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La determinación sexual es un proceso que se conoce bien en Drosophila melanogaster. La caracterización molecular de los genes implicados y su organización jerárquica han sido establecidas, lo que constituye el punto de partida para el aislamiento de genes homólogos en otras especies de insectos y estudiar así los distintos mecanismos de determinación sexual existentes. A pesar de las diferencias en la señal primaria que controla el sexo, según la hipótesis de Wilkins (Wilkins, 1995) existiría una convergencia en la cascada a nivel del gen que ocupa la última posición, el gen doublesex (dsx), que se transcribe en ambos sexos dando lugar a transcritos diferentes por un procesamiento alternativo. Se originan dos proteínas, DsxF y DsxM, que imponen, respectivamente, un desarrollo tipo hembra y tipo macho al regular de forma antagónica la transcripción de los genes de cito-diferenciación sexual. En esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el aislamiento y la caracterización de un gen en Sciara coprophila (Scdsx) homólogo al gen doublesex (dsx) encontrado en otros insectos. 
El gen Scdsx está formado por cuatro exones y tres intrones, y se transcribe, durante todo el desarrollo en los dos sexos dando lugar a cuatro productos de distinto tamaño por un procesamiento alternativo no específico de sexo. El transcrito mayoritario en machos codificaría una proteína putativa, ScDsxM221, de 221 aminoácidos, que carece de la región común del dominio OD2 presente en todas las proteínas DsxM caracterizadas hasta el momento. El transcrito más abundante en hembras codifica una proteína, ScDsxF273, de 273 aminoácidos, homóloga a la proteína DsxF de otros insectos. Las otras dos proteínas tipo hembra están muy poco representadas y se corresponden con proteínas ScDsxF273 truncadas.

El transcrito primario de Scdsx sigue los dos patrones alternativos, de hembra y de macho, en los dos sexos, aunque la efectividad de estos dos patrones si parece ser específica de sexo, lo cual requeriría de la existencia de factores específicos, en hembras o en machos, que determinasen esas diferencias sexuales en la efectividad de los dos tipos del procesamiento. Al contrario de lo que ocurre en otros dípteros, en Sciara el procesamiento del transcrito primario del gen dsx es independiente de la proteína Transformer.

Mediante la generación de un anticuerpo policlonal específico contra la región carboxilo-terminal de la proteína ScDsxF273 hemos determinado que dicha proteína está presente en cantidades similares en los dos sexos, durante todo el desarrollo y la vida adulta. Hemos generando un anticuerpo policlonal contra la región carboxilo-terminal específico de la proteína ScDsxM221. Sin embargo, no hemos podido detectar su presencia ni en hembras ni en machos. 

Hemos producido moscas de Drosophila melanogaster transgénicas para las proteínas ScDsxF273 y ScDsxM221. Hemos determinado que ScDsxF273 y ScDsxM221 activan y reprimen, respectivamente, los genes de las vitelogeninas de la misma forma que lo hacen las propias proteínas DsxF y DsxM, respectivamente, de Drosophila. 

Con respecto a la organización molecular, el gen dsx de Sciara comparte características encontradas en el gen dsx de los otros insectos y posee características propias. 

Colectivamente, todos estos resultados sugieren que el gen dsx no tendría el papel clave discriminatorio de la determinación sexual en Sciara, al contrario de lo que ocurre en los insectos donde dsx ha sido caracterizado; y que la organización molecular del gen dsx de Sciara podría representar la organización mas próxima a la organización ancestral conocida de este gen en los insectos, de la cual evolucionarían los otros ortólogos de dsx. 
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ABREVIATURAS XE "ABREVIATURAS" 
(32P-dCTP: desoxi-citidina trifosfato marcada con (32P

(g: microgramo

(l: microlitro

(M: micromolar
aa: aminoácido

ADN: ácido desoxirribonucleico

ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario

Ala: alanina

arm: armadillo

Arg: arginina

ARN: ácido ribonucleico

ARNm: ácido ribonucleico mensajero

ARNt: ácido ribonucleico total

BSA: seroalbúmina bovina (bovine serum albumine) 
ºC: grados centígrados

CyO,Cy: alelo mutante del gen Curly-o

Cys: cisteina

dNTP: desoxinucleótido trifosfato

dsx: doublesex

dsx1: alelo mutante del gen doublesex

DsxRE: elemento repetido de doublesex (doublesex repeat element) 
EDTA: ácido etilendiamintetraacético 

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoadSorbent Assay
FBE: potenciador del cuerpo graso (fat body enhancer) 

fru: fruitless

g: gramo

Gal: galactosidasa

Gly: glicina

His: histidina

Hs: choque térmico (heat shock)

IgG: inmunoglobulina G

IPTG: isopropil (-D-1-tiogalactopiranósido

ix: intersex

Kb: kilopares de bases

KDa: kiloDalton

l: litro

LB: medio de Luria-Bertani

M: molar
mg: miligramo

MgCl2: cloruro de magnesio

ml: mililitro

mM: milimolar

ng. nanogramo

ORF: marco abierto de lectura (open reading frame)

PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida (polyacrilamide gel electrophoresis)

pb: par de bases

PCR: reacción de la polimerasa en cadena (polymerase chaín reaction)

PBS: tampón fosfato salino

PBST: tampón fosfato salino con 0.1% de Tween-20

PMSF: fenilmetilsulfonil fluoruro

poli-A: ácido poliadenílico

poli-U: ácido poliuracílico

PRE: potenciador rico en purinas (purine rich enhancer)

RACE: amplificación rápida de los extremos de ADNc (rapid amplification cDNA ende)

rpm: revoluciones por minuto

RT: retrotranscripción

Sb:  alelo mutante del gen Stuble

SDS: dodecil sulfato sódico (sodium dodecyl sulfate)

SSC: citrato sódico salino

Sxl: Sex-lethal
TBE: tampón tris bórico EDTA

TE: tampón tris EDTA

Tris: Tris(hidroximetil)amino-metano

tra: transformer

tra-2: transformer-2
U: unidad

UTR: región no traducida (untranslated region) 

w: alelo mutante del gen white

w+: alelo silvestre del gen white

y: alelo mutante del gen yellow
yp: vitelogenina (yolk protein)

Introducción XE "Introducción" 



La perpetuación de las especies a través de la reproducción sexual es la regla general dentro del Reino Animal. Machos y hembras son diferentes desde el punto de vista morfológico, fisiológico y de conducta. Este diformismo sexual es debido a la integración de dos procesos: determinación sexual y diferenciación sexual. La determinación sexual es el proceso que hace que el embrión siga un desarrollo de macho o de hembra. Los genes responsables se denominan genes de determinación sexual. La diferenciación sexual hace referencia a la expresión de los genes de citodiferenciación, controlados por los genes de determinación sexual, cuya expresión da lugar a la formación de las estructuras sexuales dimórficas que caracterizan a hembras y machos adultos.

1 
Mecanismos de determinación sexual en insectos XE "Introducción:1 
Mecanismos de determinación sexual en insectos" 
Existen distintos mecanismos de determinación sexual en el Reino Animal, estando todos ellos representados en los insectos. No obstante, estos mecanismos pueden englobarse en tres tipos básicos en función de cual sea la señal primaria que determine el sexo: constitución cromosómica o genética del cigoto, efecto materno y condiciones ambientales.

La determinación sexual puede estar determinada por la constitución cromosómica del cigoto. Este mecanismo implica diferencias cromosómicas, de tal forma que un sexo es homomórfico y el otro sexo es heteromórfico para los cromosomas sexuales. Así, hay insectos en los que las hembras son el sexo homomórfico (XX) y los machos son el sexo heteromórfico (XY). El ejemplo más representativo de esta situación tiene lugar en Drosophila melanogaster (la mosca del vinagre), donde la determinación sexual está basada en la razón entre el número de cromosomas X y el número de juegos haploides de autosomas, siendo las hembras 2X;2A y los machos X;2A (X hace referencia al cromosoma X y A hace referencia al complemento haploide de autosomas). En otras especies, el sexo heteromórfico es portador de un factor determinante de macho que puede estar localizado en el cromosoma Y, como es el caso de los trefrítidos Ceratitis capitata (la mosca mediterránea de la fruta), Bactrocera oleae (la mosca del olivo) y Anastrepha obliqua (la mosca de la fruta) o de Musca domestica (la mosca doméstica), si bien en esta última, el factor de masculinidad puede encontrarse en un autosoma. Sin embargo, existen también insectos, como los lepidópteros, en los que ocurre lo contrario, constituyendo los machos (ZZ) el sexo homomórfico y las hembras (ZW) el sexo heteromórfico. En otros casos, las diferencias cromosómicas son debidas a la existencia de un sistema haplo-diploide como es el caso de Apis mellifera (la abeja), siendo las hembras diploides y los machos haploides. 

En la mayoría de las especies, entre las que se incluyen las mencionadas, la constitución cromosómica del cigoto es consecuencia directa de la constitución cromosómica de los gametos (Bull, 1983). Sin embargo, en otras especies, las diferencias cromosómicas responsables de determinar el sexo son consecuencia del comportamiento especializado de los cromosomas sexuales en los primeros estadíos del desarrollo embrionario. En las especies de dípteros de Sciara (mosquito del hongo), todos los cigotos comienzan con una constitución cromosómica 3X;2A (donde dos cromosomas X provienen del padre y un cromosoma X de la madre). Se produce, en estos, una eliminación diferencial de los cromosomas sexuales. La pérdida de un cromosoma X paterno origina un cigoto 2X;2A que dará lugar a una hembra, mientras que la pérdida de los dos cromosomas X paternos origina un cigoto X0;2A que dará lugar a un macho. En los cóccidos (la cochinilla), tanto la eliminación diferencial de los cromosomas paternos, como la heterocromatinización de los mismos, originan cigotos diploides o haploides que se desarrollarán en hembras o machos, respectivamente.

A nivel genético, el sexo puede estar controlado por un único locus o por varios loci (Bull, 1983). Un ejemplo es la abeja, donde un único locus con varios alelos, llamado Complementary Sex Determination (CSD), determina el sexo del cigoto. Las hembras son siempre heterocigotas para este locus mientras que los machos pueden ser homocigotos (estériles) o hemicigotos (fértiles), y por tanto, haploides (Beye et al., 2003).

Un ejemplo de determinación sexual debida a un efecto materno ocurre en Chrysomya rufifacies (la mosca azul o mostarda), donde el sexo del cigoto es determinado exclusivamente por el genotipo de la madre. En esta especie existen dos tipos de hembras. Las hembras ginogénicas son heterocigotas para un gen F, que codifica un factor materno que es depositado en los oocitos durante la oogénesis y que impone el desarrollo de hembra a los cigotos derivados de este oocito. Por tanto, estas hembras sólo producen hembras en su descendencia. Las hembras androgénicas, al igual que los machos, son homocigotas para el alelo recesivo f, que no produce factor materno, por lo que sólo producen machos en su descendencia.

Finalmente, los factores ambientales pueden ser los responsables de determinar el sexo. Es conocido el efecto de la temperatura en algunas especies de ciáridos, donde la razón sexual (machos versus hembras) puede desviarse del valor 1 que toma a nivel poblacional.

Todos estos mecanismos se dan en los insectos, por lo que constituyen un modelo experimental adecuado para el estudio evolutivo de dichos mecanismos. En Sciara los tres tipos de mecanismos se dan de forma concatenada, por lo que este organismo representa un modelo clave para el estudio integrado de los distintos mecanismos de determinación sexual que han ido apareciendo a lo largo de la evolución.

2
La base genética de la determinación sexual en Drosophila melanogaster XE "Introducción:2
La base genética de la determinación sexual en Drosophila melanogaster" 

El sistema de determinación sexual de referencia es el que presenta D. melanogaster ya que ha sido rigurosamente analizado. Las relaciones epistáticas existentes entre los genes de determinación sexual revelan que están organizados jerárquicamente (Figura 1), de modo que el producto de un gen controla el procesamiento específico de sexo del pre-ARNm del gen que se encuentra por debajo en la cascada (Sánchez et al., 2005). El gen Sex-lethal (Sxl) ocupa la posición superior en la cascada de determinación sexual; su producto controla el procesamiento de su propio pre-ARNm, así como el procesamiento del pre-ARNm del gen transformer (tra). La proteína Tra junto con el producto constitutivo del gen transformer2 (tra2) controlan el procesamiento específico de sexo del pre-ARNm del último gen en la cascada, doublesex (dsx), que se transcribe en ambos sexos dando lugar a proteínas diferentes, DsxM y DsxF.


La señal primaria que determina el sexo es la señal X;A (razón entre el número de cromosomas X y el número de juegos haploides de autosomas). En individuos 2X;2A esta señal X;A tiene un valor de 1, lo que determina el desarrollo de hembra, mientras que en individuos 1X;2A la señal X:A tiene un valor de 0.5, lo que determina el desarrollo de macho (Cline, 1993). 
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Figura 1. Cascada genética de la determinación sexual en D. melanogaster. SxlF y SxlM indican proteína Sxl funcional y no funcional, respectivamente. TraF y TraM indican proteína Tra funcional y no funcional, respectivamente. DsxF y DsxM indican proteína Dsx funcional de hembra y macho, respectivamente. FruM indica proteína Fru funcional  específica de macho. En los machos, el valor de 0.5 de la señal X;A, conlleva a que se produzcan por defecto las proteínas SxlM, TraM, DsxM y FruM. En hembras, la señal X;A tiene un valor de 1 y se producen proteínas SxlF, TraF y DsxF. Las proteínas Tra-2, Ix y Her son producidas en ambos sexos.  SNC hace referencia al sistema nervioso central (Sánchez, 2008).

El gen Sex-lethal (Sxl) tiene dos promotores, un promotor temprano y un promotor tardío (Salz et al., 1989). En respuesta a la señal X;A se activa, sólo en los cigotos 2X;2A, el promotor temprano del gen, lo que da lugar a la formación de proteína Sxl temprana sólo en hembras. Una vez se llega al estadío de blastodermo, la señal X;A ya no se necesita y queda fijada la actividad de Sxl (Sánchez and Nöthiger, 1983; Bachiller and Sánchez, 1991) gracias a su capacidad de autorregulación. Esta capacidad de autorregulación positiva, por medio de la cual la proteína Sxl participa en el procesamiento de su propio transcrito primario, proporciona la memoria celular para el desarrollo de hembra (Cline, 1984). 

Más tarde en el desarrollo, después del blastodermo, se activa el promotor tardío de este gen en ambos sexos, produciéndose transcrito tardío de Sxl durante el resto del desarrollo y la vida adulta. Los transcritos tardíos de los machos son idénticos a los de las hembras, excepto por la presencia en ellos de un exón (L3) adicional que contiene un codón de parada de la traducción, produciendo una proteína Sxl truncada. En hembras, se produce un procesamiento alternativo debido a la unión de la proteína Sxl temprana a secuencias de polipirimidinas (poli-U) localizadas en los intrones 2 y 3 que flanquean al exón específico de macho (L3), produciéndose un ARNm que no presenta dicho exón y que, por tanto, origina proteína Sxl tardía funcional (Bell et al., 1988). 

