription unit (Fig. 3A). Thcre is anothcr gene 
(CG6418, which may encade an RNA-binding protein) 
about 1.8 kb downstrcam of the last cxon of 11111. Thc 3' 
end of the tna transcription unit should he within this 
1.8 kb rcgion. Although thcre is an annotated gene 
(CG 12523) about 60 kb urstream of the predicted 5' 
exon of tna, the first predicted gene (CG6449) far which 
thcrc is EST evidcnce is ahout 160 kb upstrcam of 11111. 

Although the lllCI promotcr should be somcwhcrc within 
this large gcnomic rcgion, wc have not yet identified 
the transcriptional start sitc. Therc is onc P-elcmcnt 
inscrtion availablc within this largc regían, EP(3)0374, 
which is ahout 1.6 kb urstream of thc prcdictcd 11u1 5' 
exon. This P-clement insertion complemcnts thc 11111 

mutations, i.c., it is ma•. 
Our northem analyses idcntified two transcripts (6.1 

and 4.2 kb in size) within the tna rcgion, which derive 
by alternative splicing (see bclow). To characterize the 
structurc of thcse transcripts, wc isolated cDNA clones 
from an embryonic library. ZAPI, which is the longest, 
is shown in Fig. 3A. We al so charactcrizcd cDNA clones 
from the BDGP. The BDGP clone LD!692 l, which was 
isolated from a O- 10 24-hour mixcd stagc embryonic 
library, was rarticularly uscful ami is also shown in Fig. 
3A. We were ablc to amplify several RT-PCR fragmcnts 
using, as a 5' primer, an oligonucleotidc with the 
5'LD 16921 sequcnec ami as 3' primcrs olignouclcotides 
with the sequencc of diverse translated tna cxons (see 
Matcrials ami Methods). One ofthesc fragmcnts, PCRI, 
is a cDNA madc from poly(A)' RNA purified from 3-
24-hour embryos. To corroborate its idcntity it was 
cloncd and sequenccd (Fig. 3A). Thcre are at lcast two 
altcrnative untranslated 5' exons. Thc 5' cxon of thc 
cmbryonic LD 16921 cDNA clone (and thc adult cDNA 



clones RE42750 and RE27454) differs from thc 5' exon found 
in severa) testis ESTs (AT07790, Fig. 3A). Therc is also 
altcrnativc splicing within thc translated cxons (dcscribed in 
dctail below). 

The tonal//transcrlpts are dlfferentlally expressed 
durlng development 
Wc performed northcrn blot analyses with RNA samples 
purified from diffcrent devclopmcntal stagcs using thc ZAPI 
cDNA clone (Fig. 3A) as a probc. This clone was isolated 
from a A.ZA!' cmbryonie library and ovcrlaps ali of the tna 
translated cxons. We found two signals (6.1 and 4.2 kb) (Fig. 
38) thal corTcspond to major t1w transcripls. Thc 6.1 kb 
transcript was prcsenl at ali stagcs, but ils expression incrcased 
at thc second larval instar and reached its maximum in thc 
pupa) stagc. The 4.2 kb transcripl was first dctccted in third 
instar larvac, but it was most abundan! in thc pupal and adult 
stages. 

One of the Tna proteln lsoforms belongs to an SP­
RING Zn-finger domaln famlly 
The northcrn and sequcncc analyscs of tna prcdict at least two 
alternative transcripls (CT41698 ami CT23982 from 8DGP, 
releasc 2) (Fig. 3A, mRNAs) encoding producls of 1109 and 
61 O rcsiducs (Fig. 4A). Thc long forrn of thc protcin (TnaA) 
is translatcd from 1 O coding cxons and may havc three difTerent 
amino termini (CG7958-RA. -R8 ami -RC, 8DGP, rclease 3). 
The mRNA for the short form (TnaB) lacks exons 5-8 and part 
of exon 9. 8oth proteins have similar amino lermini, which 
havc two Gln-rich rcgions, but they do not share thc samc 
carboxyl termini; thc allcrnative splicing of thc short form 
generales a framcshifl that changes the open reading frame 
afler the alternative splicc (Fig. 4A). This frameshifl generales 
a stop codon in thc middle of exon 9. 

Exon 7 is present only in TnaA and cneodes a possible 
bipartite nuclear location signa! and an SP-RING (Siz/PIAS­
RING) (1-!ochstrasser, 2001) putative zinc finger (Fig. 4, see 
bclow). 

8last analyses of the TnaA protcin sequcnce allowed us to 
identify four regions (Fig. 4A). Region l and IV (residues 1-
494, and residues 799-1109, respectively) do not show 
homology to any other reported protein in any organism. 
Region l contains two hlocks of glutamine rcsidues. 

Rcgion IIl (647-798) includes thc SP-RING finger (residues 
718-760), which is present in severa) proteins from organisms 
ranging from yeast to human (Fig. 48). Onc family of 
SP-RING finger proteins are the PIAS [¡:¡rotein inhibitor 
of ªctivated .S.TAT (i;ignal transducer and ªclivator of 
transcription)] family. Onc of thc PIAS protcins, Miz! 
(ARIP3/PIASXa) (Wu et al., 1997) has also been identified as 
a cofactor ofhomeotic gene function in micc. In the Dmsophila 
genome, the only other SP-RING finger protcins are ZimpA 
and Zimp8 (zinc finger-containing, Miz!, EIAS3-like) (Mohr 
and 8oswcll, 1999). The Zimp protcins bclong to the PIAS 
family and are encoded by lhe Su(var)2-IO loeus (1-lari et al., 
2001 ). Rcgion llI al so includes thc putative hipartile nuclear 
location signa) (residucs 668-686, Fig. 4C). 

Although there are many proteins with similaritics lo 
Regions ll (residues 495-646) or IIl (residues 647-798), there 
are only a few proteins that have similarity to both. These 
include proteins from the mouse (EST 86863016), Xe11op11s 
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faevis (EST 8J075201), Gaff11s gaffus (EST AJ396794), 
Caenorhabditis efegans (predieted protein NM_069604), 
Arabidopsis thaliana (ABOl 1483), and human (KIAAl224 
and KIAAl886). Thc two human proteins (retinoic acid­
induced KlAAl224, EMBL AB033050, and KIAAl886, 
Gen8ank source ALl36572) are 60% identical to TnaA in a 
rcgion spanning almost 300 residues (from TnaA residues 
495 to 798) (Fig. 4A,C). We searched the OMIM database 
(McKusick, 2000) but did not find any associated diseases 
attributed to mutalions in the KIAA 1224 ( 1 Oq23.2) and 
KIAA 1886 (7p 15.1) genes to date. This family of proteins 
difTers from the PIAS family in having Region ll. We believe 
that the 300 amino acid domain spanning both Regions ll ancl 
IIl identifics a new signature that we have named the 
XSPR!NG (eXtended SP-RING finger) domain (Fig. 4A,C). 

The TnaB form shares rcgions l and ll with TnaA, but has 
a unique carhoxyl terminus. 11 does not show any additional 
homology to other known or predicted proteins. 