El gen tra se transcribe en machos y hembras, pero su transcrito primario sigue un procesamiento alternativo específico de sexo. El pre-ARNm del gen tra tiene dos sitios 3’ de procesamiento alternativo en el intrón 1, uno específico de hembra (distal) y otro no específico de sexo (proximal). Cuando éste último es usado, se genera un transcrito que contiene un codón de parada de la traducción dentro del marco abierto de lectura, generándose, por tanto, una proteína Tra truncada y no funcional. En hembras, debido a la presencia de la proteína Sxl, que compite con el factor de procesamiento U2AF (U2 auxiliary factor) por unirse al tracto de poli-U del sitio 3’proximal, aproximadamente la mitad del pre-ARNm de tra es procesado de forma diferente. El factor U2AF, al no poder unirse al sitio 3’proximal, se va a unir al tracto de polipirimidinas del sitio 3’distal, específico de hembra, por el que presenta una menor afinidad. De esta forma, el codón de parada de la traducción no es introducido y se origina una proteína Tra completa y funcional (Boggs et al., 1987; Belote et al., 1989; Valcárcel et al., 1993). La proteína Tra junto con el producto del gen constitutivo transformer2 (tra2) controla el procesamiento específico de sexo del pre-ARNm del gen doublesex (dsx). 


El gen dsx es el último gen de la jerarquía genética que controla la determinación sexual. Se transcribe en ambos sexos dando lugar a transcritos diferentes. Como consecuencia, se obtienen dos proteínas, ambas funcionales: DsxM, en machos, y DsxF, en hembras, que tienen una función antagónica en la regulación transcripcional de genes responsables de la diferenciación sexual terminal.

La proteína Tra junto con el producto constitutivo del gen tra2 controla también el procesamiento alternativo específico de sexo del pre-ARNm del gen fruitless (fru). Este gen, al igual que dsx, está involucrado en el desarrollo sexual masculino del sistema nervioso central (Rideout et al., 2007) requerido para el cortejo en los machos (Shirangi et al., 2006). El gen fru es un gen complejo que presenta cuatro promotores. Se transcribe en ambos sexos generando distintos tipos de transcritos por procesamiento alternativo de su transcrito primario. El promotor P1 únicamente funciona en un grupo reducido de neuronas del sistema nervioso central, en varias regiones del cerebro, y en el ganglio ventral (Billeter et al., 2002; 2006). El procesamiento alternativo del pre-ARNm transcrito a partir de este promotor está regulado por el complejo Tra-Tra2. En las hembras, la unión de este complejo al pre-ARNm determina la incorporación de un exón específico de hembra que tiene codones de parada de la traducción, generándose una proteína Fru no funcional. En machos, donde la proteína Tra no está presente, el exón específico de hembra no se incorpora. Se produce, entonces, proteína FruM funcional (Ryner et al., 1996; Heinrichs et al., 1998; Goodwin et al., 2000). Los promotores P2-P4 funcionan en tejidos neuronales y no neuronales en estadíos embrionarios y codifican proteína funcional en ambos sexos. 
El gen hermaphrodite (her) tiene una dualidad de función. Su expresión materna es necesaria para la activación temprana de Sxl, mientras que su expresión cigótica es necesaria para la diferenciación terminal de hembra y algunos aspectos de la diferenciación terminal de macho (Pultz and Baker, 1995; Li and Baker, 1998).
El gen intersex (ix) se transcribe en ambos sexos dando lugar a un pre-ARNm que no sigue un procesamiento específico de sexo, por lo que la proteína Ix está presente en machos y en hembras. Se ha demostrado la interacción de esta proteína con DsxF, pero no con DsxM, formándose un complejo con capacidad de unión al ADN que estaría implicado en la activación de los genes de diferenciación sexual de hembra (Chase and Baker, 1995; Waterbury et al., 1999; Garrett-Engele et al., 2002).

3 
El gen doublesex de Drosophila melanogaster XE "Introducción:3 
El gen doublesex de Drosophila melanogaster" 
El gen dsx está compuesto por seis exones y se transcribe en ambos sexos dando lugar a transcritos diferentes por un procesamiento alternativo. Los tres primeros exones son comunes en machos y hembras, mientras que el exón 4 es específico de hembra y los exones 5 y 6 son específicos de macho. En machos, debido a la ausencia de proteína Tra, el procesamiento tiene lugar, por defecto, produciéndose el mensajero que codifica la proteína DsxM, que determina el desarrollo sexual de macho (Burtis and Baker, 1989; Hoshijima et al., 1991). El procesamiento tipo hembra produce un mensajero que codifica la proteína DsxF, responsable del desarrollo sexual femenino (Hedley and Maniatis, 1991; Inoue et al., 1992; Tian and Maniatis, 1993). Las proteínas DsxM y DsxF son factores de transcripción que presentan una región amino terminal común y una región carboxilo terminal específica (Figura 2). 
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Figura 2.  Estructura y patrón de expresión del gen dsx de D. melanogaster. Los rectángulos coloreados representan los exones: en verde los exones comunes a ambos sexos, en rojo el exón específico de hembra y en azul los exones específicos de macho. Las regiones 5´UTR y 3´UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los sitios de poliadenilación (AAA) y los dominios OD1 y OD2. Las líneas de color negro representan los intrones. (A) Organización molecular del gen. El procesamiento del pre-ARNm se representa con líneas de color rojo, procesamiento tipo hembra, y azul, procesamiento tipo macho. (B) Transcritos específicos de hembra y de macho resultado del procesamiento alternativo. (C) Esquema de las proteínas DsxF y DsxM.

3.1 Procesamiento alternativo XE "Introducción:El gen doublesex de Drosophila melanogaster:3.1 Procesamiento alternativo" 
En las hembras, la proteína Tra, presente sólo en este sexo, forma un complejo con la proteína Tra-2, de carácter constitutivo (Amrein et al., 1988; Mattox et al., 1991). Ambas proteínas tienen dominios SR (Serina/Arginina) y van a reclutar a otros factores generales de procesamiento de esta familia de proteínas SR por medio de la interacción entre estos dominios. La proteína Tra2, así como las proteínas SR, tienen también dominios RRM (dominio de reconocimiento de ARN), que no se han encontrado en la proteína Tra. Por ello, aunque Tra es un componente esencial, no parece contactar directamente con el ARN (Sciabica et al., 1996). 

Así, el complejo Tra-Tra2 interacciona con la proteína RBP1, proteína SR, y se une, en la primera mitad del exón 4 del pre-ARNm del gen dsx, al elemento DsxRE (doublesex repeat element) y al elemento PRE (purine-rich element), reclutando al factor de procesamiento U2AF y a otros componentes de la maquinaria general de procesamiento (Figura 3). El potenciador DsxRE, formado por seis repeticiones de una secuencia de 13 nucleótidos (UC(U/A)(U/A)C(A/G)AUCAACA), se encuentra situado a 300 nucleótidos aguas abajo del sitio 3´ de procesamiento del intrón 3, y el elemento PRE entre las repeticiones 5 y 6 de este potenciador. Como consecuencia, este sitio 3´ de procesamiento del intrón 3, que es un sitio débil porque su secuencia se aleja de la consenso, es reconocido en lugar del sitio 3’ de procesamiento del intrón 4, y el exón 4 es incorporado al ARNm. Por medio de este procesamiento tipo hembra, se origina la proteína DsxF, de 427 aminoácidos, responsable del desarrollo sexual femenino. En los machos, debido a la ausencia de Tra, el procesamiento tiene lugar, por defecto, usándose el sitio 3’ del intrón 4, no incorporándose el exón 4 al ARNm y sí los exones 5 y el 6, originándose la proteína DsxM, de 549 aminoácidos, que determina el desarrollo sexual de macho.

3.2 Proteínas DsxF y DsxM XE "Introducción:3  El gen doublesex de Drosophila melanogaster:3.2 Proteínas DsxM y DsxF" 
Las proteínas DsxF y DsxM tienen dos dominios de oligomerización (OD). El domino OD1 está localizado en la región amino terminal común de ambas proteínas y contiene un dominio DM (Doublesex y Mab-3), de unión a ADN, con seis aminoácidos (Cys, His, His, Cys, Cys y Arg) sin los cuales dicha unión no puede producirse. Tiene una estructura de dedo de zinc que no se corresponde con ninguna de las tres clases de este tipo de dominios de unión a ADN, debido a que, aunque posee pares de cisteína e histidina separados por una región de residuos hidrofóbicos, éstos no están en la posición canónica (Harrison, 1991). La secuencia consenso de ADN a la que se unen las proteínas Dsx está formada por 13 nucleótidos: (G/A)NNAC(A/T)A(T/A)GTNN(C/T). Esta secuencia forma un palíndromo de seis nucleótidos (G/A)NNAC(A/T) alrededor del par de bases central (Erdman et al., 1996). 
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Figura 3. Procesamiento alternativo del pre-ARNm del gen dsx de D. melanogaster. Los rectángulos coloreados representan los exones: en verde el exón 3 común a ambos sexos en rojo el exón 4 específico de hembra y en azul el exón 5 específico de macho. Se indican el codón de parada de la traducción y el dominio OD2. Las líneas de color negro representan los intrones. El procesamiento del pre-ARNm se representa con líneas de color rojo, procesamiento tipo hembra, y azul, procesamiento tipo macho. Dentro del exón específico de hembra se señalan los sitios de unión de Tra-Tra2: en amarillo se representa los potenciadores DsxRE y en morado el elemento PRE. El complejo Tra-Tra2 activa el sitio 3´ de procesamiento (3’ss) del intrón que precede al exón 4 específico de hembra .


El dominio OD2, que permite la unión a proteínas de la maquinaria transcripcional, presenta una región que es común a DsxF y DsxM, y una región específica de sexo que únicamente está presente en la región carboxilo terminal de la proteína DsxF. La región común del dominio OD2 tiene una estructura de hélice alfa con una región anfipática que constituye la base molecular de las interacciones proteína-proteína. El extremo carboxilo terminal de ambas proteínas tiene también estas características anfipáticas. De esta forma, puede producirse la homodimerización y la heterodimerización de Dsx. El dominio específico de DsxF es esencial para su función (Erdman et al., 1996).

3.3
Función XE "Introducción:3  El gen doublesex de Drodophila melanogaster:3.3
Función" 
DsxF y DsxM tienen una dualidad funcional antagónica en la regulación transcripcional de genes responsables de la diferenciación sexual terminal. DsxM previene la expresión de genes específicos de la diferenciación de hembra, mientras que participa en la expresión de los genes de diferenciación de macho. DsxF, en cambio, previene la expresión de éstos genes, mientras que interviene en la expresión de los genes específicos de la diferenciación sexual de hembra (Jurnisch and Burtis, 1993; Sánchez et al., 2001; Keisman et al., 2001). 

La función de Dsx mejor caracterizada a nivel molecular es la regulación de la expresión de los genes de las vitelogeninas (yolk proteins genes, yps) responsables de proveer aminoácidos al embrión en desarrollo y transportar hormonas esteroideas, en su forma inactiva, al oocito, para ser liberadas durante la vitelogénesis. Se han identificado tres genes yps: yp1, yp2 e yp3, que codifican respectivamente para las glicoproteínas YP1, YP2 e YP3. Su síntesis tiene lugar en el cuerpo graso, estructura similar al hígado de vertebrados, de hembras adultas, y en las células foliculares de los ovarios. Las proteínas sintetizadas en el cuerpo graso son secretadas a la hemolinfa para ser transportadas al oocito, mientras que las sintetizadas en las células foliculares son secretadas unidireccionalmente hacia el oocito. Una vez en el oocito, quedan almacenadas en gránulos para su utilización en la embriogénesis. Los genes yp1 y yp2 están bajo el control de dsx en el cuerpo graso. Las proteínas Dsx ejercen su función  mediante la unión a un potenciador de 127 nucleótidos, FBE (Fat Body Enhancer), situado entre ambos genes. DsxF activa los genes yps, mientras que DsxM los inhibe (Bownes, 1994). La represión ocurre porque DsxM se une directamente al FBE en los machos, interfiriendo la acción de este potenciador. Este mecanismo puede implicar la competición con proteínas activadoras por la unión a este sitio, la interacción directa con proteínas activadoras que causan su inactivación o la interferencia directa con proteínas de la maquinaria transcripcional (Burtis et al., 1991). En los individuos intersexuales, en los que ambas proteínas, DsxF y DsxM, pueden estar simultaneamente presentes o ausentes, los genes yps están desregulados y puede detectarse una expresión basal de los mismos (Bownes and Nöthiger, 1981). La expresión de los genes yps en las células foliculares no se encuentra bajo el continuo control de dsx. El ovario está preprogramado para sintetizar YPs en un determinado estadío del desarrollo, estadío 8-11 de la oogénesis. Así, los genes de la determinación sexual establecen el desarrollo apropiado de los órganos reproductores en machos y hembras a comienzos del desarrollo, pero no son requeridos para la expresión específica de genes en el tejido maduro. En el cuerpo graso, por el contrario, al estar presente en ambos sexos, sí que es necesaria una regulación posterior. El gen yp3 presenta unas secuencias, en su región 5’ no codificante, responsables de conferir su expresión en el ovario y en el cuerpo graso. 
Existen otros factores, además de la cascada de determinación sexual, que intervienen en la expresión de los genes yps y que contribuyen a que tenga lugar una correcta regulación sexual, temporal y espacial durante el desarrollo. Así, los nutrientes y dos hormonas que regulan la metamorfosis pueden influir en los niveles de YPs. La hormona juvenil y la ecdisona incrementan la síntesis de YPs en el cuerpo graso, mientras que en el ovario es sólo la ecdisona (Bownes, 1994).

4
Genes de la determinación sexual en otros insectos XE "Introducción:4
Genes de la determinación sexual en otros insectos" 
El estudio de la evolución de los mecanismos que controlan la determinación sexual en los insectos ha sido abordado mediante el aislamiento en otros insectos (Figura 4) de los homólogos de los genes que controlan este proceso en D. melanogaster. La idea subyacente es determinar cómo ha podido cambiar la cascada de los genes de la determinación sexual a lo largo de la evolución, desde los insectos más primitivos a los insectos más evolucionados como son los drosofilidos. A continuación se resume el estado actual de este análisis. 

4.1
El gen Sex-lethal XE "4.1
El gen Sex-lethal" 
El gen Sxl ha sido caracterizado en otras especies de Drosophila: D. virilis (Bopp et al., 1996) y D. pseudoobscura (Penalva et al., 1996). Como en D. melanogaster, la regulación de Sxl ocurre por un procesamiento alternativo específico de sexo: el ARNm en machos tiene un exón adicional que contiene codones de parada de la traducción. En D. virilis, Sxl presenta, a continuación del último codón de parada de la traducción de este exón, otro marco abierto de lectura, generando una proteína Sxl que es idéntica a la de las hembras excepto por los primeros 25 amino ácidos de la región amino terminal. La proteína Sxl de macho es acumulada fundamentalmente en el ectodermo del embrión, lo que sugeriría un papel en el desarrollo del sistema nervioso central (Bopp et al., 1996). Esta misma proteína también ha sido detectada en otras especies (D. americana, D. flavomontana y D. borealis) (Bopp et al., 1996).

Fuera del género Drosophila, Sxl ha sido caracterizado en los dípteros Chrysomya rufifacies (Müller-Holtkamp, 1995), Megaselia scalaris (mosca fórido) (Sievert et al., 1997, 2000), Musca domestica (Meise et al., 1998) y los tefrítidos Ceratitis capitata (Saccone et al., 1998) y Bactrocera oleae  (Lagos et al., 2005), pertenecientes al suborden Brachycera, y en Sciara ocellaris (Ruiz et al., 2003), Sciara coprophila, Rynchosciara americana y Trichosia pubescens (Serna et al., 2004), pertenecientes al suborden Nematocera. Sxl también ha sido caracterizado en el lepidóptero Bombyx mori (gusano de la seda) (Niimi et al., 2006). El gen Sxl de estas especies no muestra una regulación específica de sexo, produciéndose la misma proteína Sxl en machos y en hembras. Así, Sxl no parece jugar el papel clave en el control de la determinación sexual que tiene en los drosofilidos, lo que sugiere que Sxl ha adquirido esta función durante la evolución del linaje de Drosophila.
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Figura 4. Clasificación de los insectos citados en esta tesis.  En rojo se muestras las especies mencionadas. Esquema modificado de Sánchez, 2008.