The tna1 allele carrles a mutation that affects only 
the TnaA proteln product 
The tna locus produces al lcast two difTcrcnt proteins, TnaA 
and TnaB. We are intcrested in characterizing the functions of 
cach one of thcse forms and in dissecting more accuratcly 
whcther thc tna mutan! phenotypes are eaused hy the failurc 
of one or both Tna proteins. lndividuals with the EMS-induced 
llla 1 allcle have di ITerent phenotypes from those resulting from 
the P-elemcnt inserlion alleles (ma 2, 111a3 and ma4). 11wl is the 
allelc thal interacls strongest with several trithorax group 
mutations lo reduce Allfp P2 function ami cause a held-out 
wings phenotype (Fig. IA, Tables 2 and 3). The 111a 1 allclc is 
also the allele thal shows the strongcst loss-of-function Uhx 
phenotype (Fig. IB, Table 4) when heterozygous with the 
P-clcment insertion alleles or lhc deletions. Thus, we 
characterizcd molecularly lhc nature of thc mutation in tna' 
(sec Materials ami Methods). We purificd DNA from 
111a1/Df(Jl)vi112 individuals that survivc until third instar 
larvae, PCR amplificd, and scqucnced thc 111a 1 gcnomie region. 
We found only one change within the en tire open reading frame 
of the tna1 mutan! chromosome, a lransition (C to T) that 
changes glutaminc 566 (Fig. 4C) to a stop codon. This ehange 
would generatc a truncated product al the end of exon 5 (Fig. 
4A) that will resemble the amino-terminal region ofthe Tna8 
protein without its carboxyl lerminus. These data suggest that 
tna1 should afTeet only TnaA, wilh Tna8 still functional. The 
truncation of the TnaA protein may be responsible for the 
phenotypes we observe with thc ma' allcle. The fact that this 
truncated form rescmhles thc amino terminus ofthc wild-type 
TnaB, togcther with the ma1 genelic data, lcads us to suggest 
thal TnaB cannot suhstitulc for TnaA. As TnaB mRNA appears 
for the first time late in devclopment, the role of Tna8 could 
he to ncgativcly modulate thc TnaA function. 

DISCUSSION 

To study the mcchanism of action of the Brm complex on 
diffcrent homeotic genes, we have charaeterized genes that 
interact with 8rm in regulating the expression of the Allfp P2 
promoter in the imagina) wing disc. Reduced expression ofthe 
Antp 1'2 promotcr in the imagina! wing disc causes flies lo 
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Flg. 4. The Tonalli proteins. (A) The two altematively spliced fonns 
predicted by the BDGP, release 2, are shown. In the upper part is a 
scale that indicates the aminoacid residues, In the TnaA protein the 
exons are indicated as E. E 1 to E4 are exons shared between the 
TnaA and thc TnaB forms. The glutaminc rich domains are indicated 
by lightly shaded boxes. The bipartite nuclear location signal is 
indicated by the hatched box. The SP-RING flnger is indicated by a 
black box. Thc TnaB carboxyl tcrmini is indicated by the grey box 
and is difTcrent from the onc in TnaA. The XSPRING domain, which 
is present in the human KIAA protcins and in proteins in other 
organisms, is indicated by thc box above the proteins. (13) Multiple 
alignment ofthe SP-RING flnger region in difTerent proteins. 
KIAA 1224 and KIAA 1886 human proleins (accession numbers in 
Results); Su(var), /J. 11u!/a11ogaster Su(var)2-1 O/ZimpA/13 
(gb/AAD29287. 1 ); Miz 1, (Msx-intcracting-,;inc finger) from mouse 
(gb/AAB96678. 1 ); PIAS 1 from mouse (gb/AAC36702. I ); KCh, K' 
.i;J¡annel-¡¡ssociated urotein frorn rat (gb/AAC40114. I ); PIAS3 from 
mouse (dbj/BAA 78533. I ); PIASy from human (gb/AAC36703. I); 
CEWIOD5 predictcd prolein from C. e/egans (pirff26331); VICIA, 
l1ciaf{1/Jfl lranscriplion factor (pirfr 12184 ); SER-INT, a 
Schizosacc/wro111.1·ces ¡wml"' homologue (pirrr37748) of 
Sacclwmmyces cerel'isiae Siz proteins; NFI l/SIZ2, CDCI 2 and 
septin-interacling prolein in S cerel'isiae(gb!AAA86121. l ); SIZI, 
scptin-interacting protein from S. cere\'isiae (pir/S69691). The 
bollom line is the idcntical (in uppercase lellers) and mosl common 
(lowercase) residues in ali sequcnces. (C) Mulliple alignment of 
/Jm.rnphi/a TnaA, human KIAA 1224, and human KIAA 1886 
XSPRING domains (495-798). Thc glutamine 566 lhat changes for a 
stop codon in tna1 is indicatcd by thc rcsiduc numbcr. Thc bipartite 
nuclear location signal residues are underlined. The SP-RING finger 
rcsidues are indicated with asterisks. Consensus sequence of the 
same amino acid prcscnt in the threc proteins is indicated. 

cxtcnd thcir wings out from thc body (a hcld-out wings 
phcnotypc). Whilc flics hctcrozygous for a null bnn allcle 
usually hold their wings properly, they ofien cxtcnd thcir wings 
whcn also hcterozygous for brm-interacting mutations. Wc 
havc prcviously used this genetic sereen to isolatc mutations in 
the osa gene (Vázquez et al., 1999), which encades a subunit 
ofthe Brm chromatin rcmodeling complex. Herc we rcport the 
isolation ofmutations in two additional brm-interacting genes, 
tara ami 111a. tara is plciotropic and has been identificd in 
severa! other gcnetic scrcens (c.g. Fernandez-Funcz et al., 
2000). Of particular importancc to our own results was the 
reccnt identification of tara as a dominan! suppressor of the 
cxtra-sex-combs phcnotypc displayed by loss-of-function 
mutations in the Polycomb group gene po~1·'10111eotic 
(Fauvarque et al.. 2001) and its modification of phenotypes 
associatcd with ectopic cxprcssion of thc homeotic gene 
pmboscipedia (pb) (Calgaro et al., 2002). The publishcd 
results, as wcll as the rcsults prcsented here, suggest that tam 
and tila are both members of thc trithorax group of homeotic 
gene regulators. 

tam encades twin protcins, Tara-ex and Tara-~, which have 
a cyclinA-hinding motif (also present in thc ccll cycle 
regulatory transcription factors E2Fl-3), a SERTA domain 
[which is thc largest conscrvcd rcgion among TRIP-Br 
(transcriptional regulator intcracting with thc fHD­
hromodomain) proteins] anda PHD-hromo interaction domain 
(Calgaro et al., 2002). Trip-Brl/p345El-l is a Tara-related 
protcin in mice thnt is a cyclin-dependcnt kinase rcgulator 
(Sugimoto et al., 1999) and a transcriptional rcgulator. Trip­
Brl/p34sm-t can intcract with PHD and/or bromodomains 
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(Hsu et al., 2001). It has bccn proposcd that this family of 
proteins could link thc cell cyclc with chromatin rcmodeling 
(Sugimoto et al., 1999). 

Individuals with low dosagcs of tara (Calgaro et al., 2002) 
or /na (this work) havc a held-out wings phcnotype. As we have 
isolatcd tara mutations because they interact genetically with 
brm mutations, the simples! hypothcsis is that Tara proteins 
physically interact with Brm proteins through the Brm 
bromodomain. 

One Tna proteln lsoform Is related to the PIAS famlly 
Analysis of //U/ ESTs shows that therc are at !casi two different 
5' cnds (reprcsented by RE42750 and AT07790), suggesting 
that thc //la gene may havc alternative promoters. Thc tara 
gene also appears to havc two promoters (Calgaro et al., 2002) . 
In addition to the possibility of two promoters, alternativc 
splicing within the //la open rcading frame gives rise to at least 
two different protein isoforms, TnaA ami TnaB. 