4.2
El gen transformer XE "4.2
El gen transformer" 
El gen tra ha sido caracterizado en las siguientes especies del género Drosophila: D. simulans, D. mauritiana, D. sechellia, D. erecta (O´Neil and Belote, 1992; Kulathinal et al., 2003), D. hydei y D. virilis. Su comparación con el gen tra de D. melanogaster revela un elevado grado de divergencia. El gen tra de D. virilis provee parcialmente la función tra+ en moscas de D. melanogaster mutantes para este gen (O´Neil and Belote, 1992).

Fuera de los drosofilidos, el gen tra ha sido caracterizado, en los tefrítidos C. capitata (Pane et al., 2002; 2005), B. oleae  (Lagos et al., 2007) y en doce especies de Anastrepha: A. obliqua, A. ludens, A. serpentina, A. striata, A. bistrigata, A. grandis, A. amita, A. sororcula, A. sp1. aff. fraterculus, A. sp2. aff. fraterculus, A. sp3. aff. fraterculus y A. sp4. aff. Fraterculus (Ruiz et al., 2007). En todos estos tefrítidos, el gen tra muestra autorregulación positiva caracterizada por la función de la proteína Tra en el procesamiento de su propio transcrito primario, de modo que en hembras se produce proteína Tra funcional, mientras que en machos se produce proteína Tra truncada no funcional. Además, el gen tra de C. capitata (Pane et al 2005) y de Anastrepha obliqua (Ruiz y Sánchez, comunicación personal) provee parcialmente la función tra en moscas de D. melanogaster mutantes para este gen.

4.3
El gen transformer2 XE "4.3
El gen transformer2" 
Se ha caracterizado el gen tra2 en D. virilis (Chandler et al., 1997) que codifica unas isoformas proteicas análogas a las de D. melanogaster.

Fuera del género Drosophila, tra2 ha sido caracterizado en M. domestica (Burghardt et al., 2005). Este gen se transcribe en los dos sexos y su función es requerida, tanto para el procesamiento específico de hembra del pre-ARNm del gen dsx, como para la actividad autocatalítica del gen F (Burghardt et al., 2005), gen clave en la determinación sexual de este insecto (Dübendorfer et al., 2002).

4.4
El gen doublesex XE "4.4
El gen doublesex" 
El gen dsx ha sido caracterizado en los dípteros M. scalaris (Sievert et al., 1997; Kuhn et al., 2000), M. domestica (Hediger et al., 2004), Anopheles gambiae (el mosquito) (Scali et al., 2005), B. tryoni (mosca de la fruta “Queensland”) (Shearman and Frommer, 1998), B. oleae (Lagos et al., 2005), B. dorsalis (la mosca de la fruta oriental) (Chen et al., 2008), C. capitata (Saccone et al., 2002) y en las once de las especies de Anastrepha antes mencionadas (Ruiz et al., 2007). El gen dsx también ha sido aislado en el himenóptero A. mellifera (Cho et al., 2007) y en el lepidóptero B. mori (Ohbayashi et al., 2001; Suzuki et al., 2001). 

La organización molecular del gen varía entre estos insectos, pero en todos ellos dsx presenta un procesamiento alternativo específico de sexo, lo que da lugar a proteínas putativas Dsx específicas de macho y hembra, que, como en Drosophila, comparten el extremo amino terminal y difieren en el carboxilo terminal.
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Figura 5. Estructura y patrón de expresión del gen dsx de D. melanogaster (A), A. gambiae (B), B. mori (C) y A. mellifera (D). Los rectángulos coloreados representan los exones: en verde los exones comunes a ambos sexos, en rojo los exones específicos de hembra y en azul los exones específicos de macho. Las regiones 5’UTR y 3’UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los dominios OD1 y OD2 y los sitios de unión del complejo Tra-Tra2 (punto negro). Las líneas de color negro representan los intrones. El procesamiento del pre-ARNm tipo hembra se representa con líneas de color rojo y el procesamiento tipo macho con líneas de color azul. (E) Relación filogenética existente y tiempo aproximado de divergencia de D. melanogaster , A. gambiae, B. mori  y A. mellifera.
El mecanismo del procesamiento específico de sexo descrito para Drosophila, es aplicable al pre-ARNm dsx de los dípteros donde dicho gen se ha caracterizado. En estos dípteros se han encontrado sitios putativos de unión del complejo Tra-Tra2 en el exón específico de hembra. Esto sugiere que el procesamiento que tiene lugar por defecto es el de macho, mientras que el de hembra requiere la proteína Tra, que sólo está presente en este sexo. La unión del complejo Tra-Tra2 al exón específico de hembra determinaría que el sitio 3’ de procesamiento del intrón que precede a dicho exón, que es débil, participe en el procesamiento, incorporándose así dicho exón en el ARNm de hembra. Una excepción en los dípteros es el mosquito A. gambiae, donde el sitio 3´ de procesamiento que precede al exón específico de hembra del pre-ARNm de dsx no es un sitio débil de procesamiento. Pero al igual que ocurre en el resto de los dípteros, si existen secuencias putativas de unión de Tra-Tra2, localizadas cerca del extremo 3’ del exón específico de hembra, por lo que en el mosquito, la incorporación del exón específico de hembra parece ocurrir por activación del sitio 5’ de procesamiento del intron que sigue al exón específico de hembra (Scali et al., 2005), como ocurre con el pre-ARNm fruitless de Drosophila.

Al igual que ocurre en A. gambiae, el pre-ARNm de dsx del lepidóptero B. mori y del himenóptero A. mellifera no presenta un sitio débil 3´ de procesamiento específico de hembra. Sin embargo, al contrario de lo que ocurre en Anopheles, no se han identificado secuencias putativas de unión del complejo Tra-Tra2 (Suzuki et al., 2001; Cho et al., 2007). En B. mori, se ha visto que el procesamiento tipo hembra del pre-ARNm de dsx ocurre por defecto (Suzuki et al., 2001). Se ha identificado una proteína, BmPSI, que en los machos se une específicamente al exón 4 inhibiendo la incorporación de los exones 3 y 4 específicos de hembra en el ARNm (Suzuki et al., 2008)

A diferencia de otros insectos, en A. mellifera existen dos transcritos específicos de hembra que difieren en el sitio de terminación de la transcripción. El transcrito que se ha denominado F1 es igual al transcrito de macho excepto porque incorpora el exón específico de hembra. Es decir, es una situación que recuerda a la encontrada en B. mori y A. gambiae, donde los transcritos de macho y hembra comparten los dos exones finales. Por el contrario, el transcrito denominado F2 es diferente al transcrito específico de macho en la región 3’ terminal ya que no posee los dos exones específicos de macho. Se trata, por tanto, de una situación similar a la que tiene lugar en D. melanogaster y otros dípteros. Por último, se ha observado la presencia de pequeñas cantidades de transcrito específico de hembra en los machos, lo que sugiere que el procesamiento que puede tener lugar por defecto es el de hembra (Cho et al., 2007). 

4.5
El gen fruitless XE "4.5
El gen fruitless" 
El gen fru se ha caracterizado en D. simulans, D. yakuba, D. pseudoobscura, D. virilis, D. suzukii (Billeter et al., 2002), A. gambiae y Tribolium castaneum  (Gailey et al., 2006). En todos los casos, la estructura molecular del gen, así como la regulación del procesamiento por Tra-Tra2 responsable de generar la proteína FruM, están conservadas.

4.6
El gen intersex XE "4.6
El gen intersex" 
El gen ix ha sido caracterizado en los dípteros D. virilis y M. scalaris, y en el lepidóptero B. mori (Siegal and Baker, 2005). La proteína Ix de estos insectos parece tener una organización conservada. La región amino terminal es rica en residuos de glutamina, prolina, glicina y serina. La región carboxilo terminal es rica en aminoácidos polares y presenta dos residuos conservados de fenilalanina los cuales parecen ser específicos de esta proteína. El gen ix de D. virilis y M. scalaris es capaz de rescatar la función en hembras mutantes de D. melanogaster para este gen, lo que sugiere que la proteína Ix de estos insectos puede interaccionar con DsxF de D. melanogaster, como ocurre con su propia proteína Ix. Sin embargo, el gen ix de B. mori sólo rescata parcialmente el desarrollo sexual femenino de hembras de D. melanogaster mutantes para ix. Esto sugiere que las proteínas DsxF e Ix de ambas especies han coevolucionado y divergido (Siegal and Baker, 2005).

5
Mecanismos de determinación sexual en Sciara XE "5
Mecanismos de determinación sexual en Sciara" 
En Sciara se dan los tres mecanismos básicos que producen la señal primaria que determina el desarrollo sexual que seguirá el cigoto. Estos mecanismos, que aparecen en la mayoría de las especies animales como mecanismos únicos, se dan en Sciara relacionados entre si y de forma concatenada: condiciones ambientales>factor materno> constitución cromosómica.

En la mayoría de las especies el sexo del individuo queda fijado con la fecundación. Sin embargo, en algunos casos las diferencias cromosómicas que determinan el sexo son debidas al comportamiento especial del cromosoma X en los primeros estadíos de desarrollo embrionario. Es el caso de los dípteros de la familia Cecidomyiidae (White, 1973; Stuart and Hatchett, 1991) y Sciaridae (DuBois, 1933; Metz, 1938), pertenecientes al suborden Nematocera.

El complemento cromosómico ordinario de Sciara presenta tres pares de autosomas (cromosomas II, III y IV) y uno o dos cromosomas X dependiendo de si se trata de un macho o de una hembra, respectivamente. La especie S. coprophila posee, además, unos cromosomas de naturaleza heterocromática denominados cromosomas L (germline-limited), que son específicos de la línea germinal y se eliminan en las células somáticas, tanto en las hembras como en los machos. En Sciara las hembras son 2X;2A mientras que los machos son X0;2A (Gerbi, 1986). Es decir, al igual que en D. melanogaster, la señal primaria que determina el sexo parece ser la razón entre el número de cromosomas X y el número de juegos haploides de autosomas (razón X;A). Sin embargo, existe una diferencia en el modo en que se forma dicha señal. En Drosophila, la constitución cromosómica de los embriones (2X;2A ó XY;2A) es consecuencia directa de la constitución cromosómica de los gametos (los oocitos son 1X;1A y los espermatozoides X;1A ó Y;1A). En Sciara, sin embargo, dicha constitución cromosómica es consecuencia de un proceso de eliminación del cromosoma X. Todos los cigotos comienzan su desarrollo siendo 3X;2A (los oocitos son 1X;1A y los espermatozoides 2X;1A). Durante las primeras divisiones embrionarias, todas las células somáticas eliminan todos los cromosomas L y uno o dos cromosomas X de origen paterno, lo que determinará, respectivamente, la constitución XXAA de  hembras o X0AA de machos (Gerbi, 1986; Goday and Esteban, 2001) (Figura 6). Por tanto, en los ciáridos, en la formación de la señal cromosómica X:A se da un proceso de impronta cromosómica que determina que los cromosomas que van a ser eliminados sean los de origen paterno. Por otro lado, el número de cromosomas X eliminados en el embrión está controlado por un factor citoplásmico de origen materno, depositado en el oocito durante la oogénesis, y cuya naturaleza se desconoce (Metz 1938; de Saint-Phalle and Sullivan, 1996; Sánchez and Perondini, 1999). 

En etapas embrionarias más tardías, al comienzo de la segmentación de la banda germinal, todos los núcleos germinales de ambos sexos eliminan uno de los dos cromosomas X paternos. Si bien, la meiosis femenina es ortodoxa, en las células germinales masculinas  se produce otro evento de eliminación de cromosomas. Durante la meiosis I todo el complemento cromosómico paterno es excluido del espermatocito en una vesícula citoplásmica. En la meiosis II, las cromátidas de los autosomas y de los cromosomas L segregan normalmente, pero el cromosoma X materno no realiza la disyunción de las cromátidas hermanas, por lo que el núcleo del espermatozoide contiene dos cromosomas X de origen materno. Así, los cromosomas X paternos que son eliminados en cada generación son de origen materno, por lo que la marca de la impronta genómica, que determina los cromosomas que van a ser eliminados, es borrada en cada generación.
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Figura 6. Diagrama del ciclo cromosómico de Sciara coprophila.  “A” representa el complemento autosómico y “X” representa el cromosoma X. Los cromosomas de origen materno se muestran en color rojo, los cromosomas de origen paterno en azul y los cromosomas L en verde. En las células germinales de la meiosis masculina se representan las dos cromátidas hermanas de cada cromosoma. Nótese que en el núcleo del espermatozoide, el origen materno de los cromosomas (rojo) es reconocido como paterno (azul) tras la fecundación.  Modificada  de Goday y Esteban (2001).

Hay dos clases de especies en Sciara: monogénicas y digénicas. Las especies monogénicas,  como S. coprophila, poseen dos tipos de hembras, ginogénicas y androgénicas, que únicamente producen en su descendencia hembras o machos, respectivamente (Gerbi, 1986). El sexo está determinado por la madre cuyo carácter ginogénico o androgénico viene definido genéticamente (Moses and Metz, 1928). El carácter ginogénico o androgénico de una hembra reside en el cromosoma X: las hembras ginogénicas son X’X y las androgénicas XX (Figura 7). El cromosoma X’ posee una inversión que actúa como un “aislador” que previene la formación de cromosomas recombinantes viables con su cromosoma X homólogo (Metz, 1938; Gerbi, 1986). Las hembras ginogénicas producen oocitos predeterminados a eliminar un único cromosoma X y, por lo tanto, producen solamente hembras en su descendencia. Las hembras androgénicas producen oocitos predeterminados a eliminar dos cromosomas X y, por lo tanto, producen solamente machos en su descendencia (Figura 7). Así pues, los oocitos de hembras ginogénicas y los de hembras androgénicas difieren, exclusivamente, en la cantidad de factor materno que aportan al cigoto. 
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Figura 7.  Producción de machos y de hembras androgénicas y ginogénicas en S. coprophila. El origen de los cromosomas, materno o paterno, se representa con m y p respectivamente.
Las especies digénicas, como S. ocellaris, son aquellas cuyas hembras producen en su descendencia tanto hembras como machos. Aunque a nivel poblacional la razón sexual (machos versus hembras) es 0,5, dicha razón varía de una hembra a otra (Mori et al., 1979). Se ha observado que la razón sexual depende de la temperatura del cultivo, coincidiendo el período de sensibilidad a la temperatura con el momento de la oogénesis durante la pupa. Así, por ejemplo, a 18-20ºC, el 50% de la descendencia son hembras y el otro 50% son machos; mientras que a 28-29ºC, las hembras constituyen un 70% de la descendencia y los machos un 30%, no siendo dicha desviación causada por la muerte selectiva de los machos sino por la transformación de éstos en hembras; esto es, al incremento en la eliminación de uno en vez de dos cromosomas X en los embriones (Nigro et al., 2007). Esto indica que a alta temperatura, las hembras producen en su gran mayoría oocitos predeterminados a eliminar uno en vez de dos cromosomas X.