Thc TnaA isoform has an SP-RING (.S.iz/f!AS RING) finger 
(Saurin et al., 1996), which is present in the PIAS fnrotein 
inhibitor of llCtivated .S.li\T (.:;ignal 1ransduccr ami ¡¡ctivator of 
1ranscription)] family of protcins. PIAS proteins are co­
regulators of many gcne-spccific transcription factors. For 
examplc, PIAS protcins co-rcpress STAT factors (which actas 
signa! transducers of cytokinc rcccptors) to transcriptionally 
actívate specific targct genes (Chung et al., 1997; Liu et al., 
1998). PIAS protcins also coactivate stcroid receptor­
dcpendent transcription (Kotaja et al., 2000; Tan et al., 2000). 
The PIAS protcin MizllARIP3/PIASXcx posscsses intrinsic 
transcriptional-activating function (Kotaja et al., 2000), 
intcracts with thc homeobox protcin Msx2 to enhancc its 
affinity for DNA (Wu et al., 1997) and is an androgen receptor 
(AR)-interacting protcin (ARIP). The Dmsophila zimp (zinc 
finger-containing, Miz!, flAS3-likc) gene encades proteins 
with similarity to thc Mizl/PIAS3 protein (Mohr and Boswell, 
1999). Thc zimp gene is al so known as S11(var)2-I O (Hari et 
al., 2001). In addition to the SP-RING zinc finger domain, the 
Su(var)2-IO proteins havc a putative DNA-binding domain (the 
SAP domain) that is found in diverse nuclear protcins. The 
Su( var)2- I O protcins rcgulatc chromosome structure and 
chromosome condensation, and function in interphasc nuclei 
(Hari et al., 2001 ). Recen ti y a SUMO-protein ligase (E3) 
activity has been found in severa! SP-RING fingcr proteins 
(Johnson and Gupta, 2001; Sachdcv et al., 2001) (rcviewed by 
Hochstrasser, 2001 ). 

tna and a role for sumoylation in regulating 
homeotlc gene expresslon 
SUMO (small ubiquitin-rclatcd modificr) is a ubiquitin-likc 
protcin (UBL) that is covalently attachcd to othcr proteins in a 
manner analogous to that of uhiquitin (revicwed by Muller 
et al., 2001). Conjugation of SUMO-! to ali protcin targets 
requires thc E 1-activating hcterodimer Aos 1 /Uba2 and the 
single E2-conjugating Uhc9 enzymc. Thc targct specificity is 
confcrred by the SUMO E3 ligases. Thcre are al lcast two types 
of SUMO E3 ligases that are structurally unrclated. The first 
type is representcd by thc PIAS family of SP-RING fingcr 
protcins. The second typc is rcpresented hy RanBP2, a nuclear 
porc complex protcin. TnaA has an SP-RING fingcr within thc 
larger XSPRING domain (Fig. 4B). The XSPRING domain is 
present in a ncw group of human, mousc and Ambidopsis 
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proteins and may be the signature for a new subgroup of 
SUMO E3 ligases within the PIAS family. 

Although the role of sumoylation is not elear, it has been 
suggested that sumoylation could be an address tag for protein 
targeting. Most of the identified substrates of sumoylation are 
nuclear proteins, and the sumoylated forms are often found in 
specific subnuclear protein complexes. Prefcrential 
accumulation siles for sumoylated proteins are the PML 
nuclear hodies. PML, a protein found in PML nuclear bodies, 
is a RING-finger protein. Another core componen! of PML 
nuclear bodies is Sp 100, a protein tbat interacts with HP 1 
and HMG 1/2 families and a major cellular substrate for 
sumoylation. In vitro, sumoylated SplOO has a higher affinity 
for the HPI protein (Seeler et al., 2001). Relocalization of 
proteins to nuclear bodies after sumoylation can modulate 
transcriptional activity (Fogal et al., 2000; lshov et al., 1999; 
Lehembre et al., 2001; Li et al., 2000; Schmidt and Muller, 
2002). lt has been suggested that nuclear bodies might 
stimulate SUMO conjugation, and that proteins transiently 
associated with nuclear bodies include SUMO targets (Muller 
et al., 2001 ). Thus, sumoylation can modula te the intcraction 
of transcription factors with transcriptional corregulators. In 
Dmsophila, the transcriptional rcprcssor Tramtrack 69 protcin 
(Ttk69), which inhibits neuronal di ffcrcntiation, has hcen 
idcntified as a SUMO suhstrate (Lchemhre et al., 2000). The 
Dorsal protein also undergoes sumoylation, which facilitates 
its nuclear import (Bhaskar et al., 2000). 

The SUMO ligation target conscnsus scquence is 'l'KxE 
(whcrc 'I' is an aliphatic rcsiduc) surrounding thc suhstrate 
lysine(s) that is sumoylatcd. Although this conscnsus scquence 
is short, ali of the proteins encoded hy thc trithorax groups 
genes that intcract gcnctically with tna (including TnaA itself) 
(Table 3) have one or more hlocks of this consensus sequen ce 
(L. G. and M. V., unpuhlishcd rcsults). Howcver, sorne 
trithorax group genes that do not interact with tna, such as 
tritlmrax (In), also encocle protcins with thc 'sumoylation 
consensus'. Sumoylation of the l-IDAC4 dcacctylasc is 
catalyscd by the RanBP2 SUMO E3 ligase. Whilc HDAC4 has 
severa! 'sumoylation consensus' sequcnccs, only one functions 
in vitro and in vivo (Kirsh et al., 2002). The possihility that 
suhunits ofthe Brm and/or Kismct complcxes might be targcts 
for sumoylation opcns thc window for a ncw leve! ofrcgulation 
of the activity of chromatin remodcling complexes. This leve! 
ofregulation could involvc the modification oftheir subnuclcar 
localization within thc nucleus, although mutation of thc 
SUMO acccptor sitc in HDAC4 did not changc its suhccllular 
distrihution (Kirsh et al.. 2002). Alternativcly, is that 
sumoylation could target the homcotic function itself or its 
cofactors. 

Anothcr possihle role for sumoylation is as an antagonist 
of ubiquitylation. Uhiquitylation is a kcy regulator of 
transcription (revicwed by Conaway et al., 2002) and it has 
heen suggested that sumoylation could he an inhihitor of 
uhiquitylation. The RING (rcviewed by Jackson et al., 2000) 
and PHD (Lu et al., 2002) fingers have hcen dcscrihcd in 
protcins that have E3 uhiquitin ligase activities. In that scnsc 
it is intriguing that Trip-Brl (thc tam homolog in micc) (l-lsu 
et al., 2001) was identified hccause it hinds the PI-ID­
hromodomain ofKripl/TIFI~ which also has an RBCC (JilNG 
fingcr-Il hoxcs-i;.oilcd i;.oil) RING fingcr (Saurin et al.. 1996). 
KriplrrIFI~ has a dual role hecause it has hcen dcscribcd as 

a corepressor of a subset of Krüppel-type zinc finger proteins 
(Witzgall et al., 1994) andas a hormone-dependent coactivator 
that interacts with severa! nuclear hormone rcceptors (Chang 
et al., 1998; Le Douarin et al., 1996). Mutations in a ubiquitin­
conjugating cnzyme (UbcD 1) have bccn shown to affccl 
homeotic gene silencing (Fauvarque et al., 2001 ). Since tna 
mutations affcct homcotic gene activation, antagonism 
bctween thc ubiquitylation and sumoylation post-translational 
modifications may play a key role in homcotic gene rcgulation. 
Antagonism of uhiquitylation and targcting nuclear 
sublocalization are not mutually exclusive roles for 
sumoylation, and it is possiblc that hoth will be found to havc 
roles in rcgulating thc functions of chromatin remodcling 
and/or transcriptional co-activator complcxcs. 
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Summary: Mutations in the XPB and XPD helicases of the DNA repair/transcription 

factor TFIIH are involved in severa( human gerietic disorders. An unanswered problem 

concerning the complexity of the phenotype-genotype" relationship is why mutations in 

TFIIH produce specific phenotypes and, not many others? In order to investigate this 

question we are using Drosophila as model. In Drosophila mutations in the XPB 

homologue, haywire (hay), mimic.some of the manifestations observed in humans. In 

this work, we report that in additio~ t~ these phenotypes, mutations in hay and in the] 40 

kDa subunit of the RNA polyajeraseH (Rpl1140"'1"'P) actas dominant modifiers ofthe 

derepression ofthe Sex eombs redt¡eed (Ser) and Ultrabithorax ( Ubx) genes. In addition, 

Rplll 40"'11
"P also generates typical loss of function phenotypes of Ubx. Jnterestingly 

contrary to Rp/1140 mutant alleles,hay alleles only affects the derepression of Ser in the 

context of the Antpsc.r mutation but not other Ser derepression phenotypes like Polycomh 

loss function. On the other hand, ali the derepression backgrounds are also sensitive to 

the total reduction of transcription levels by growth the flies with actinomycin D. We 

also show that different promoter control regions have differential sensitivity to different 

hay alleles. Ali these results supports that even that TFJIH is a basal transcription factor, 

mutations in hay ha ve a more speci fic effect in the transcription of sorne genes than 

others. 