Objetivos XE "Objetivos" 



El trabajo se enmarca dentro del estudio de la evolución de los mecanismos de determinación sexual en insectos. Uno de los propósitos es buscar en otros insectos los genes homólogos de los que forman la cascada de determinación sexual en Drosophila, y comparar cuánto se ha modificado dicha cascada entre las especies más ancestrales de los insectos y el linaje evolutivo más reciente de los drosofilidos. En la presente tesis doctoral el objetivo ha sido el aislamiento y la caracterización del homólogo del gen doublesex de D. melanogaster en el díptero S. coprophila.  

Materiales y Métodos XE "Materiales y Métodos" 



1
MATERIALES XE "1
MATERIALES"   

1.1
Mantenimiento de S. coprophila y S. ocellaris XE "1.1
Mantenimiento de S. coprophila y S. ocellaris" 
S. coprophila y S. ocellaris se crecieron a una temperatura de 18 ºC. Como fuente de alimento se añadió una capa abundante de micelio triturado del champiñón comercial (Compost Villacasa, Casasimarro, Cuenca).

1.2
Mantenimiento de D. melanogaster XE "1.2
Mantenimiento de D. melanogaster" 
D. melanogaster se creció a una temperatura de 25 ºC  en botellas y tubos de cristal que contenían aproximadamente 20 ml y 50 ml, respectivamente, de medio de cultivo estándar compuesto por: 70 g/l de azúcar moreno, 50 g/l de harina de trigo, 100 g/l de levadura de panificación, 11.5 g/l de agar y 5 ml/l de ácido propiónico. 

1.3
Productos XE "1.3
Productos" 
Se han utilizado productos procedentes de las casas comerciales que se enumeran a continuación: Amersham Biosciences, Amersham Pharmacia Biotech, Bio Rad, Biotecx, Clontech, Invitrogen, Kodak, Merck, Perkin Elmer, Promega, Pronadisa, Qbiogen, Quiagen, Roche, Santa Cruz Biothecnology y Sigma. 

1.4
Medios de cultivo y Soluciones XE "1.4
Medios de cultivo y Soluciones" 
La composición de los medios de cultivo y soluciones utilizadas (PBS, STE, SSPE, TBE, LB) se encuentran descritas en Maniatis et al., (1982).

2
MÉTODOS XE "2
MÉTODOS" 
2.1
Extracción de ADN genómico XE "2.1
Extracción de ADN genómico" 
La extracción de ADN genómico de moscas adultas de S. coprophila y D. melanogaster se llevó a cabo tal y como se describe en Sambrook et al., (1989). A su vez, la extracción de ADN genómico de moscas adultas de D. melanogaster, cuando dicho ADN iba a ser empleado como molde en una reacción de PCR, se realizó siguiendo el método “Quick Fly Genomic DNA prep” descrito en Berkeley Drosophila Genome Project (www.fruitfly.org).

2.2
Extracción de ADN plasmídico XE "2.2
Extracción de ADN plasmídico"  

La extracción de pequeñas cantidades de ADN plasmídico (5 - 7,5 g) se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del kit “High Pure Plasmid Isolation” (Roche). Para la obtención de mayores cantidades de ADN plasmídico (50 - 100 g) se siguieron las instrucciones del kit  “Quiagen Plasmid Midi” (Quiagen).

2.3
Digestión de ADN con endonucleasas de restricción XE "2.3
Digestión de ADN con endonucleasas de restricción" 
Las digestiones con endonucleasas de restricción (Roche) de ADN genómico y ADN de plásmidos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.4
Marcaje de sondas (32P dCTP XE "2.4
Marcaje de sondas (32P dCTP" 
Todas las sondas usadas en esta Tesis se marcaron radiactivamente siguiendo las instrucciones del kit “Rediprime Random Prime Labelling System” (Amersham Pharmacia Biotech). 

2.5
Electroforesis en geles de agarosa XE "2.5
Electroforesis en geles de agarosa" 
La electroforesis en geles de agarosa (Pronadisa) de concentraciones comprendidas entre un 0.8% y 2% se llevó a cabo  en tampón TBE 1x (89 mM de Tris HCl, 89 mM de ácido bórico, 2 mM de EDTA). Se siguió el protocolo descrito en Sambrook et al., (1989). El tampón de carga empleado contenía 0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de xileno cianol y 30% de glicerol. Como marcadores de peso molecular se usaron los marcadores comerciales “Molecular Weight Marker II y XIV” (Roche) y “100 bp DNA step ladder” (Promega). Se incorporó a los geles bromuro de etidio (Sharp et al., 1973) para poder visualizar las bandas en un sistema “GelDoc2000” utilizando el programa “Quantity One” (Bio-Rad).

2.6
Amplificación de fragmentos de ADN mediante PCR (“Polimerase Chain Reaction”) XE "2.6
Amplificación de fragmentos de ADN mediante PCR (\“Polimerase Chain Reaction\”)" 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador “GeneAmp PCR System 2400” (Perkin Elmer) o en un termociclador “GeneAmp PCR System 2700” (Applied Biosystems). Las concentraciones de los componentes, el volumen de la reacción, las parejas de cebadores, la enzima utilizada y el programa empleado para cada una de las amplificaciones realizadas, se detalla en el apartado correspondiente. La secuencia de los cebadores se especifica en las Tablas 1 y 2.

2.7
Clonaje de productos de PCR XE "2.7
Clonaje de productos de PCR"  
Todos los productos de PCR se clonaron en el vector pCR 2.1-Topo según se describe en el protocolo del kit TOPO TA Cloning (Invitrogen) o en el vector pGEM-T easy según se describe en el correspondiente kit (Promega). Este método permite seleccionar las colonias con inserto por el sistema de la (-galactosidasa (Sambrook et al., 1989). La presencia de inserto en las colonias blancas se comprobó mediante PCR (apartados 2.8 y 2.9).

2.8
Comprobación de las colonias por PCR XE "2.8
Comprobación de las colonias por PCR"  
Cada una de las colonias a analizar se resuspendió en 30 (l de H2O. 5 l se calentaron durante 5 minutos a 99 ºC. A continuación se añadieron 20 l de la reacción de PCR usando las concentraciones estándar (Buffer 1x, 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM  de dNTPs, 0.24 M de cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Invitrogen)). Se utilizaron los cebadores universales “M13 Forward (-20)” y “M13 Reverse (-24)” presentes en el vector o los cebadores específicos utilizados para amplificar el fragmento de interés. El programa de amplificación empleado fue el siguiente:

- un ciclo de 5 minutos a 95 ºC;

- 25 ciclos, cada uno con 10 segundos a 95 ºC, 30 segundos a la temperatura de anillamento de los cebadores utilizados y una fase de elongación a 72 ºC el tiempo necesario estimado para amplificar el fragmento de ADN

- finalmente, un ciclo de 7 minutos a 72 ºC.

Los productos de la PCR se corrieron en geles de agarosa (apartado 2.5 de Materiales y Métodos) seleccionándose las colonias que contenían el fragmento de interés. Los 25 l restantes de cada colonia seleccionada se crecieron durante toda la noche a 37 ºC en 7 ml de medio LB que contenía 50 g/ml de Ampicilina.

2.9
Comprobación de las colonias mediante “cracking” XE "2.9
Comprobación de las colonias mediante \“cracking\”" 
El “cracking” de colonias es una técnica rápida para comprobar la presencia de inserto en plásmidos. Se llevó a cabo según el protocolo descrito en Maniatis et al., (1982).

Los productos obtenidos se corrieron en geles de agarosa  seleccionándose las colonias que contenían el fragmento de interés. Los 25 l restantes de cada colonia seleccionada se crecieron durante toda la noche a 37 ºC en 7 ml de medio LB que contenía 50 g/ml de Ampicilina.

2.10
Extracción de ARN total XE "2.10
Extracción de ARN total"  
El ARN total de S. coprophila (ovarios, embriones, larvas y adultos), y de S. ocellaris (adultos) y de D. melanogaster (adultos) se extrajo siguiendo el protocolo descrito en el kit “Ultraspec RNA Isolation System” (Biotecx).

2.11
Purificación de ARN poliadenilado XE "2.11
Purificación de ARN poliadenilado" 
La purificación de ARN mensajero a partir de ARN total de adultos y larvas de S. coprophila se llevó a cabo según el protocolo descrito en el kit “mRNA Purification Kit” (Amersham Pharmacia Biotech).

2.12
Retrotranscripción (RT) XE "2.12
Retrotranscripción (RT)" 
Se llevó a cabo a partir de ARN total o ARN mensajero, bien con cebadores específicos o con un oligo d(T), tal y como se describe en el protocolo de la enzima “SuperScript™ II RNase H Reverse transcriptase” (Invitrogen). Las cantidades y tipo de ARN y cebadores se especifican en cada apartado.  Siempre se comprobó, antes de realizar la retrotranscripción, que el ARN de partida no estaba contaminado con ADN, realizando una PCR sobre el mismo.

2.13
Secuenciación de ADN XE "2.13
Secuenciación de ADN" 
Las reacciones de secuenciación fueron llevadas a cabo por el servicio de Secuenciación Automática de ADN del Centro de Investigaciones Biológicas. (www.secugen.es).

2.14
Análisis de Secuencias XE "2.14
Análisis de Secuencias" 
El análisis de todas las secuencias de ADN y proteína se ha realizado utilizando los siguientes programas informaticos:  Editview, DNA Compare (Enterlist, Compare, Translate y Restrict), NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/),  BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), FASTA (www.ebi.ac.uk/fasta33/) y CLUSTALW (www.ebi.ac.uk/clustalw2/).

2.15
Análisis de los posibles sitios de procesamiento XE "2.15
Análisis de los posibles sitios de procesamiento" 
Para analizar los posibles sitios de procesamiento en las secuencias de ADN genómico del gen dsx de S. coprophila y S. ocellaris se utilizó el programa “Splice site prediction” (www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

2.16
Análisis del sitio de inicio de la transcripción XE "2.16
Análisis del sitio de inicio de la transcripción" 
Para la localización del sitio putativo de inicio de la transcripción de los transcritos del gen dsx de S. coprophila se utilizó el programa “Neural Network Promoter Prediction” (www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).
AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DEL GEN dsx DE S. coprophila XE "AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DEL GEN dsx DE S. coprophila" 
2.17
RT-PCR con oligonucleótidos degenerados XE "2.17
RT-PCR con oligonucleótidos degenerados"  

La retrotranscripción se realizó a partir de 5 (g de ARN total de hembras adultas de S. coprophila utilizando un oligo d(T) como cebador. Para la amplificación por PCR se emplearon 2 l de ADNc en un volumen final de reacción de 50 l usando las siguientes condiciones: Buffer 1x, 1.5 mM de  MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, , 0.2 M de cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Perkin Elmer). Se usaron como cebadores dos oligonucleótidos sintéticos degenerados “DSX OD3” y “DSX OD7” correspondientes a secuencias conservadas de los genes dsx de D. melanogaster, M. scalaris, B. tryoni, B. oleae, M. domestica, A. obliqua y B. mori. El oligo “DSX OD3” se corresponde con una secuencia del dominio OD1 del gen dsx. El oligo “DSX OD7” se sitúa en la región común para ambos sexos del dominio OD2.

El programa de amplificación fue el siguiente: 

- un ciclo inicial de 2 minutos a 94 ºC

35 ciclos, cada uno con 10 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 54 ºC y 1 minuto - a 72 ºC

- una elongación final de 7 minutos a 72 ºC.

2 l del producto de PCR se reamplificaron usando los mismos cebadores, bajo las mismas condiciones y usando el mismo programa de amplificación.

Los productos de RT-PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1%, clonados en el vector pCR 2.1-Topo (Invitrogen) y secuenciados con los oligonucleótidos universales M13 (-20) y M13 reverse (-24). 

2.18
RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) XE "2.18
RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)" 
La caracterización de los extremos 5’ y 3´ de los ADNc de macho y hembra del gen dsx de S. coprophila  se llevó a cabo mediante RACE.  Se utilizó el kit “Advantage 2 PCR Enzyme System” (Clontech). Se partió de 1 (g de ARN poliadenilado de adultos de S. coprophila, tratando de forma independiente machos y hembras. La síntesis de la primera y segunda cadena de ADNc, la ligación de los adaptadores y las reacciones de PCR se llevaron a cabo tal y como se describe en el kit. Se realizaron dos rondas de amplificación empleando como cebadores, en ambos casos, un oligonucleótido diseñado específicamente sobre el fragmento previamente aislado de dsx de S. coprophila: “dsx Sc 5´ RACE” (para caracterizar el extremo 5´) y “dsx Sc 3´ RACE” (para caracterizar el extremo 3´). El otro cebador fue un oligonucleótido del adaptador suministrado en el kit: AP1 (en la primera PCR) y AP2 (en la segunda PCR) La enzima utilizada fue “Advantage 2 PCR Enzyme System” (Clontech). 

Los productos finales fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1%, clonados en el vector pCR 2.1-Topo (Invitrogen) y secuenciados con los oligonucleótidos universales M13 (-20) y M13 reverse (-24).

2.19
Genome Walker (Paseo Cromosómico) XE "2.19
Genome Walker (Paseo Cromosómico)" 
Para llevar a cabo el paseo cromosómico se empleó el kit “BD Genome WalkerTMUniversal Kit” (Clontech). La síntesis de la librería genómica, la ligación de los adaptadores y la PCR se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito en el kit. La enzima utilizada en la  reacción de PCR fue “Advantage 2 PCR Enzyme System” (Clontech). En todos los casos se empleó una pareja de cebadores formada por el oligonucleótido “AP1” (suministrado en el kit) y un oligonucleótido específico de la secuencia del gen dsx de S. coprophila. Los cebadores utilizados fueron los siguientes:  GW DSX Sc 1, GW DSX Sc 3, GW DSX Sc 6, GW DSX Sc 8, GW DSX Sc 14a, GW DSX Sc 14b, GW DSX Sc 15, GW DSX Sc 16, GW DSX Sc 17, GW DSX Sc 18, GW DSX Sc 19, GW DSX Sc 20, GW DSX Sc 21, GW DSX Sc 22, GW DSX Sc 23.

Los productos de la amplificación fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 0.8%, clonados en el vector pCR 2.1-Topo (Invitrogen) y secuenciados con los oligonucleótidos universales M13 Forward (-20) y M13 Reverse (-24).

2.20
PCT de largo alcance (Long PCR) XE "2.20
Long PCR" 
La técnica de  “long PCR” permite generar un producto de miles de pares de bases, más extenso que mediante una PCR convencional.
Se emplearon 500 ng de ADN genómico de S. coprophila en un volumen final de reacción de 50 l usando las siguientes condiciones: Buffer 1x, 1.75 mM de MgCl2, 0.35 mM de dNTPs, , 0.3 M de cada cebador y 5U de la enzima “Expand Long Template Enzyme Mix” (Roche). Se empleó la siguiente pareja de cebadores: GW DSX Sc 19 y GW DSX Sc 23.

El programa de amplificación fue el siguiente:

- un ciclo inicial de 2 minutos a 95 ºC

- 10 ciclos, cada uno con 10 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 65 ºC y 20 minutos a 68 ºC.

- 25 ciclos, cada uno con 15 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 65 ºC y 20 minutos más un incremento sucesivo en cada ciclo de 20 segundos a 68 ºC

- un ciclo final de 7 minutos a 68 ºC.
El producto de la amplificación fue analizado por electroforesis en geles de agarosa 0.8%, clonado en el vector pGEM-T easy (Promega) y secuenciado con los oligonucleótidos universales M13 Forward (-47) y M13 Reverse (-48).

2.21
Southern Blot XE "2.21
Southern Blot" 
Se digirieron 7 g de ADN genómico de S. coprophila con las enzimas de restricción Eco RI y Bam HI durante 14 horas a 37 ºC. Se utilizaron 6 Unidades de enzima por g de ADN, y BSA a una concentración final de 0.1%. Las digestiones se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% durante toda la noche y se transfirieron posteriormente a un filtro de nylon “Zeta - Probe( GT Genomic Tested Blotting Membranes” (Bio Rad) por capilaridad según Sambrook et al., (1989). El filtro se prehibridó a 42 ºC durante una hora en  SSPE 5x, 42% de formamida (o 19%, dependiendo de las condiciones de astringencia empleadas) y 0.5% de SDS. La hibridación se llevó a cabo en la misma solución durante 20 horas a 42 ºC usando como sonda 200 ng de la secuencia de ADN correspondiente al fragmento del gen dsx de S. coprophila amplificado por PCR con los oligos degenerados “DSX OD 3” y “DSX OD 7” (apartado 2.17) marcados con 20 C (32P-dCTP (la secuencia de la sonda aparece señalada en el apartado de  Anexos). Posteriormente se realizaron tres lavados: dos de 15 minutos a temperatura ambiente en  SSPE 3x y 0.1% de SDS y uno de 10 minutos a 50 ºC en  SSPE 1X y 0.1% de SDS. El filtro se expuso en películas de autorradiografía “X – OMAT UV Film” (Kodak) a -80 ºC.

.2.22
Expresión del gen Scdsx mediante RT-PCR XE ".2.22
Expresión del gen Scdsx mediante RT-PCR" 
La retrotranscripción  se llevó a cabo a partir de 2 g de ARN total de ovarios y de embriones de 24 y 72 horas y 500 ng de ARN mensajero de larvas y de adultos de los dos sexos de S. coprophila utilizando el cebador “T30”. Los cebadores utilizados en la reacción de PCR fueron un cebador interno de la región común del gen “dsx Sc1” y un cebador de la región específica de sexo de macho o de hembra, “dsxM Sc” (o “dsxM2 Sc”) o “dsxF Sc”, respectivamente. Así, para amplificar el transcrito específico de macho se utilizaron los cebadores “dsx Sc1” y “dsxM Sc” (o “dsxM2 Sc”), mientras que para amplificar los transcritos específicos de hembra se emplearon los cebadores “dsx Sc1” y “dsxF Sc”. 

Para la amplificación por PCR en un volumen final de reacción de 25 l se emplearon 1 l de ADN complementario de adultos y larvas y 2 l de ADN complementario de embriones y ovarios. Se usaron las siguientes condiciones: Buffer 1x, 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs , 0.2 M de los cebadores “dsxM Sc”, “dsxM2 Sc” y “dsxF Sc”, 0.4 M del cebador “dsx Sc1” y 2U de Taq polimerasa (Invitrogen). 

El programa de amplificación consistió en:

- un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC

- 45 ciclos, cada uno con 15 segundos a 95 ºC, 15 segundos a 60 ºC y 30 segundos a 72 ºC

- un ciclo final de 7 minutos a 72 ºC.

En los embriones fue necesaria una reamplificación de 1 l del producto de la primera PCR empleándose los mismos cebadores y las mismas condiciones.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.5%, clonados en el vector pCR 2.1-Topo (Invitrogen) y secuenciados con los oligonucleótidos universales M13 Forward (-20) y M13 Reverse (-24).

2.23
Cuantificación de la expresión del gen Scdsx en larvas de S. coprophila mediante RT-PCR XE "2.23
Cuantificación de la expresión del gen Scdsx en larvas de S. coprophila mediante RT-PCR" 
Se analizó la expresión diferencial de los transcritos de ScdsxM221 y ScdsxF273 en larvas de ambos sexos de S. coprophila mediante RT-PCR. Las condiciones de retrotranscripción y de amplificación por PCR y los cebadores utilizados fueron las mismas que las empleados para analizar el patrón de expresión a lo largo del desarrollo (apartado 2.21). Como control interno se llevó cabo la amplificación de un fragmento del ADNc de la proteína ribosómica Rpl10, usando los cebadores “rpl10.1” y “rpl10.2”. 

Se llevaron a cabo tres programas de amplificación diferentes, variando únicamente el número de ciclos (30, 40 y 50), para definir las condiciones óptimas de realización del experimento. Así, el programa de amplificación, tanto para la expresión del gen constitutivo rpl10, como para el gen Scdsx,  consistió en:

- un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC

- 30, 40 ó 50 ciclos, cada uno con 15 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 60 ºC y 30 segundos a 72 ºC

- un ciclo final de 7 minutos a 72 ºC. 

Se eligió un programa de amplificación de 45 ciclos y se hicieron del mismo 5 réplicas.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.5%. Se midió la concentración correspondiente a cada banda amplificada en un equipo GelDoc2000 usando el programa “Quantity One” (Bio-Rad) y se normalizó, en cada caso, con la del fragmento correspondiente a la expresión del gen constitutivo rpl10.

AISLAMIENTO DEL GEN dsx DE S. ocellaris XE "AISLAMIENTO DEL GEN dsx DE S. ocellaris" 
2.24
RT-PCR con cebadores específicos del gen Scdsx XE "2.24
RT-PCR con cebadores específicos del gen Scdsx"  

La retrotranscripción se llevó a cabo a partir de 5 g de ARN total de adultos machos y hembras, separadamente, de S. ocellaris utilizando el cebador “T30”. Los cebadores utilizados en la reacción de PCR fueron cebadores específicos del gen Scdsx, uno de la región común del gen “dsx Sc com” y otro de la región específica de sexo, bien “dsxM Sc” , para amplificar el transcrito de macho, bien “dsxF Sc”, para amplificar el transcrito o los transcritos de hembra. Para la amplificación por PCR se empleó  1l de ADN complementario en un volumen final de reacción de 25 l usando las siguientes condiciones estándar: Buffer 1x, 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, , 0.2 M de cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Perkin Elmer). El programa de amplificación fue el siguiente:

- un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC

- 45 ciclos, cada uno con 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 60 ºC y 1 minuto a 72 ºC

- un ciclo de 7 minutos a 72 ºC.

Los productos de la amplificación fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1%, clonados en el vector pGEM-T easy (Promega) y secuenciados con los oligonucleótidos universales M13 Forward (-47) y M13 Reverse (-48).

MOSCAS TRANSGÉNICAS DE D. melanogaster XE "MOSCAS TRANSGÉNICAS DE D. melanogaster"  

Las construcciones empleadas para generar las moscas de D. melanogaster transgénicas se realizaron clonando el correspondiente gen reportero en el vector pUAST (Brand and Perrimon, 1993). Dicho vector se caracteriza por poseer 5 secuencias UAS reconocidas por el factor de transcripción GAL-4. De esta forma, el transgén únicamente se expresará si dicho factor está presente. Además, el vector pUAST tiene un marcador w+ que confiere ojos de color rojo a las moscas transgénicas. La descripción de los alelos mutantes y de las construcciones GAL4 están descritas en Lindsley and Zimm (1992) y en FlyBase (www.flybase.org). 

MSc hace referencia a UAS::ScdsxM-ADNc, FSc hace referncia a UAS::ScdsxF-ADNc y DScmg hace referencia a UAS::Scdsx-Minigén.

2.25. Construcción de los elementos trangénicos MSc y FSc XE "2.26Construcción de los elementos trangénicos MSc y FSc" 
Las construcciones MSc y FSc, empleadas en la transformación de D. melanogaster para la producción de líneas transgénicas, fueron creadas por la introducción de los fragmentos de ADNc de 925 pb y 1118 pb de macho y hembra de S. coprophila, respectivamente, en el sitio Eco RI del vector pUAST. Dichos fragmentos contenían el marco abierto de lectura completo y fueron amplificados por RT-PCR a partir de machos y hembras adultos de S. coprophila. La retrotranscripción se llevó a cabo con 5 g de ARN total utilizando el cebador “anchor T”. Los cebadores utilizados en la reacción de PCR fueron un cebador de la región común del gen “dsx Sc com” y un cebador de la región específica de sexo, bien “dsxM Sc” , para amplificar el transcrito de macho ScdsxM221, bien “dsxF Sc”, para amplificar el transcrito de hembra ScdsxF273. Para la amplificación por PCR se emplearon 2 l de ADN complementario en un volumen final de reacción de 50 l usando las siguientes condiciones estándar: Buffer 1x, 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, , 0.2 M de cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Perkin Elmer). El programa de amplificación fue el siguiente:

- un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC

- 45 ciclos, cada uno con 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 60 ºC y 1 minuto a 72 ºC

- un ciclo de 7 minutos a 72 ºC.

Los productos de la amplificación fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1%, clonados en el vector pCR 2.1-Topo (Invitrogen) y secuenciados con los oligonucleótidos universales M13 Forward (-20) y M13 Reverse (-24).

Los fragmentos de ADNc de macho y hembra de S. coprophila fueron liberados mediante la digestión con la enzima de restricción Eco RI del vector pCR 2.1-Topo (Invitrogen) en el que habían sido clonados previamente. Las digestiones se corrieron en geles de agarosa 0.8% y los fragmentos de interés fueron eluídos del gel tal y como se describe en el protocolo “Geneclean Turbo” (Qbio gene). Los insertos y el vector pUAST, en las cantidades determinadas en el protocolo del kit “DNA Rapid Ligation” (Roche), se ligaron usando la ADN ligasa T4 contenida en dicho kit y se transformaron bacterias E. coli DH5(. Las colonias con inserto se seleccionaron realizando una PCR sobre las mismas con los cebadores “dsx Sc com” y, bien “dsxM Sc”, o bien “dsxF Sc”, dependiendo de si se trataba del ADNc de macho o de hembra, respectivamente, empleaando las condiciones descritas anteriormente. Se extrajo el ADN de las colonias seleccionadas y se secuenció para comprobar que el inserto se había clonado en la orientación correcta.

2.26
Construcción del elemento transgénico DScmg XE "2.27
Construcción del elemento transgénico DScmg" 
La construcción DScmg contiene todas la señales necesarias para que tenga lugar el procesamiento. Cuatro fragmentos (E1I1, I1E2I2, I2E3I3 y I3E4) del gen Scdsx, obtenidos por PCR sobre ADN genómico, fueron empleados para fabricar este gen reportero (Figura 8). El fragmento genómico E1I1 de 503 pb, que contiene los 276 pb adyacentes al sitio 3´ del exón 1 y los 227 pb contiguos del intrón 1, fue amplificado con los cebadores “e1i1-1” y “e1i1-2”. El fragmento genómico I1E2I2 de 770 pb, formado por el exón 2 flanqueado por los 390 pb adyacentes del intrón 1 y los 169 pb del intrón 2, fue amplificado por los cebadores “i1e2i2-1” y “i1e2i2-2”. El fragmento genómico I2E3I3 de 1089 pb, que contiene 451 pb adyacentes al sitio 3´ del intrón 2, el exón 3 y 123 pb adyacentes al sitio 5´ del intrón 3, fue amplificado con los cebadores “i2e3i3-1” y “i2e3i3-2”. El fragmento genómico I3E4 de 516 pb, que contiene 372 pb del intrón 3, adyacentes a su sitio 3´, y los primeros 144 pb del exón 4, fue amplificado por los cebadores “i3e4-1” y “i3e4-2”. Los cebadores empleados fueron diseñados para conectar los cuatro fragmentos entre si (E1I1-I1E2I2-I2E3I3-I3E4) y para permitir que esta construcción pudiese ser clonada en el vector pUAST en una única orientación. Para ello, dichos cebadores incorporaban en su secuencia dianas de enzimas restricción. Así, “e1i1-2” e ”i1e2i1-1” fueron diseñados para conectar los extremos de los fragmentos E1I1 y I1E2I2 por la enzima de restricción Xba I. “i1e2i2-2” e ”i2e3i3-1” fueron diseñados para conectar los extremos de los fragmentos I1E2I2 y I2E3I3 por la enzima de restricción Pst I. “I2e3i3-2” e ”i3e4-1” fueron diseñados para conectar los extremos de los fragmentos I2E3I3 y I3E4 por la enzima de restricción Xho I. Finalmente, los cebadores “e1i1-1” e “i3e4-2” contenían, respectivamente, una diana para las enzimas de restricción Not I y Kpn I. De esta forma, el fragmento generado podría clonarse por sus extremos en el vector pUAST que presenta dichas dianas de restricción.

La amplificación de los cuatro fragmentos genómicos E1I1, I1E2I2, I2E3I3 y I3E4 se llevó a cabo mediante PCR, utilizándose para cada fragmento las parejas de cebadores arriba indicadas. Se emplearon 100 ng de ADN genómico en un volumen final de reacción de 25 l usando las siguientes condiciones estándar: Buffer 1x, 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs,, 0.2 M de cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Perkin Elmer). El programa de amplificación fue el siguiente:

- un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC;

- 45 ciclos, cada uno con 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 58 ºC y 1 minuto a 72 ºC.,

- y un ciclo final de 7 minutos a 72 ºC.

Los productos de la amplificación fueron clonados en el vector pGEM-T easy (Promega) y secuenciados con los oligonucleótidos universales M13 Forward (-47) y M13 Reverse (-48).
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Figura 8. Construcción del minigén DScmg. Los rectángulos coloreados representan los exones (E): en verde el exón común a ambos sexos, en rojo los exones específicos de hembra y en azul el exón específico de macho. Las líneas de color negro representan los intrones. Las regiones 5’UTR y 3’UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los sitios de poliadenilación (AAA) y los dominios OD1 y OD2 (A) Localización en el gen Scsx de los cebadores (flechas naranjas) empleados en las PCRs que produjeron la amplificación de los cuatro fragmentos necesarios para generar la construcción Dscmg. (B) Esquema de la construcción Dscmg obtenida. Encima se indican los tamaños de los tamaños de los fragmentos amplificados (E1I1, I1E2I2, I2E3I3, I3E4) y debajo se especifica el número de pb que pertenece a exón (E) o a intrón (I). El signo “+”, que aparece entre dos tamaños en los intrones, separa los pb que han sido amplificados en fragmentos distintos.
Cada uno de los cuatro fragmentos genómicos fue liberado del vector pGEM-T easy, en el que habían sido clonados, cortando con las enzimas de restricción cuyas dianas incorporaban los cebadores utilizados en la PCR. El vector pUAST fue cortado con las enzimas de restricción Not I y Kpn I. Las digestiones se corrieron en un gel de agarosa 0.8% y la banda correspondiente, tanto para cada uno de los insertos, como para el vector, fue eluída utilizando el kit “Geneclean Turbo” (Qbiogen). 50 ng de cada inserto y 10 ng del vector pUAST cortado fueron ligados utilizando el kit “DNA Rapid Ligation” (Roche). La presencia de inserto en las colonias obtenidas se comprobó por “cracking” (apartado 2.9). Para verificar que la ligación había tenido lugar de forma correcta, el ADN plasmídico de las colonias con inserto fue secuenciado.

2.27
Generación de moscas transgénicas XE "2.28
Generación de moscas transgénicas" 
La microinyección de los transgenes MSc, FSc y DScmg en embriones de D. melanogaster fue realizada por Genetic Services (Sudbury, MA, USA).