INTRODUCTION. 

General transcription factors (TFIJA, TFHB; TFIID, TFIIE, TFIIF and TFIIH) function in 

intimate association with the RNA polymerase 11 (RNA poi II) recognising the promoter, 

forming the open complex and allowing transcriptional elongation (Butler and Kadonaga, 

2002). Some of these factors are composed of severa! subunits that interact not only 

among themselves, but also with other transcription factors required to actívate specific 

genes during cell differentiation, in particular situations of space and time (Dvir et al., 

2001; Lee et al., 2000). In addition, the interaction betwecn the basal transcriptional 

machinery with the mediator and complexes involved in chromatin remodelling has also 

been documented (Boube et al., 2002; Johnson et al., 2002; Pokholok et al., 2002). 

lnterestingly, recent evidence indicates that the RNA poi JI core promoter can interpret 
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regulatory information (for review see Butler and Kadonaga, 2002; Blackwood and 

Kadonaga, 2002 ). T~ús; there is a complicated cr()ss talk bet\Veen · tne. dif~éreÜt players 

involvédin. the synthésis ofin~~.: B~sed.ol1thisit1formation;.it: ~as;~een ~~oposed that 

~~:~~n~!~~1~i~f f ~~'ii~¡f il~~~~~t:.:".:;tlJ~i~;:n~~: ::: 
transcripti on~i.nitiatiÜll ind elo~g~iioll·machinery· can.· cause. geneti~. diseases .·in. humans. 

The mo~t do6u~1éntbd .'tr~~s~~iptional di~ease; are the ones caused by defects in the 
". ·:: -·:-" ~:, ... : ·_._ :- -.; _· '. --, . . , ·. -

TFIIH factor. TFIIH is. composed by nine polypeptides that are part of two 

subé:omplexes. The core complex contains six subunits (XPB, XPD, p62, p52, p44 and 

p34) whereas the cyclin-activating- kinase complex contains three (Cdk7, CycH and 

MATI). However the XPD helicase interacts in vitro with either of the two sul:i­

complexes (Egly, 2000). The core of TFIIH is also part of the Nucleotide Excision 
·: <-.. ·,·. ,-." ,·. , 

Repair (NER) machinery and it has been recently reported that it may als()·partic:ipate in 
,·:..:;,-

Base Excision Repair (BER) (Le Page et al., 2000). · · 

During transcription, the helicase activity of TFIIH is involve¡j in t~e f~~J1i~'t¡()l1 of the 
-, e ·,' • ,. • , ~ ., ·; .... ,; • • :~'?;·:.-:~ ", . ·- r.,' 

open complex. The kinase activity of TFIIH phosphorylates thé CJD;¡jqnfain of the 

polymerase allowing transcriptional elongation (Gerber et ál., 1995). Mufiitiolls in either 
; . . . ', ··-. -, 

the XPB or XPD gen~s can produce three hereditary hüman disorders known as 

xeroderma pigmentosum (XP), patiénts with a combined symptoms of Xeroderma 

pigmentosum and cobkayne siiú1iome• (XP/CS) and Trichothiodystrophy (TTD) 

(Lehmann 1998; r.:ehinalln ~o&frzJnt~restingly, the clinical manifestations of patients 

with differ6nL'ri:iJf'atitmsinXPD. orXPB are allele-dependent (Lehmann, 1998; de Boer 
-. . . 

and Hoeijmakérs, 1999; Nance and Berry, 1992; Cleaver, 2000; Rolig and McKinnon, 

2000; Lehrílarin, 2001). 

lt has been proposed that sorne of the manifestations observed in XP, CS and TTD 

patients are caused by deficiencies in transcription (Itin and Pittelkow, 1990). Since 

TFIIH is a basal transcription factor and since mutations in it cause transcriptional 

defects, the following intriguing questions emerge: how is it possible to have viable 

organisms with mutations in TFIIH components that affect general RNA poi 11 

transcription? And why different alleles produce specific phenotypes and not others? 
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One possible explanation is that depending on the nature ofthe rnutant allele, an incorrect 
' ' ·, ' .. _, - .. . '•-·_ : ··-·· -. ,·· .. 

interaction ofTFIIH. with 'speCific factors affeé:ts the transcdptibn of sorné particular 

genes ..... A.·sec.ond.·.possi.bi.I ity, .that:'cloes •. ·nC>t. e~cill?e)he, .~rst~o~e,Ís .th~t.' Í11 .. these mutants 

::;;::~~~5·!JJ~1±~J~~I~~~~~1~~i~1~~i~1Í f {~hj~;j.~l~1~~B~t1~: 
al., 2002; Lehmann, 20?2;Keriel et.ál.'}OO~;-ztirit~'andNleri~(),;2Q03).'/·~ .,; " .• 

:·:~:::!r!f ~Z1f i~~~~i,f '~~1~:j~!~J!1~J~:{~~~f º~!lf :~t;; 
hay''ª2 is sernilethaTaillori'io~~g~ts\~n~{~as i~Üi~llyide~Íified ás.antirnorphic by its - - . . ~ , .. ,-·~. ··.. . ,.,_,.-, - ____ ._,.,.' _. -. . '_. ' 

dorninant. enhancer intera6tiofr ~ith.rnutants in a .. gene that encades a testis specific 

tubulin (B2t) (Regan arid Fuller, l988 ) .. Other hay alleles were isolated as revertants of 

hay''ª2 by their inability to interact with B2t (Regan and Fuller, 1988), however, most of 

these alleles do not act as revertants in other hay functions (Merino et al., 2002). Sorne 

hay heteroalellic combinations are viable and produce adults which have evident 

phenotypes caused by transcriptional defects that affe¡::t the cuticle and the macro and 

microchaetae (Merino et al., 2002). On the other hand,.It has been show that rnutations 

in sorne subunits of the RNA poi II have specific effects in genes that are 

developrnentally regulated, including the Ultrabithorax gene (Mortin et al., 1988; Mortin, 

1990; Mortin et al., 1992). Of particular interest far this work is a rnutation in the 

Drosophila 140 RNA poi U subunit, named Rpll140"'1"'P. Rpll140"'1111
" is an allele that has 

a dominant maternal effect on sorne segrnentation genes but not in others. It has been 

suggested that the locus selectivity of the wirnp rnutant reflects promoter specific 

mechanisms of transcriptional activation__(Parkhurst and Ish-Horowicz, I 99 I ). In this 

work, we report that in áddition to the defects previously reported far rnutations in, hay, 

some hay alleles are suppressors of the Sex combs reduced gain of function mutation 

Antpscx, but not of ScrMsc or Polycomb rnutants. On the contrary Rpll 140wimp is strong 

suppressor ofthese three Sex combs reduced gain of function mutants. On the other hand 

both hay and Rp!JJ 40"'1111
" rnodify Uhx derepression phenotypes. In addition, Rpll 140wlmp 

also enhance typical Uhx loss of function phenotypes. Interestingly, the non-specific 

inhibition of global transcription caused by actinomycin D also suppresses ali of the 
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reported derepression phenotypes. Finally, we foundthat the transcriptional phenotype 

of liay mutations reflects differences among the regulatory regions of a particular gene. 

These results support the idea that, althoughthe}e~l!ction of global transcription by 

mutations in hay can participate in the generation of specific phenotypes, there is a locus 

selectivity by differcnt mutations that affect TFIIH. 

RESUL TS ANO DISCUSSION. 

Effccts of llaywire allclcs and Rpl/140w1
"'P on Sex comb red11ced dcrcprcssion 

mutations. 