2.28
Comprobación de la presencia de los transgénes MSc, FSc y DScmg en moscas de D. melanogaster transgénicas XE "2.29
Comprobación de la presencia de los transgénes MSc, FSc y DScmg en moscas de D. melanogaster transgénicas" 
Se analizó la presencia de los transgenes MSc, FSc o DScmg mediante PCR a partir de 200 ng de ADN genómico de adultos (apartado 2.1). Se utilizó un cebador del vector “pUAST 3´” y un cebador del inserto “dsx Sc1”, para analizar la presencia de los transgenes MSc y  FSc, o “dsx Sci”, para analizar la presencia del transgén DScmg.

Para la amplificación por PCR se empleó, en todos los casos, un volumen final de reacción de 25 l usando las siguientes condiciones: Buffer 1x, 1.5 mM de  MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 M de cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Invitrogen). El programa de amplificación fue el siguiente:

- un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC

- 55 ciclos, cada uno con 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 58 ºC y 30 segundos a 72 ºC

- un ciclo de 7 minutos a 72 ºC.

Los productos de la amplificación fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.5%, clonados en el vector pGEM-T easy (Promega) y secuenciados con los oligonucleótidos universales M13 Forward (-47) y M13 Reverse (-48).

2.29
Localización cromosómica de los transgenes XE "2.30
Localización cromosómica de los transgenes" 
- Cruce 1: Machos w+ (ojo rojo-naranja) de cada una de las líneas transgénicas se cruzaron con hembras yw; CyO,Cy / T(2;3)Xa / MKRS, Sb. Si en la descendencia de este cruce todos los machos son de fenotipo w (ojos blancos), se deduce que el transgén se ha insertado en el cromosoma X. Si por el contrario, en la descendencia aparecen machos de fenotipo w+  y de fenotipo w, se deduce que el transgén se ha insertado en un autosoma. En este caso, se llevó a cabo un segundo cruce para ver si la inserción se había producido en el cromosoma II o en el cromosoma III.

- Cruce 2: Machos de fenotipo w+ Cyo Sb procedentes del cruce 1 se cruzaron con hembras yw. Si en la descendencia de este cruce aparecen moscas de fenotipo w+ Cy se deduce que el transgén se ha insertado en el cromosoma III. Mientras que si en la descendencia aparecen moscas de fenotipo w+ Sb se deduce que el transgén se ha insertado en el cromosoma II. En ambos casos, hembras y machos de fenotipo Curly, si la inserción se había producido en el cromosoma II, o de fenotipo Stubble, si la inserción se había producido en el cromosoma III, se cruzaron para balancear el transgén.

2.30
Expresión del gen yolk protein 2 XE "2.31
Expresión del gen yolk protein 2" 
Se seleccionaron hembras vírgenes de tres líneas transgénicas, dos para MSc  y una para FSc  y se cruzaron con machos de una línea de D. melanogaster que presenta el factor de transcripción GAL4 (w; Hs-GAL4 / CyO,Cy; dsx1 / MKRS, Sb) que sólo expresa dicho factor de transcripción tras un choque térmico.  Los cruces se mantuvieron a 25 ºC.

Se hicieron dos réplicas de las moscas adultas descendientes de estos cruces. Un grupo se mantuvo a 25 ºC. Se trata de las moscas control que no expresan el factor de transcripción GAL4 y, por lo tanto, no expresan el transgén. Al otro grupo se le dieron diariamente, durante tres días, dos choques térmicos de tres horas cada uno a 37 ºC. Estas moscas van a expresar el factor de transcripción GAL4 y, por tanto, el transgén.

La expresión de yp2 se analizó mediante RT-PCR. La retrotranscripción  se llevó a cabo a partir de 5 g de ARN total utilizando el cebador “T30”. Los cebadores empleados en la reacción de PCR fueron “yp2Dm1” e “yp2Dm2” que amplifican un fragmento de 368 pb. Como control interno se analizó la expresión del gen rp49 que codifica la proteína ribosómica 49 de D. melanogaster (Ramos-Onsins et al., 1998). Para ello se emplearon los cebadores “rp49.1” y “rp49.2” que amplifican de un fragmento de 286 pb.

Para la amplificación por PCR se empleó, en ambos casos, 1 l de ADN complementario en un volumen final de reacción de 25 l. Se usaron las siguientes condiciones: Buffer 1x, 1.5 mM  de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs,, 0.2 M de los cebadores y 2U de Taq polimerasa (Invitrogen). 

El programa de amplificación consistió en:

- un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC

- 45 ciclos, cada uno con 15 segundos a 95 ºC, 15 segundos a 58 ºC y 30 segundos a 72 ºC

- un ciclo final de 7 minutos a 72 ºC.

Los productos de RT-PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.5%.

2.31
Expresión de los transgénes MSc#1 y MSc#2 XE "2.32
Expresión de los transgénes MSc#1 y MSc#2" 
La expresión de MSc#1 y MSc#2 se analizó mediante RT-PCR en moscas a las que se les dio durante tres días, dos choques térmicos de tres horas cada uno a 37 ºC. 

La retrotranscripción  se llevó a cabo a partir de 5 g de ARN total utilizando el cebador “T30”. Los cebadores empleados en la reacción de PCR fueron “dsx Sc1” y “dsxM Sc” que amplifican un fragmento de 167 pb. Se empleó, en ambos casos, 1 l de ADN complementario en un volumen final de reacción de 25 l. Se usaron las siguientes condiciones: Buffer 1x, 1.5 mM  de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs,, 0.2 M de los cebadores y 2U de Taq polimerasa (Invitrogen). 

El programa de amplificación consistió en:

- un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC

- 45 ciclos, cada uno con 15 segundos a 95 ºC, 15 segundos a 62 ºC y 15 segundos a 72 ºC

- un ciclo final de 7 minutos a 72 ºC.

Los productos de RT-PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 1.5%.

2.32
Análisis del procesamiento XE "2.33
Análisis del procesamiento" 
Se cruzaron hembras de una línea transgénica generada con machos de una línea de D. melanogaster que presenta el factor de transcripción GAL4. El procesamiento del transgén DScmg se analizó mediante RT-PCR. La retrotranscripción  se llevó a cabo a partir de 1 g de ARN total utilizando el cebador “T30”.  

Para la amplificación por PCR se empleó 1 l de ADN complementario en un volumen final de reacción de 25 l. Se usaron las siguientes condiciones: Buffer 1x, 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 M de cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Perkin Elmer). Se utilizaron dos parejas de cebadores: “dsx Sc1” y “dsxMSc”, para estudiar el procesamiento tipo macho, y “dsx Sc1” y “dsxF Sc”, para estudiar el procesamiento tipo hembra. Los dos tipos de procesamiento se analizaron tanto en machos como en hembras.

El programa de amplificación consistió en:

- un ciclo inicial de 5 minutos a 95 ºC

- 55 ciclos, cada uno con 15 segundos a 95 ºC, 15 segundos, bien a 60 ºC para la pareja de cebadores y “dsx Sc1” y “dsxF Sc”,  o bien a 62 ºC, para la pareja de cebadores y “dsx Sc1” y “dsxM Sc”,  y 15 segundos a 72 ºC

- un ciclo final de 7 minutos a 72 ºC.

Los productos de RT-PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa 2%, clonados en el vector pGEM-T easy (Promega) y secuenciados con los oligonucleótidos universales M13 Forward (-47) y M13 Reverse (-48).

TÉCNICAS MOLECULARES DE PROTEÍNAS XE "TÉCNICAS MOLECULARES DE PROTEÍNAS" 
2.33 Generación de anticuerpos policlonales XE "2.34 Generación de anticuerpos policlonales" 
Se generaron tres anticuerpos policlonales contra péptidos previamente diseñados (apartado 2.34). Los anticuerpos “anti-DsxM” y “anti-DsxF” se generaron contra la parte específica (extremo C-terminal) de las proteínas ScDsxM221 y ScDsxF273, respectivamente. Un tercer anticuerpo, “anti-Dsx”, se generó contra la parte común (extremo N-terminal) de todas las proteínas ScDsx.

2.34
Síntesis de los péptidos XE "2.35
Síntesis de los péptidos"  

Los péptidos fueron sintetizados en el Departamento de Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología. Fueron purificados por HPLC y acoplados a KLH (Keynole Limpet Hemocianin).  La secuencia de los péptidos fue la siguiente:

DsxMSc: QLYHFLNTRVIMNSYANENR

DsxFSc: YARYNNLNIYDGGELRIDTKRG

DsxSc: MVSNDISDWNDIMSDSEVTDT 

2.35
Inmunización de los conejos XE "2.36
Inmunización de los conejos" 
Se inmunizaron cuatro conejos, uno con el péptido DsxFSc, dos con el péptido DsxMSc y uno con el péptido DsxSc. Cada péptido se pinchó tres veces, dejando transcurrir tres semanas entre cada inmunización. En todos casos se inyectó 1 mg de péptido disuelto en 1 ml de PBS 1x mezclado con el mismo volumen de adyuvante. Para la primera inmunización se empleó el Adyuvante Completo de Freund (Sigma) y para las otras dos inmunizaciones el Adyuvante Incompleto de Freund (Sigma). Pasados 15 días de la tercera inmunización se extrajeron muestras de sangre para analizar la repuesta inmune mediante ELISA (Enzyme-Linked ImmunoadSorbent Assay). Cuando la respuesta inmune fue la adecuada se sacrificó a los conejos.

2.36
Obtención de los sueros XE "2.37
Obtención de los sueros" 
Las muestras de sangre se incubaron una hora a temperatura ambiente para que se formaran los coágulos. Posteriormente, se centrifugaron durante 15 minutos a 3500 rpm. El sobrenadante se incubó 30 minutos a 56 ºC y se le añadió acida sódica 5 mM y PMSF 0.2 mM. Los sueros se alicuotaron en condiciones de esterilidad, conservándolos a –20 ºC.

2.37
ELISA ("Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay") XE "2.38
ELISA (\"Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay\")" 
Para analizar la repuesta inmune de los anticuerpos se utilizó la técnica del ELISA siguiendo el protocolo descrito en (Sambrook et al., 1989). 

2.38
Dot Blot XE "2.39
Dot Blot" 
Para comprobar que los anticuerpos primarios “anti-DsxM” y “anti-DsxF” sólo reconocían, respectivamente, los péptidos DsxMSc y DsxFSc, y no al contrario, se utilizó la técnica de Dot Blot. Se aplicaron tres cantidades (1 (g, 0.5 (g y 0.25 (g) de cada péptido, DsxMSc y DsxFSc, sobre una tira de nitrocelulosa “Trans-Blot( Transfer Médium” (Bio Rad) y se dejaron secar al aire. Se preparó un blot por cada anticuerpo que iba a ser testado, “anti-DsxM” (dilución 1:200) y “anti-DsxF” (dilución 1:500). La incubación con los anticuerpos y el revelado de las membranas se realizó según las indicaciones del kit “ECL Western blotting detection reagents and analysis system” (Amersham Biosciences). El anticuerpo secundario utilizado fue anti-IgG de conejo (Amersham Biosciences) (1:3000) marcado con peroxidasa de rábano.

2.39
Preadsorción del anticuerpo anti-DsxF de S. coprophila XE "2.40
Preadsorción del anticuerpo anti-DsxF de S. coprophila" 
Se utilizó la metodología de inmunoadsorción de anticuerpos con antígenos insolubles (Harlow and Lane, 1988) para eliminar selectivamente del suero los anticuerpos contra el antígeno de interés y justificar su especificidad. El suero así obtenido se usó en reacciones control de Western Blot sobre extractos totales de larvas hembra y macho, separadamente.

Se aplicaron 40 (g de péptido DsxFSc, sobre una tira de nitrocelulosa “Trans-Blot( Transfer Médium” (Bio Rad). Se secó la membrana durante una hora a 37 ºC y se fijó en metanol de graduación decreciente (100% - 3 minutos, 50% - 10 minutos y 25% - 10 minutos). La membrana con el antígeno inmovilizado se lavó con el tampón 0.05 M Tris-Hcl, pH 7.6 (tres cambios de 15 minutos cada uno) y se bloqueó durante una hora a temperatura ambiente en agitación en solución de bloqueo [PBST (80 mM Na2HPO4, 20 mM NaH2PO4·2H2O, 100 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5) y 5% de leche en polvo desnatada]. Posteriormente se incubó una hora a temperatura ambiente con la solución de antisuero “anti-DsxF” (dilución 1:500). Finalmente, se recogió la fase líquida (suero preadsorbido) que se empleó en reacciones control de Western Blot sobre extractos totales de larvas machos y hembras de S. coprophila (aparatado 2.41).

2.40
Purificación del anticuerpo anti-DsxF de S. coprophila
El anticuerpo “anti-ScDsxF” se purificó por dos métodos diferentes:

 Por una lado, se emplearon placas de ELISA en cuyos pocillos se fijaron, durante 14 horas a 37ºC, un total de 40 (g del péptido DsxFSc  disuelto en 4 ml de Na2CO3 0.1 M, pH 9.6. Después de retirar el péptido no unido, los pocillos se bloquearon durante una hora a 37ºC con solución de bloqueo (PBST y 5% de leche en polvo desnatada). A continuación se incubaron dos horas a 37ºC con la solución de antisuero “anti-DsxF” (dilución 1:500).  Se  liberó el anticuerpo unido añadiendo a cada pocillo 25 (l de  Glicina  2 M pH 2.6 y se neutralizó el pH con Tris-HCl 1M, pH 8.5 (10% del volumen total recogido). Este anticuerpo purificado se usó en Western Blot de extractos totales de larvas machos y hembras de S. coprophila (aparatado 2.41).

El anticuerpo “anti-DsxF” también se purificó por afinidad con columnas de sepharosa en las que previamente se fijó el péptido DsxFSc. Se siguió el protocolo descrito en el Kit “Hi Trap NHS-activated HP”  (GE Healthcare). Este anticuerpo purificado se usó en Western Blot de extractos totales de ovarios y embriones, larvas y adultos, machos y hembras, de S. coprophila (aparatado 2.41).

2.41
Comprobación de la especificidad del anticuerpo anti-DsxF de S. coprophila  XE "2.42
Comprobación de la especificidad del anticuerpo \“anti-DsxF\”" 
Para comprobar la especificidad del anticuerpo policlonal “anti-DsxF” se prepararon extractos de proteínas totales de larvas machos y hembras de S. coprophila , separadamente, homogeneizando el material en tampón STE (Tris-HCl 10 mM pH 8, NaCl 100 mM, EDTA 1mM pH8) en presencia de una mezcla de inhibidores de proteasas “Complete Mini, EDTA-free” (Roche). A continuación, las muestras se centrifugaron durante 2 minutos a 13000 rpm y se recogieron los sobrenadantes. Después de añadir un volumen de buffer de Laemmli 6x, los extractos de proteínas se desnaturalizaron durante 10 minutos a 100 ºC y se corrieron en geles de SDS-poliacrilamida (Bio Rad) al 12% siguiendo el protocolo descrito por Laemmli (1970). Las muestras se cargaron por triplicado, ya que cada una de las réplicas (larvas macho y larvas hembra) se hibridó con un antisuero distinto. Como marcador de peso molecular se usó el “Precision Plus Protein™ Dual Color Standards” (Bio Rad). 

La transferencia húmeda de las proteínas a filtros de nitrocelulosa “Trans-Blot( Transfer Médium” (Bio Rad) se llevó a cabo de acuerdo con el método de Towbin (1979). Para comprobar la eficacia de la transferencia la membrana se tiñó con Rojo Ponceau 2% (Sigma). La incubación con los anticuerpos y el revelado de las membranas se realizó según las indicaciones del kit “ECL Western blotting detection reagents and analysis system” (Amersham Biosciences). 