Scrcens for dosage-dependent modifiers of dominant homeotic genes have been used to 

identify genes involved in the determination of segment identity. Far example, the 

derepression of Ser in cells that form the second and third thoracic legs causes these cells 

to differentiate into structures ofthe first leg. A characteristic rowofbristles called "sex 

combs" is present only in the first thoracic pair of legs in .an adult wild type male. The 

appearance of ectopic sex comb teeth on the second and third legs can,be caused by gain 

of function alleles of Ser (eg. Scr'11sc and Antpsc~) or by loss of fúnction mutations in the 

Polycomb group genes (eg. Pc3
) (Duncan and Kaufman, 1975; Kennison and Tamkum, 

1988; Lewis, 1980; Simon and Tamkum, 2002). This is also the case for the Antp gene 

which is transcribed from two alternative promoters, Pl and P2. The AntpNs allele 

derepresses the. Antp P2 promoter in the eye-antennal disc causing an antenna to leg 

transformation in these cells (Talbert and Garber, 1994). Severa! of the trithorax genes 

mutations (ti:x-G) were identified as suppresors of Antp and Ser phenotypes (Kennison 

and Tamkum; 1988). In arder to evaluate the role of individual subunits TFIIH and RNA 

poi 11 on tI1ci ~ipression of the homeotic genes, we set out to compare the ability of hay 
' - --_>:.· ,_,_-.. -

and RpII14(l~Ü~Jes to supress_Pc3
, ScrMsc. Antpsc.r. and AntpNs mutations. We found that 

ali the Rpfn4o alleles suppress the extra sex combs phenotype caused by ScrMsc ,Antpsc.r 

and Pc3 (Fig~re 1, Table 2,) at least as much as other trx-G mutations (Gutiérrez et al., 

2003). On the other hand, the hay"c2 and hay11c2
rv

4 alleles were weak suppressors of the 

Anlpsc.r pheotype, but not for Pc3 (Figure 1, Table 2). lt has bccn suggestcd that the 
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-·-·<>-'·--- .:_.,¡,_:-··- ·-«<::..•~ ¡....._. 

Antpscx mutation interferes with a possible pairing-dependent mechanisin to repress Ser 

expression (Southworth and Kennison, 2002). Nota~y·hily and RpW40allelessupresses 

the antena to •.leg .transformation c~usedbyth'e Ánt/1~s 111utaÚon/SS :=· :: 

~:~;?.:~it:.f ~t~~;r~~f 1~~4;~~~~~it~~f ~füt~~;~:~~: 
function butinsufficientfor Ser function under more Jimiting conditions. This effects · 

may be caused by differential cellular concentration of the TFIIH and RNA poi II 

complexes during larval growth and/or to differential rate of homeotic gene activation. 

ltay allelcs and Rpl.fOwimp are modifiers of thc Cbx1 Ubx1 mutation. 

lt has been reported that sorne loss of function mutations in the Ultrabithorax ( Ubx) gene 

produce a partial transformation from haltere to wing such as Ubx1 
• It has been 'shown 

that this phenotype is caused by the reduced transcription ofthe Ubx gene (]3~11d~t~/ al., 

1983). Accordingly, the ectopic Ubx expression in wing imaginal cÍiscsdri.~uces the 

reverse phenotype with a partial transformation from wing to halter~.· TJ1Ís'ph~hotype is 

observed in individuals carrying the Cbx1 Ubx1 allele, which is subJ~ctorf~aÜ~~fction, the 
-.. ;. ,. :: . :;-.. ''. ; ,. : '~-

a b i li ty of cis-regulatory elements to regulate the transcription of tlie ~rnfuoter ~n t.he 
•• -. --- ., .. -- '.<-· 

homologous chromosome (White and Akam, 1985). Since hay and Rft!IJ40)11leles were 

modifiers of Ser gain of function phenotypes, we analysed the effect of these mutations 

on the Cbx1 Ubx1 phenotypes. 

Surprisingly, hay1c2
, hay'1c211

'
4 and'Rpll140"'1"'P alleles enhance the partial wing to haltere 

transformation caused by the Cbx1 Ubx1 mutation (Table 2 and Figure 2). On the other 

hand, the other tested Rpl!l 40 alléles were suppressors of the Cbx1 Ubx1 phenotype in the 

wing (Table 2), suggesting that a different effect on this derepression phenotype can be 

obtained by components of the basal transcription machinery. The enhancement of the 

Cbx1 Ubx1 phenotype by hay and Rpll 140 alleles could be explained if these mutations 

affect Ubx silencing in the wing disc ar by inactivating targets genes directly rcpressed by 

Ubx, such as Antp. In these two cases an increase in the Cbx1 Ubx1 ectopic transformation 

would be observed (Stoller and Kennison, personal comunication). However, not any 
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hay and Rplll 40 alleles modifies Antp loss or gain-of~fünction p~en()types (data not 

shown); 

Genetic and molecular evi?ence suggests that the_allele~Rklll4Q'!;~ll~.Hfiy:c2 and háy1c2
iv./ 

enc~de, .respectively, ~lt~r;d~R"~i}-149-~ri~~~~;~~r~f~'~]}~E~it~¿~~c~·;he .. expression of a 

subset of genes (Parkhúst and Ish~Horowicz;.i99r;·MÓ'link~s ahchFuller,~ 1999; Merino et 
·.. ·. -- ' ··e: • . _· , . . , . , ,: ,;· -· ".'. /,<_;::·; i.:}'-~;::··· \¡·,.:·;:·"o¡",•) , ; ., , ' 

al., 2002 and our unpublished results). From our res«ltS'we'pr~pose that at least sorne 

subunits of the RNA poi 11 and the TFIIH complex have an important contribution to 

regulate the expression ofa subset ofwing-promoting-genes. 

Rpll140wlmpcnhance loss offunction mutations in Ubx. 

Since hay alleles and the Rpll 140"';,"" were modifiers of the Cbx1 Ubx1 phenotype, we 

decided to analyse if these mutants have an effect on loss of function mutations of Ubx. 

In order to analyse this possibility we crossed hay"c2
, hay"cirv./ and Rpll 140"'1mp mutants to 

the Ubx1 allele, which produce a partial transformation of haltere to wing. We found that 

the Rplll 40"'1111
P mutant but not hay is a weak enhancer Ubx 1 phenotypes which includes 

the partial haltere to wing transformation, loss of haltere and third legs malformations. 

(Table 2 and Figure 2). lnterestingly, a related but not identical phenotype called "the 

Ubx effoct" has been observed with mutations ofthe Rpll2 l 5 subunit wh_ich only produce 

the haltere to wing transformation (MORTIN et al. 1988; MoRTIN 1990; MORTIN et al. 

1992). These data indicate that Rpll l 40"'1mµ is a new ali ele that affect negatively the Ubx 

function. This Ubx effect only affects adult structures, since Rplll 40wlmp has a dominant 

maternal-effect that does not affect the establishment of Ubx function in the embryo 

(PARKHURST and Is1-1-H0Row1cz 1991 ). We propase a physically interaction between the 

Ubx and Rpll 140wimp proteins that interferes the Ubx binding to regulatory DNA of target 

genes. Thus; the pleiotropic phenotypes by Rpll l 40wimp on Ubx function may result from 

an increase iri transcription of genes repressed by Ubx (wing-promoting-genes) and the 

decrease in transcription of those genes that are positively regulatcd by Ubx (haltere and 

third leg-promoting-genes). Alternativcly, RNA polymcrase 11 mutations migth reduce 

the leve! of Ubx protein by lowering Ubx transcription. 

\ 
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Non-spccific transcription inhibition by actinomycin D suppresscs ali homcotic 

dcrcprcssion mutations. 

Some derepressed phenotypes might be the result of sensitivity to the total transcriptional 

activity and not necessarily result from a problem in specific interactions with 

transcription factors. Therefore, we decided to analyse if the non-specific chemical 

inhibition of transcription has the ability to suppressectopic homeotic transformations. 

To answer this question we used actinomicyn D(act D). Act D is a potent drug that 
·, ,._ - .. _ ' 

inhibits transcription by the three RNA polymera~es(l,II, III); however at low doses 
. . . - . - ' - . . 

preferentially inhibits RNA poi II transcription (Yú,'!980). We fed Pc3/+, Ser Msc;+; 

AnlpScx;+; Cbx1
, Ubx 1/+ and AnlpN'¡+ flies with different act D concentrations (see 

methods), and determined the number of transformed individuals. In all cases we 

observed a dose response suppression of the ectopic phenotype when the flies were fed 

with increasing concentrations ofthe drug (Figure 3). However, we were notable to get 

total suppression of any ectopic transformation before act D killed the flies (15 ug/rríl). 

In our conditions no defects were observed in wild type individuals feed with a_ct I) wHh 

the different concentrations used. The suppression of these phenotypes was notdu(! to a 

preferential dead of the mutant flies by act D, since a clear reduction in th:e nümber of 

extra sex combs was found in Pe, Anlpscx and ScrMsc tlies. lnteréstillgJy)the loss of 

function phenotypes o(ScrMsc and Cbx1 Ubx1 are not enhanced by the exposure of these 
~ . - ., 

mutants to ·~C:t b. '' t1Ús is in agreement with previous studies that show that alpha-

amanitindid..,not altér the Ubx phenotype caused by Rpll/215'1 (Burke et al., 1996). In 

addition; these results show that the global reduction oftranscription can contribute to the 

modification of the phenotypes observed and show that the ectopic exprcssion of genes is 

particularly sensitive to the global transcriptional levels. Therefore, genetic modifiers of 

phenotypes produced by the ectopic expression of some genes under limiting conditions 

may not be caused by the action of specific factors, but by defects in global transcription. 

1t has been reported that a delay in development may have an effect on the ectopic 

transfonnations produced by some homeotic genes. For instance Minute mutants have a 

similar effect as act D (Kennison and Russell, 1987; Fauvarque et al., 2001 ). 

Interestingly we only observed a delay in development when the flies are incubated in 
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medium with 10 ug/ml of act D, but not with lower doses that partially suppress the 

ectopic homeotic transformations (data not shown): IndicaÚng that at these doses the 

suppression effect is11ot du~ toa deve!C)Pill~11iaJslªl~y:_l:Qnfüeother hand, the delay in 
- - - -- -- -,- - -,- -,--- -.,-- --- - -- - -- - ·,-' • • •• > '. '" ~,·· .... -. -

development at higher cOncentrations of Á~t.ri rnÜst'be due to the effect of the drug on 
• . . ·-,· · .. ,.¡"-•' '_ ··'· · •. ' ' 

generaltranscripticm. In such a case this effecti::ah also C>ccúr in mutants that affect any 
. .',c.·~· ;Y~---.;c-·., .-:~. -' 

kind of transcription factor that also d~lays cl~vel<lprrient and in consequence suppress 

ectopichoineotic transformations. It isimporfantto note that contrary to the effect ofact 

D; that suppress ali the derepression ph~nbtypes analysed here, bothhaync2
, hayncii-v4 and 

Rp/1140wlmp were not able to suppress AntpNs and hay was not able to supress Pc3
• This 

observation supports that there is a preferential effect on sorne promoters by mutations in 

the hay and Rplll 40 genes. It is also important to mention that in the case of Cbx1 Ubx1
, 

the enhancement of the ectopic phenotype observed when the hay and Rp!Il 40"',,"" 

mutants were tested, was not observed in these animals when treated with act D. This 

suggests that in the hay and Rpfll 40"'1m" point mutations carried by these ali eles, a more 

specific effect can be exerted on some genes than in others. Therefore the enhancement 

of the Cbx1 Ubx1 phenotype by Rp!JJ 40"'1"'" and hay is not due to a general reduction of 

transcription, but to a more complicated mechanism that may involve Ubx downstream 

genes. This effect could be dependent on the nature of the allele and the segmental 

cellular context. 

Mutations in llay do not have the same effect on different promoter control regions. 

In arder to determine ifthe hay mutations analysed in this work have a preferential effect 

O'} specific promoter control regions, we used four independent transgenic lines (lines 1-

4) that express the mini-white gene from the minimal hsp70 promotcr (P[hsp70-wj) 

(Brand and Perrimon, 1993). These lines have only one P elcment insertion in different 

chromosomes and express while at different levels, depending on their insertion site (Fig 

4). The white expression levels can easily be assayed by quantifying ofthe amount of red 

pigment (drosopterine) in the adult eyes using spectrophotometry. These four lines were 

crossed with the hay"c2
, hay"c2

rv
1 and haync2

"'
4 flies, hay""2

,."
1 resemble a deficiency in the 

hay gene (our unpl1blished results). Heads of several heterozygous tlies ofthe same age 
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of the progeny of each párental strain were dissected and assayed for while activity. The 
' . . . . -

quantification was performed at least ten times for each transgenic line (see materials and 

methods), The • dr~so;terin~ Ievels of the transheteroiygous_flies: (J? [lisp}O-_w)(_fiay~J:w#e _ 
_ '---" -==-r-·-·--=-¡---o . ..Occ;:¡-,-;o-___ -C--·-·,-.. -'-----. ,. -.- - .· ----- -----~·- -.,-- -,,--_ •.-;~---,•o·,.·--:-:-, '·, .,-: -;: .~···,;,·. «-.. , •·¡, . 

compared t~ the · normalized leve Is of an identÍcaf trallsgene witho~t:fhe :J¡d)/ alieie 

obtained in thé same cross for each Iine_. We rouhct that'in 't.wo'liries (lin~~ 2.:arid 3) 
" -·""'" -· .. - . > .. ; ' . i ·.•.• > .... ··--" '·' ,_ ;:~'. .·;' . . -. 

hay1c2
rv

4 causes suppression of while activity; this ;úppressi<?n w~s .not oh~~~ect ,,\Yith 

hay'c2 and hay"clrvl alleles (Fig. 4). In Iine 1, a smallcincrease of whÍte acitivityLwa'~c 
observed in the presence of hay11c2 and hay11c2rv4. In Hrie nl.lmbeJ:4 tllere was an il11~C>rtan:t' 
increase of the activity in the presence of th~ same alleles, but not with l1~;l1éi¿'. 
Therefore, sorne hay mutations causean in~rease in white gene expression fro~~()fue 
transposon insertions, but a decrease in others. These suggest that mutati()ns in'~ªJl' 
differentially affect transcriptionin a way that depends on the sequences or chrorilosomal 

context that surrounds. the core promoter. Considering that TFIIH is a general 

transcription factor, in theory, the effect ofmutations in it may cause a general reduction 

in transcription, however the observed phenotypes suggest that these mutations may 

affect differentially and in an allelic specific manner the expression of different genes. 

The increase in the white expression observed with sorne hay alleles can be explained if 

this differential effect, produce the decrease in transcription of particular genes that in 

consequence allows others to increase transcription. Also we can not discard the 

possibility that TFIIH function to increase the transcription of sorne genes and to 

decrease the transcription of others. It is interesting to note that these mutations in TFIIH 

ha ve similar effects on TATA plus promoters Iike the hsp 70 (Amín el al., 1994) and 

TATA less promoters Iike the ones present in the horneo tic genes (Kutach and Kadonaga 

2000). 

Concluding rcmarks. Basal transcription factors including RNA polymerase 11 and 

TFIII-1 are fundamental for the proper regulation of gene expression during development. 