Se utilizaron los siguientes antisueros:

- “anti-DsxF” (dilución 1:500). Se obtuvo contra el extremo C-terminal de la proteína ScDsxF273.

- “anti-DsxF” preadsorbido con el péptido DsxFSc (dilución 1:500) (apartado 2.39).

- “anti-DsxF” purificado con el péptido DsxFSc (dilución 1:500) (apartado 2.40).

El anticuerpo secundario utilizado en todos los casos fue: la IgG de conejo (1:5000) marcado con peroxidasa de rábano (Santa Cruz Biothecnology).

Para tener un control de carga, los filtros fueron desnudados durante 30 minutos a 50ºC en una solución que contenía SDS 2%, Tris-HCl 62.5 mM pH 8 y 2-Mercaptoetanol 100 mM e incubados, posteriormente, con el anticuerpo anti- Tubulina de D. melanogaster (1:100000) (Sigma). Como anticuerpo secundario se empleó un “anti-IgG” de ratón (1:5000) marcado con peroxidasa de rábano (Santa Cruz Biothecnology).

2.42
Patrón de expresión de la proteína ScDsxF273 durante el desarrollo de S. coprophila mediante electroforesis SDS-PAGE y Western Blot XE "2.43
Patrón de expresión de la proteína ScDsxF273 durante el desarrollo de S. coprophila mediante electroforesis SDS-PAGE y Western Blot" 
La expresión de la proteína ScDsxF273 a lo largo del desarrollo de S.coprophila se estudió mediante Western Blot en extractos totales de proteínas de ovarios, embriones de 8 y 24 horas y larvas de los dos sexos La preparación de los extractos proteicos, la electroforesis en  geles de SDS-poliacrilamida, la transferencia húmeda de las proteínas a filtros de nitrocelulosa, la incubación con los anticuerpos y el revelado de las membranas se realizó según lo descrito en el apartado 2.41. Como marcador de peso molecular se usó el “Precision Plus Protein™ Dual Color Standards” (Bio Rad). 

Como anticuerpo primario se empleó el antisuero “anti-DsxF”  purificado por afinidad (dilución 1:1000) (apartado 2.40) y  como anticuerpo secundario un “anti-IgG” de conejo (1:5000) marcado con peroxidasa de rábano (Santa Cruz Biothecnology).

Para tener un control de carga, el filtro fue desnudado y rehibridado de igual forma y con los mismos anticuerpos que lo descrito en el apartado 2.41.

2.43
Cuantificación de la expresión de la proteína ScDsxF273 en larvas de S. coprophila mediante electroforesis SDS-PAGE y Western Blot XE "2.44
Cuantificación de la expresión de la proteína ScDsxF273 en larvas de S. coprophila mediante electroforesis SDS-PAGE y Western Blot" 
Se analizó la expresión diferencial de las proteína ScDsxF273 en larvas de ambos sexos de S. coprophila. La preparación de los extractos proteicos, así como las condiciones de electroforesis SDS-PAGE y Western Blot, se realizó de igual forma que la utilizada en el apartado 2.42.  El proceso se llevó a cabo por duplicado. En dos geles se cargaron cuatro carriles con 50 (g de extracto proteico total de larvas machos y otros cuatro carriles con 50 (g de extracto proteico total de larvas hembras. La cantidad de proteína se determinó por la técnica de Bradford (Bradford, 1976) utilizándose la solución “Protein Assay” de Bio Rad. Como marcador de peso molecular se usó el “Precision Plus Protein™ Dual Color Standards” (Bio Rad).  De esta forma se obtuvieron dos filtros idénticos. Uno de ellos fue hibridado con el anticuerpo purificado “anti-DsxF” (1:1000) (aparatado 2.40)  y el otro con el anticuerpo “anti-Tubulina” de D. melanogaster (1:100000) (Sigma). Como anticuerpos secundarios, se emplearon, respectivamente, un anticuerpo “anti-IgG” de conejo (1:5000) marcado con peroxidasa de rábano (Santa Cruz Biothecnology) y un anticuerpo “anti-IgG” de ratón (1:5000) marcado con peroxidasa de rábano (Santa Cruz Biothecnology).

La intensidad de las bandas obtenidas fue medida en un equipo GelDoc2000 usando el programa “Quantity One” (Bio-Rad), y se normalizó, en cada caso, con la de la banda correspondiente a la Tubulina. 

[image: image11.jpg]



Figura 9. Localización en el gen Scdsx de los cebadores empleados.  En rojo los cebadores empleados en el aislamiento del primer fragmento del gen. En negro los cebadores de Genome Walker (GW). En verde los cebadores de RACE (R). En azul los cebadores empleados en determinar los distintos tipos de transcritos y su expresión. En naranja los cebadores empleados para construir el minigén DScmg. . Los rectángulos coloreados representan los exones: en verde el exón común a ambos sexos,  en rojo los exones específicos de hembra y en azul el exón específico de macho. Las regiones 5´UTR y 3´UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los sitios de poliadenilación y los dominios OD1 y OD2. Las líneas de color negro representan los intrones: en línea discontinua sino han sido secuenciados totalmente y en línea continua sí se posee la secuencia completa. En todos ellos, por razón de espacio, se han omitido las siglas “DSX”.

	Cebador
	Secuencia

	DSX OD 3
	5´ TGGARAARTGYCGMYTRACNGCSGAYCG 3´

	DSX OD 7
	5´ GTATCACATACATNARNGGC 3´

	GW DSX Sc 1
	5´ CTGGCACACGTAATATTTTATACTGATCAG 3´

	GW DSX Sc 3
	5´ GGTTACGACCGAACGTTCATTGGATG 3´

	GW DSX Sc 6
	5´ AGGCAAAATCTTGGAAGAACCACTGTC 3´

	GW DSX Sc 8
	5´ CTAAACGTCTCTGTGTGCGGTGAAACG 3´

	GW DSX Sc 14a
	5´ GATGTGGAAGAAGCGTCACAGCGAAT 3´

	GW DSX Sc 14b
	5´ ATTCGCTGTGACGCTTCTTCCACATC 3´

	GW DSX Sc 15
	5´ CAGTGTGAACGGGTTAGGATCTGTTAC 3´

	GW DSX Sc 16
	5´ AGCACTTCTTTCGACGCCCTCAGCATG 3´

	GW DSX Sc 17
	5´ TCGTGTTATCATCCCCGTTTGGTATCG 3´

	GW DSX Sc 18
	5´ CATGTCAATTGTGGAACGGACAACGAC 3´

	GW DSX Sc 19
	5´ TCAATCCATCGCATTCGCTTAATTAC 3´

	GW DSX Sc 20
	5´ CAACAAGGCATCATGAGCCCCGTATGA 3´

	GW DSX Sc 21
	5´ CGGTACGTTACGGTTTTAGAACATA 3´

	GW DSX Sc 22
	5´ CGGAGTTAGGTCGTCAAGATGTACATG 3´

	GW DSX Sc 23
	5´ ATAGGCACTGTGCCGCACTGCACAGTG 3´

	dsx Sc 5´ RACE
	5´ GTCGGCCTTTGTGTCGGTTACCTCTG 3´

	dsx Sc 3´ RACE
	5´ GATGGTTCGTGTGATCCTCGTGTGC 3´

	dsxM 3´ RACE
	5´ CAGCTCTACCACTTCTTAAACACACG 3´

	dsx Sc com
	5´ GGTCAGAACATAAGCGAAGTG 3´

	dsx Sc1
	5´ ATCGTCGGGATTCCCTTACG 3´ 

	Cebador
	Secuencia

	dsxM Sc
	5´ TGTACTTCTAGGTAAAACGCAG 3´

	dsxM2 Sc
	5´ CACTCATGGCTTTTATCATAAT 3´

	dsxF Sc
	5´ GTCCGTTCCACAATTGACATG 3´

	e1i1-1
	5´ ATAAGAATGCGGCCGCCGTCATTGACACCTGATCAG 3´

	e1i1-2
	5´ GCTCTAGATGCTAATCACGACACAGACG 3´

	i1e2i2-1
	5´ GCTCTAGATGAAAGAAGGAAATCCTAAGTC 3´

	i1e2i2-2
	5´ TGCACTGCAGGTTTTAGGACCAGGATGAGC 3´

	i2e3i3-1
	5´ TGCACTGCAGTTCTGACTGTACTTTTGTTAGC 3´

	i2e3i3-2
	5´ CCCTCGAGGTCTCGATCAAGGATGTCTG 3´

	i3e4-1
	5´ CCCTCGAGAATCAATACGATACTGAGCATC 3´

	i3e4-2
	5´ GGGGTACCTAAATTCAATCCATCGCATTCG 3´


Tabla 1. Secuencia de los cebadores del gen Scdsx empleados. En los cebadores empleados para la construcción del minigén se señalan las dianas de restricción en negrita.
	Primer
	Secuencia

	Oligo d(T)
	5’ TGC CAC GCT CGA CTA GTA CGT 3’ N22

	T30
	5’ TN30 3’

	AP1
	5’ CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC 3’

	AP2
	5’ ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC 3’

	M13 Forward
	5’ GTAAAACGACGGCCAG 3’

	M13 Reverse
	5’ CAGGAAACAGCTATGAC 3’

	pUAST 3´
	5’ GCCTCATCACTAGATGG 3’

	rpl10.1
	5’ GAGTGCATCCATTCCACGT 3’

	rpl10.2
	5’ GTATTTGACGTTGCAACCGT 3’

	yp2Dm1
	5’ GTCGTTGAGGCCACCATGC 3’

	yp2Dm2
	5’ GGAGTGGTTCGCTCGCATG 3’

	rp49.1
	5’ ATCCGCCACCAGTCGGATC 3’

	rp49.2
	5’ TGGCGCGCTCGACAATCTC 3’


Tabla2. Secuencia de los cebadores generales empleados.

Resultados XE "Resultados" 

1
Aislamiento y organización molecular del gen dsx de S. coprophila XE "1
Aislamiento y organización molecular del gen dsx de S. coprophila" 
Para aislar el gen dsx de S. coprophila (Scdsx) y determinar su organización molecular se llevó a cabo la siguiente estrategia:

Primero, se realizó una RT-PCR sobre ARN total de hembras adultas, empleando como cebador en la RT un oligo-dT, y como cebadores de la PCR dos oligonucleótidos degenerados, sintetizados a partir de las secuencias pertenecientes a los dominios conservados OD1 y OD2 de los genes dsx de los dípteros D. melanogaster, M. scalaris, B. tryoni, B. oleae, M. domestica y B. mori (Tablas 1 y 2 de Materiales y Métodos). Se amplificó un fragmento de ADNc de 475 pb, que fue clonado y secuenciado. Su secuencia putativa de aminoácidos mostraba una alta similitud con los dominios OD1 (90%) y OD2 (70%) de la proteína Dsx de D. melanogaster. Este resultado sugería que habíamos aislado un fragmento de la región amino-terminal del gen dsx de S. coprophila. 

Segundo, se sintetizaron oligonucleótidos correspondientes a la región 5’ y 3’ del fragmento amplificado (Figura 10A), que fueron usados en experimentos de 5’RACE y 3’RACE, respectivamente, en hembras y machos, separadamente, para intentar amplificar la región completa de la unidad de transcripción de Scdsx de ambos sexos. Los fragmentos amplificados fueron clonados y secuenciados, y sus secuencias de aminoácidos putativas fueron comparadas con las secuencias de las proteínas DsxF (hembra) y DsxM (macho) de Drosophila.


En el ensayo 5’RACE, se amplificó un único fragmento de 596 pb, tanto en machos como en hembras (Figura 10C). Dicho fragmento contenía la región 5’UTR y el extremo amino-terminal de la proteína putativa Dsx.

En el ensayo 3’RACE se amplificaron cuatro fragmentos en las hembras y en los machos (Figura 10D-E) (NOTA: los fragmentos que no son visibles en el gel mostrado en la Figura 10D, se identificaron cuando se clonó el producto del 3’RACE). El fragmento de 648 pb contenía el dominio OD2 putativo completo y la región carboxilo-terminal específica correspondiente al ARNm dsx de hembra de otros insectos. El fragmento de 739 pb presentaba una secuencia exactamente igual a la del fragmento anterior, excepto por la inserción de 70 pb adicionales, que interrumpen la secuencia del dominio OD2, introduciendo un codón de parada de la traducción, lo que daría lugar a una proteína DsxF truncada. Ambos fragmentos contienen la misma secuencia correspondiente a la región 3’UTR. Los fragmentos de 404 y 572 pb contenían la región carboxilo-terminal putativa de la proteína DsxM correspondiente al ARNm dsx de macho de otros insectos, así como la región 3’UTR (Figura 10D). El diferente tamaño de los dos fragmentos amplificados se debe al distinto número de bases que componen la región 3’UTR. A diferencia de los transcritos de macho descritos en otros insectos, ninguno de los dos fragmentos amplificados contenía la secuencia que codifica el extremo 3’ de la región del dominio OD2 común a las proteínas DsxF y DsxM. Para verificar la posible existencia de exones adicionales aguas abajo de la región 3’ identificada en los transcritos de los machos, se llevó a cabo un ensayo de 3’RACE utilizando un cebador correspondiente a secuencias localizadas en el extremo carboxilo-terminal de la proteína putativa DsxM (Figura 10B). En dicho ensayo, se amplificaron fragmentos menores de 284 y 452 pb, contenidos en los fragmentos anteriores de 404 y 572 pb, respectivamente, indicando que habíamos aislado la región completa correspondiente al extremo carboxilo-terminal de la proteína DsxM y a su región 3’UTR. Estos resultados indicarían que la proteína DsxM putativa de Sciara posee solamente el dominio OD1. Estos resultados del 3’RACE apuntan a que ambos sexos contendrían transcritos Scdsx putativos de hembras y de machos, como más tarde se confirmó (apartado 4).

Tercero, las uniones exón-intrón putativas se obtuvieron por comparación de las secuencias de los marcos abiertos de lectura putativos de las proteínas DsxF y DsxM de Sciara con las de Drosophila, y de las uniones exón-intrón predichas por el programa informático “Splice Site Prediction” (www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html). Se sintetizaron dos cebadores, en direcciones opuestas, a partir de las secuencias de cada uno de los exones putativos, que se usaron en ensayos de PCR sobre una genoteca genómica (sintetizada como se describe en Materiales y Métodos) utilizando la metodología del paseo cromosómico (Genome Walker). Los fragmentos genómicos amplificados se clonaron y secuenciaron, repitiéndose el proceso para elongar la secuencia genómica de Scdsx. La localización de los cebadores usados se muestra en la Figura 9  (Materiales y Métodos). La secuencias genómicas obtenidas se compararon con las secuencias de ADNc obtenidas previamente, determinándose así, sin ambigüedades, las uniones exón-intrón. No se obtuvieron las secuencias completas de los intrones 1 y 2, y no se llevaron a cabo mas ensayos de PCR sobre la genoteca genómica, pues los intrones del gen dsx de otros dípteros se caracterizan por su gran tamaño. Sí se obtuvo, en cambio, la secuencia completa del intrón 3 (2106 pb), que fue confirmada mediante PCR sobre ADN genómico utilizando como cebadores dos oligonucleótidos, uno en el intrón 3 y el otro en el exón 4.