These factors interact with specific transcriptional activators that ensure correct spatio­

temporal expression. Both, TFIIH and the RNA polymerase 11, are composed of severa! 

subunits that may interact physically with severa! other complexes involved in 

transcription. Different mutations in these factors may specifically disrupt sorne of these 
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interactions. As a consequence, it is not difficult to. imagine that mutations in a particular . . ... 

region of one of the · components of these factors may affecfthe e~pr.essioti ofsóme genes 

and notofothers. This has afready béen reportea fortheRpÍil4D11'1'"!'~tnuiant<(Parhurst. 
anclI~I~~~~r~~icz, 1991). In.this work, we havefoÚndCthata sÍriJi~~rsitu~ti~~ could 

occurwith TFIIH subunits. On the other hand, a inÜiti2subunít c()~pl~x IikeTFIIH may 

have conformational changes mediatéd by its i,ntera~tior1~ with\jth~I' t;~nscription factors~ 
Sorne conformational changes may be moreaffected than othersiri the presence of sorne 

alleles. We demonstrated that differentgenes, including theDrosophi/a homeotic genes, 

were differentially susceptible to pointmutations in the XPB homologue. hay. Although 

a general reduction in the global transcription may produce phenotypes by affecting 

genes that require high levels of transcription, i.n Drosophila, specific sets of genes are 

affected in an allele-specific manner by TFIIH mutants. From this considerations we 

propose that mutations in components ofthe basal transcription machinery not only may 

produce a reduction of global transc.ription; but also differential alterations. in the 

regulation of gene expression. What genes are more affected by these defects in gene 

regulation depends 011 the nature of the m~tation in the basal transcription ·factor; in °ihis 

case TFIIH. Interestingly, experinié11ts in human cell Iines.ha~e delllbnsÍfat~d that 

mutations in XPD affect the Cdk7 dependent phosphorylatiori ,qfsoi11e hormone nuclear 

receptors, suggesting that this may be one of the ways in which1 th~~e .hutations produce 

specific phenotypes observed in patients (Keriel et. al., 20Ó2}.'. In conclusion we have 

presented evidence that mutant versions of subunits of what it is considered basal 

transcription machinery may cause antagonistic pheno~pes depending on thc gene used 

as reporter of expression. This behaviour may also re't1ect the different cis-regulatory 

information harboured in each gene. Therefore, the results observed in this work, using 

Drosophila, have important implications in the interpretation of phenotypes observed in 

humans affccted in TFIIH. 

METHODS. 

Fly strains. Flies were raised at 25°C on a yeast-sucrose agar medium with either 

Nipagin or propionic acid. Unless otherwise noted ali mutations and chromosome 
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aberrations are described in Lindsley and Zimm, 1992. Control strains in ali the 

experiments were OreR, ru1 h 1 th1 st'c1/sr1 es ca1 or ~1118 Úocks. haj>állelesused in 

thi_s~~~rt_\ye!~"~Hl~~~c• .. h.a;/};~2rv1 ~~dhgJ/'~::~CMciu11~es ~l1~.E1.!JJer,.1'299;•'[able 1 ). The 

domina!ltiupression or enh~ncement 'of hom~'()tic mtitati~ns\y~s'íii~iC>tlcallymapped for 

hay a~d ~pJÚ40"'1'~1! inufations by 'crossirig .females heterozygo~sfor the aforementioned 

mutati611;·~ndth; ch~()moso~e ;u1,h1 fil st1 cu' sr' es ca' or O~eR to males heterozygous 

for a t~ird'óh;bmC>~o~e carrying rú~ h1 th1 st1. Cu1,sr1 es Pr ca1. Single recombinant males 
;. ~·-: "·-···· _, .. , ... · -,;---. ·,.: ': ' .-'.' ·; '· ' , . 

were sele~te'cl an'cl the ·;~cb~bill~nt 'chromosomes balanced and tested for dominant 
' . - ' 

homeotic mutations Pc3
, ScrMsc. Antpscx. Cbx 1 Ubx1

, Ubx 1 and AntpNs. A Iist with the 

description of the alleles used in this work is shown in Table 1. 

Phcnotypic analysis of homcotic transformations. Cuticle preparations and homeotic 

phenotypes were scored under the microscope. The following criteria has been used 

extensively to measure homeotic phenotypes. For Antp gain of function phenotype, the 

penetrance is the number of specimens showing antenna to Jeg transformations divided 

by the total number of scored flies. The expressivity of Sc/dsc and Pc3 was determined by 

counting the number of ectopic sex combs teeth on the second and third legs of at least 

twenty males and comparing them to control first legs containing an average of 10.8 sex 

comb teeth each (100%) (Kennisori and Támkum; 1988). The penetrance of the 

Cbx1 Ubx1 phenotype was measured as the number of flies showing necrosis of the wing 

blade as well as a complete loss of alula divided by the total number of flies scored in 

each experill1ellt (White and Akam, 1985). In the case of the actinomycin D treatment, 

the severiiy of this transformation was measured as a partía) suppression· of the 

previously described phenotypes as the percentage of partially transformed alula that lost 

their wing bristles. 

Quantitativc measurcmcnt of rcd-cye pigments. A P-element containing the mini 

while gene under the control of a minimal hsp70 promoter was used for transgenic fly 

generation. Transgenic flies were constructed following a standard protocol (Spradling 

and Rubín, 1982). Four independent transgenic lines, that only have a single P element, 

were crossed with hay mutant llies. The llanking sequences of the P element insertions 
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were obtained after inverse PCR amplification .of these genomic regions using the 

protocol reported by Huang et al., (2000). Riid-e~e pig;ents from five days old tlies far 

each transgenic line. we~e ·•• iso!ated · and !Wúit_nti fledsepárately · following . the. reported 

protoc~I (Sull.ivan ~,.;,Tiq~qf. :Af~Í~;¡ti~~~~~~asurements wer~ done per. genotype. 

Males ~ndfori1al~;S w,~re;füqc.~s,s.ed~ep~r~ú~Jy.<Válues are expressed as means +/- S.E.M. 

Compadso11s b~t~~~ri·~~~~¿c~~l-e::~~rf~hh~d using analysis ofvariance. As a control far 

these experil116ni~;'tll~ 'red-eye.éólour.from the same transgenic flies without the hay 
,,, '.' .. , '"~:.::: _:¡-;._:_. ···,'/.-: ··' '· . . ., . . ' 

mutations·was·Ciúantitied;. 

Homeotic. phenotype suppression using actinomycin D. Fly medium was prepared 

fallowing the standard recipe. Actinomycin D (Sigma) was added to the medium at 1, 5, 

1 O and 15 µg/ml final concentrations. Crosses were grown in actinomycin D-medium 

supplement media at 25'."C. After eclosion, the homeotic phenotypes were scored as 

previously described. 
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Table 1. Mutant alleles used in this work. 

Gcnotypc 

ru1,h1,hay""1
, vi1/TM68, Tb 1,Dr1 

ru1,h1,hay""1
"'

4
, vi1/TM68, Tb 1,Dr1 

r111,h1,/1ay11
''

2
"'

1
, vi1/TM68, Tb 1,Dr1 

ru1
, h1

, 1h1
, sl1

, c111
, sr1

, e', ca11TM68,Tb1,Dr1 

ru1
, h 1

, hay'"'1, cu1
, sr1

, e·', ca1/TM68,Tb 1,Dr1 

r111
, 171

, hay'"'1"'4, cu1
, sr1

, e', ca1/TM68, Tb 1,Dr1 

ru1, h 1, hay11
'·
1n·1, cu1

, sr1
, e", ca1/TM68,Tb1,Dr1 

cu1 Rp/l /./O"''"'P/TM3,Sb 1 

ru1
, h 1

, lh1,sl1
, e111

, Rpll l ./O"''"'P,sr1,e·',ca1ITM3,Sb 1 

ru1
, h 1

, lh1
, sl1

, cu1
, Rpll l./Ou3

, red1
, e 

Rplll./024s, red1
, e 1 

y', w1; Rpll /.lü4s, red1
, e 1 

ru1 Ji' Ubx 1,e1/TM3,sb 1,Ser1 

AlllpNs/TM68, Tb 1 

/11(JR)Sc1µ.'",r11 1,Scl'1n',p11111A1."',ss1,e1/TM3,Sb 

/11(3 R)P(Pc3
), Pc3 ITM I 

Ub:•/'hxl, Ubx1,g/3 ITM I 

ru1, h 1, sl1
, k11t1• 1, AnlpScx ¡f' e·'ITMJ, Sb1 

B.D.S.C.= Bloomington Drosophila Stock center 

Dcscription 

hypomorphic/antimorphic 

· antimorphic hay allele 

hypomorphic hay allele 

hypomorphiC/antimorphic 

antimorphic hay allele 

hypomorphic hay allele 

maternal effect allele 

maternal effect allele 

lethal recessive allele 

lethal recessive allele 

lethal recessive allele 

amorphic allele 

visible dominan! allele 

ln(3R)84B l-2;84Fl-2 

antimorphic nllele 

neomorphic allele 

visible dominan! allele 
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So urce. 

M. Fuller lab. 

M. Fuller lab 

M. Fuller lab 

M. Fuller lab .. 

This work 

This work 

This work 
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M; Mortin lab 

M .. Mortin lab 

M; Mortin lab 

B.D.S.C. 

J.Kennison lab 
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Table 2. Rp/!140"';,"P, hay"c2 and hay11c2rv.f modify gain offunction ofhomeotic phenotypes 

Gcnotypc Amps,., (a) Sc/'f."'(a) Pc3 (a) Cb.r1 Ub.r 1 (b) Ub.r1 

+/+ 25 23 51 60/307 ( 19) 1/502 (<I) 

ru 1, li', 1'11, si', cu1, sr1, e·', ca1 19 15 16/141 (11) 0/340 (O) 

ru1
, '11

• l1a:/'"2
, cu1

, sr1
• e'. ca1 11 16 107/234 (46) 0/123 (0) 

r11 1, Ji'. haf'''2"'4, cu1, sr1, e·'·. ca1 12 3 21 731138 (53) 0/98 (0) 

n/. '1 1, ha:/"'2"'1, cu1, sr1, e·', ca1 26/164 (16) 0/158 (O) 

n/. li', th 1• st1, c111, Rpll /./O"';"'''. sr1, e'. ca1 3 <I 68/142 (48) 

cu1, Rp/11./0"''"'I' 11 8 541106 (45) 31/195 (16) (ti) 

n/, '1 1• 1//, si', cu1, Rpll /./Oz43, red1, e1 5 8 0/89 (0) 56156 ( 1 OO)(c) 

Rpll/./Ous. red1, e1 10 27 0/131 (0) 0/123 (O) 

y', w1: Rp/11./oAs. red1• e1 31 0/112(0) 01137 (O) 

Reciprocal crosses for almost genotypes produce similar penetrance and expressivity. 

The original cromosome ru1
, h1

, th1
, st1

, cu1
, Rplll40"'imp, sr1

, e", ca1 fails to complement 

Ubx1 but the recombinant cu 1
, Rpll 140"';"'" chromosome does. · In ali genotypes the 

maternal chromosome is indicated first. The full genotypes are indicated in Table 1. 

(a) Expressivity was determined by counting the number of ectopic sex combs teeth on 

the second and third legs of twenty males and comparing to control first legs with an 

average ofl 0.8 sex comb teeth each (100%). 

(hJ Number of flies showing necrosis of the wing blade as well as a complete loss of 

allula divided by the total nuinber of flies. Percentages are given in parentheses. 

(c) Penetra~ce of the Ubx 1 phenotype caused by the Rpl I14QZ.f3 mutation (partial haltere 

to wing transformation). 

(ti) Penetrance of severa) Ubx1 phenotypes caused by the Rplll 40"'1t11
" mutation. This 

includes partial haltere to wing transformation (3%), third leg malformation (8%) and 

loss ofhaltere (5%). 
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Figure l. Effect ofhay and Rp/ /14 owimp mutants on ectopic Ser homeotic 

transformations. The rele\l~rit gel1Ótypes are iridiéated <in· thé figure. A) Suppression 

effect of Rplll40wimf a·11d ~arti~L.s~pression:ef(éciroJ:hay mutations on the ectopic. 

appearance of se~~o1Abf:t~.{~-~?;~c~~~:ft~¿fTJii~;¡P,~Í;-¡;g~-i~ A~tpScx tlies. B) Suppression 

effect of Rpll l40n1f'P:Olutati~n:.bUt'rioFfofhay:áH~Jes on the the appearance of sex combs 

in the second and·thif~;~~-irl·~~s_in~c3 fiies. .· .. ·. 

Figure 2. Effect ofhay ahd RpJÍj4o1';¡~,µ mutants on Ubx homeotic transformations. The 

relevant genotypes are indicated in the figure. A) Enhancement by the Rp/1140 wlmp 

mutation on Ubx Joss-of-function phenotypes. First panel indicates a partial haltere to 

wing transformation, the second panel shows a malformed third lcg and the third panel 

displays the lack of haltere. B) Effect of hay and Rpll 140wimp mutations on ectopic Ubx 

homeotic transfomiations. In the presence of the haynci, hay1c2rv4 and Rp/1140w11
"P alleles 

the Cbx1 Ubx 1 effect is dramatically increased. Note the high degree of necrotic tissue in 

the hay"c2 /Cbx1 Ubx 1 wing and the transformation of wing to haltere in the Rpl/ 140wlmp 

/Cbx1 Ubx1 organism. 

Figure 3. Suppression effect by actinomycin D on ectopic homeotic transfomiations. 

A) Supression of sex combs in second and third legs in ScrAl•c and Pc:3 (B) flies. The 

expressivity was quantified as a function ofact .D concentration. C) Act D suppression of 

alulle Joss in Cbx1 Ubx1 organisms. The.percentage of organisms with loss of the allula 

structures was determined. D) Act D suppression of antenna to Jeg transformations in 

AntpNs tlies. The number of individuals showing transformation is shown as a 

percentage. The viability is presented as the percent of adult organisms obtained at each 

act D concentration from at least 500 embryos. 

Figure 4. while activity determination in transgenic lines in the presence of hay alleles. 

A) Chromosomal and gene Jocation of the different insertion Jines. The namc of the 

gene and the cytological positoin in which the P element was inserted is indicated in the 

figure. The vertical arrow indicates the position in the corresponding gene of the P 

element. The exon-intron organisation for each gene is as it is reported in Gadfly in the 
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BDGP page. B) .White activity measures ofthe different transgenic lines in the presence 

of different ·.hay ~ll~Íes; Tile whÚe activity ~~s qua~tifled.!n~isdring~th(Ldfosopterine 
, - . - '· .... ,,. - ,- ·- .. ,, - . 

pigment.at•le~srten ü~~sfore!l_bh••tran~geriic'.li~é.~~The ~ctlxii:Yá~ (lfjJrcisetÍ.ted in ielative 
-- -; -~'--º -- __ c·~~_o~.:~~:~}:o't=_:';~.~-~~-".:-r:~-,~r~_o:·'~t;·_--"7r- _'~:?;-.~.~-,_:r.· -}(~i'· ·~·"7~---!.}-;:=~: :~'~·:;,,~~-.:- .~~0--._~,~~~---_: \?::~ :-)~~:~-::. -~~~'-~i'.-~ _y~---~_.::_,·~):-... --~-::.<··_· - - ·:. 

units and adjusted)o); \.\íhich ·is· tlle''activity. óbtáiried in!the;co'i'respónderít parental line. 
, -:_ .. '.:::: ._ :·~-~--~:-.:-.:i?~:~-:_·_ ::::.-~-: ::.-.~(·:::::_;. ;,::'.~,:-- ,~.---~::---_--,~:~«)_~- ;;~1:_, --:~-Y~~ -~ :-~:;.::.::'.:.:;.-:'. ~-- .'·~-:~·:. :_· .- :;·;~.;::~~ ·:-'.:<::--·--;~;·~-r;··:~:;:::i'._:-: ',\C:·> .. '\t· ·~:· , .. , 

The'genotyp~s:11re:indicatecl-int?efi~.~re and each~transgenicliiíe(l~4)isindicated·at the 

bottom.~f;t'~e co1'J,~~~l·•·'fh~::v~J~~~ ~l'e m~~~s .+1~~s·:~;'t\!fl (n~ Is~2~); A~t~~isks denote a 

significantdiffere~ce from the p~rentallin~;\p<: o.bo ú-~ . . . . . . . . ' . . 

. ...._,, 
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Fig 4. 
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