La comparación de la secuencia del fragmento genómico amplificado correspondiente a la región 5’ del gen Scdsx con la del ADNc previamente obtenida, permitió determinar el tamaño de la región 5’UTR, así como la secuencia de la región promotora. El inicio putativo de la transcripción de Scdsx se encontraría localizado a 520 pb aguas arriba del codón de inicio de la traducción según el progama “Neural Network Promoter Prediction” (www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). 
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Figura 10.  5’ y 3’RACE. (A) Localización, sobre el fragmento de 475 pb del gen Scdsx, de los cebadores (flechas moradas) “dsx3’RACE” y “dsx5’ RACE”. (B) Localización, sobre el fragmento del gen Scdsx amplificado del cebador (flecha morada) “dsxM3’ RACE”, empleado en el 3’RACE. (C) 5’RACE con el cebador “dsx5’ RACE”. (D) 3’RACE  con el cebador “dsx3’ RACE”. (E) 3’RACE  con el cebador “dsxM3’ RACE”. Los rectángulos coloreados representan los exones: en verde el exón común a ambos sexos, en rojo los exones específicos de hembra y en azul el exón específico de macho. Las regiones 5’UTR y 3’UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los sitios de poliadenilación (AAA) y los dominios OD1 y OD2. Junto a los geles se muestra el esquema de los fragmentos amplificados y su tamaño.  MW hace referencia al marcador de peso molecular.
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Figura 11.  Organización molecular, transcritos y proteínas del gen dsx de S. coprophila. Los rectángulos coloreados representan los exones (E): en verde el exón común a ambos sexos, en rojo los exones específicos de hembra y en azul el exón específico de macho. Las regiones 5’UTR y 3’UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los sitios de poliadenilación (AAA) y los dominios OD1 y OD2. Las líneas de color negro representan los intrones: en línea discontinua si no han sido secuenciados totalmente y en línea continua sí se posee la secuencia completa.  (A) Organización molecular del gen. El tamaño de los exones se indica entre paréntesis. El procesamiento del pre-ARNm se representa con líneas de color rojo, procesamiento tipo hembra, y azul, procesamiento tipo macho. (B) Transcritos específicos de hembra y de macho resultado del procesamiento alternativo. (C) Esquema de las proteínas ScDsxM y ScDsxF. Se indica el tamaño de las proteínas en aminoácidos (aa).

El análisis de la expresión del gen Scdsx, cuyos resultados se presentan más adelante, puso de manifiesto que los transcritos producidos por este gen se expresan en ambos sexos. No obstante, la nomenclatura dada a estos transcritos, reflejando su carácter específico de sexo, se eligió por comparación con la organización molecular del gen dsx caracterizado en otros insectos. Por otro lado, si bien en los ensayos de RACE solamente se identificaron tres ARNm, en el análisis de la expresión del gen Scdsx, se pudo identificar un ARNm adicional muy poco abundante en ambos sexos (apartado  4 de Resultados). 

La organización molecular del gen Scdsx se presenta esquematizada en la Figura 11A. Este gen está formado por cuatro exones y tres intrones. El exón 1 es común a los transcritos de macho y de hembra, mientras que los exones 2 y 3 son específicos de hembra, y el exón 4 es específico de macho. La hembra produce tres ARNm: un transcrito de 1783 pb (ScdsxF273), que contiene los exones E1, E2a y E3; un transcrito de 1855 pb (ScdsxF252), que está compuesto por los exones E1, E2a, E2b y E3; y un transcrito de 1643 pb (Scdsx226) que se compone únicamente de los exones E1 y E3 (Figura 11B). El macho produce un único transcrito de 1477 pb (ScdsxM221), formado por los exones E1 y E4 (Figura 11B).
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Las proteínas DsxF y DsxM de S. coprophila y su comparación con las proteínas Dsx de otros insectos. XE "2
Las proteínas DsxF y DsxM de S. coprophila y su comparación con las proteínas Dsx de otros insectos." 
En las hembras, el transcrito ScdsxF273 daría lugar a una proteína putativa de 273 aminoácidos (ScDsxF273) que contiene el dominio común OD1, el dominio OD2 completo y el extremo carboxilo-terminal específico de hembra. El transcrito ScdsxF252 daría lugar a una proteína putativa de 252 aminoácidos (ScDsxF252) que contiene el dominio común OD1 y un dominio OD2 truncado, correspondiente a la parte no específica de sexo de este dominio, careciendo de la región del dominio OD2 y del extremo carboxilo-terminal específicos de hembra. Esto es debido a que la incorporación del exón E2b introduce un codón de parada de la traducción. Por último, el trascrito Scdsx226 daría lugar a una proteína putativa de 226 aminoácidos (ScDsxF226) que contiene el dominio común OD1, un dominio OD2 truncado, correspondiente a la parte específica de sexo de este dominio, y el carboxilo-terminal (Figura 11C). 

	Especie
	DsxF
	DsxM
	Región    N-terminal
	Dominio OD1
	Región intermedia (OD1 - OD2)
	Dominio  OD2
	Región        C-terminal (DsxF)
	Región         C-terminal (DsxM)

	S. coprophila
	273
	221
	38
	62
	100
	48
	15
	24

	A. gambiae
	241 (43)
	283 (29)
	34 (23)
	63 (80)
	70 (7)
	62 (45)
	12 (41)
	72 (16)

	D. melanogaster
	427 (43)
	549 (38)
	34 (32)
	61 (42)
	154 (7)
	61 (50)
	23 (33)
	152 (12)

	C. capitata
	315 (44)
	394 (38)
	37 (37)
	56 (80)
	139 (10)
	64 (52)
	12 (50)
	109 (12)

	B. oleae
	322 (45)
	400 (38)
	37 (37)
	63 (83)
	145 (14)
	64 (52)
	13 (46)
	116 (12)

	A. obliqua
	317 (45)
	396 (38)
	37 (37)
	63 (83)
	141(9)
	64 (52)
	12 (50)
	116 (8)

	M. domestica
	397 (46)
	528 (39)
	39  (36)
	45 (84)
	219 (20)
	64 (47)
	12 (41)
	161 (8)

	M. scalaris
	311 (41)
	573 (40)
	34 (32)
	63 (83)
	138 (16)
	63 (43)
	13 (38)
	293 (20)

	B. mori
	265 (39)
	267 (33)
	38 (7)
	62 (80)
	81 (17)
	62 (43)
	32 (33)
	52 (4)

	A. mellifera
	277 (24)
	336 (23)
	53 (10)
	65 (51)
	85 (17)
	61 (31)
	13 (7)
	87 (12)


Tabla 3. Análisis comparativo de las proteínas Dsx de S. coprophila con las proteínas Dsx de otros insectos. Se indica el número de aminoácidos y, entre paréntesis, el % de similitud.

En los machos el transcrito de ScdsxM daría lugar a una proteína putativa de 221 aminoácidos (ScDsxM) que contiene el dominio común OD1, careciendo de la región del dominio OD2 presente en todas las proteínas DsxM identificadas hasta el momento, pero conteniendo el dominio carboxilo-terminal específico (Figura 11C). 

El alineamiento de la secuencia de las proteínas putativas ScDsxF y ScDsxM con las proteínas DsxF y DsxM de otros insectos se muestra en la Figura 12. En los casos en donde el gen dsx ha sido caracterizado en varias especies de un mismo género, se ha elegido una especie como referencia de dicho género. Así, la comparación se ha realizado con las especies A. gambiae (orden Díptera, suborden Nematocera, familia Culicidae), D. melanogaster (orden Díptera, suborden Brachycera, familia Drosophilidae), C. capitata (orden Díptera, suborden Brachycera, familia Tephritidae, género Ceratitis), B. oleae (orden Díptera, suborden Brachycera, familia Tephritidae, género Bactrocera), A. obliqua (orden Díptera, suborden Brachycera, familia Tephritidae, género Anastrepha), M. domestica (orden Díptera, suborden Brachycera, familia Muscidae), M. scalaris (orden Díptera, suborden Brachycera, familia Phoridae), B. mori (orden Lepidóptera) y A. mellifera (orden Himenóptera). En el caso de Sciara coprophila (orden Díptera, suborden Nematocera, familia Sciaridae), se utilizó la proteína putativa de hembra ScDsxF273 para esta comparación, pues dicha proteína es la que contiene los dos dominios OD1 y OD2 que caracterizan a las proteínas Dsx. La comparación de las proteínas se llevó a cabo a nivel de las secuencias completas, así como a nivel de las secuencias comunes y de las secuencias específicas (Tabla 3  y Figura 12).

La proteína ScDsxF273 tipo hembra es mas similar a las proteínas DsxF (hembra) de los otros dípteros y del lepidóptero B. mori, que a la del himenóptero A. mellifera. El mayor grado de similitud ocurre en el dominio OD1,  en el dominio OD2 (tanto en la región no específica de sexo, como en la región específica de hembra) y en la región carboxilo-terminal específico de dicha proteína. Dentro del domino OD1, seis residuos (cisteína, histidina, histidina, cisteína, cisteína y arginina), que son imprescindibles para la unión al ADN en D. melanogaster, están totalmente conservados. La región que se encuentra entre los dominios OD1 y OD2 está poco conservada y, a diferencia de los dípteros del suborden Brachycera (D. melanogaster, C. capitata, B. oleae, A. obliqua, M. domestica y M. scalaris), no presenta un elevado número de residuos de histidina, glicina y alanina, al igual que ocurre en A. gambiae, en el lepidóptero B. mori y el himenóptero A. mellifera. 

La proteína ScDsxM221 tipo macho es, también, mas similar a las proteínas DsxM (macho) de los otros dípteros y del lepidóptero B. mori, que a la del himenóptero A. mellifera. La región carboxilo-terminal muestra un grado bajo de similitud. Lo más significativo es la ausencia en la proteína ScDsxM221 del dominio OD2, el cual está presente en todas las proteínas DsxM (macho) caracterizadas hasta el momento.

A)

Sc    -------------MVSNDISDWN--DIMSDSEVTDTKADICGGPSCSASTVGAPRTP--P 

Ag    -------------MVSQD--RWT--EAMSDS-GYDSRTDGNG-AASSCNNSLNPRTP--P 

Dm    -------------MVSEE--NWN-SDTMSDSDMIDSKNDVCGGASSSSGSSISPRTP--P 

Cc    -------------MVSED--NWN-SDTMSDSDIHDSKADACGGASSSSGSSISPRTP--P 

Bo    -------------MVSED--NWN-SDTMSDSDMHDSKADVCGGASSSSGSSISPRTP--P 

Ao    -------------MVSED--NWN-SDTMSDSDMLDSKADVCGGASSSSGSSISPRTP--P 

Md    -------------MVSEDS-NWHSSDTMSDTDMHDSKNDICGGASSSSGSSGTPRTK--P 

Ms    -------------MVS----DWQ-SDTMSEADCEQ-KGDICGGASSSSGSSASPRTP--P 

Bm    -------------MVSMG--SWK----------RRVPDDCEERSEPGASSSGVPRAP--P 

Am    MYREENEQNRAADLAPQQPSGANTFERLEHSQDSKNGDDGPKKVQTDASSSTNTPKPRAR 

                   :                         :        .           

Sc    NCARCRNHGEKIILKGHKRYCRYRFCNCDKCRLTADRQRIMAQQTALRRAQAQDEAR-—  

Ag    NCARCRNHGLKIGLKGHKRYCKYRACQCEKCCLTAERQRVMALQTALRRAQTQDEQRA-  

Dm    NCARCRNHGLKITLKGHKRYCKFRYCTCEKCRLTADRQRVMALQTALRRAQAQDEQRA-  

Cc    NCARCRNHGLKITLKGHKRYCKFRYCTCEKCRLTADRQRVMALQTALRRAQAQDEQRV-   

Bo    NCARCRNHGLKITLKGHKRYCKFRYCTCEKCRLTADRQRVMALQTALRRAQAQDEQRV-  

Ao    NCARCRNHGLKITLKGHKRYCKFRYCTCEKCRLTADRQRVMALQTALRRAQAQDEQRV-  

Md    NCARCHNHGLKIKLKGHKRYCKYRFCNCEKCRLTADRQRVMALQTALRRAQQQDEARI-  

Ms    NCARCRNHSLKIALKGHKRYCKYRYCDCEKCRLTADRQKIMAAQTALRRAQAQDESRP-  

Bm    NCARCRNHRLKIELKGHKRYCKYQHCTCEKCRLTADRQRVMAKQTAIRRAQAQDEARAR   

Am    NCARCLNHRLEITLKSHKRYCKYRTCTCEKCKITANRQQVMRQNMKLKRHLAQDKVKVR  

      ***** **  :* **.*****::: * *:** :**:**::*  :  ::*   **: :

Sc    -GVTPSPSLTPDQYKILRVPDLR--------------------------EVREMRDISGL 

Ag    LNEGEVPP---EPPRSFDCD----------------------------SSTGSMASAPGT 

Dm    LHMHEVPPANPAATTLLSHHHHVAAPAHVHAHHVHAHHAHGGHHSHHGHVLHHQQAAAAA 

Cc    LQIHEVPPGVHAPAALLNHHHLHHH---HHLNPNHH------------ATAAAAAAAAAA 

Bo    LQIHEVPPVVHGPTALLNHHHLHHH---HHLNQNHH------------ASAAAAAAAAAA 

Ao    LQMHEVPPVVHAPTALLNHHHLHHH---HHLNQNHH------------ATAAAAAAAAAA  

Md    LQMHEVPPVVHPPTALLNAHHHHHHPLPHHITQQLHHHPHHPHPHLVDASAVAAAAAAGV 

Ms    LSAGEIPATIHPAQYTLMQINSQPYPVVHPHHHIAH------------NNHNHHVNQHHP 

Bm    ----ALELGIQPPGMELDRP------------------------------VPPVVKAPRS 

Am    -VAEEVDPLPFGVEN----------------------------------TISSVPQPPRS  

Sc    G----------------DLKQPLLRP---------------------------------- 

Ag    ------------------SSVPLTIH---------------------------------- 

Dm    AAAPSAPASHLGGSSTAASSIHGHAHAHHVHMAAAAAASVAQHQHQSHPHSHHHHHQNHH 

Cc    ------HHHITTA----IRSPPHAEL--------------GSG------GGGLAGG---- 

Bo    ------HHHISTA----IRSPPHAEH--------------GGGNVSSGGNGGIAGG---- 

Ao    ------HHHISTA----IRSPPQTEH--------------GSG----GGGGGMVGG---- 

Md    GVGPVPPHHIAAAAIPTIRSPPHSDHSANGGGGGGGGGGGGGGSGSGGGGGGSAGGGSNG 

Ms    -------HHIMHN------NQPHLHH---------------------------------- 

Bm    -----------------PMIPPSAPR---------------------------------- 

Am    ------------------LEGSYD------------------------------------ 

Sc    ------------------KSPPIDSPVTLAN---------------------AVTTERSL 

Ag    ----------------------RRSPGVPHH---------------------VPEP-QHM 

Dm    QHPHQQPATQTALRSPPHSDHGGSVGPATSSSGGGAPSSSNAAAATSSNGSSGGGGGGGG 

Cc    --------------IGSAITSVPVSAPPPEH-----------------HMTTVPTPAQSL 

Bo    --------------IGSGITSVSGSVPPPEH-----------------HMTTVPTPAQSL 

Ao    --------------TVPTITSVPVSAPPPEH-----------------HMTTVPTPAQSL 

Md    GGGGVGPSSSSMNGMASSSSAASSSTAPPHHTPPDHTHHHHHHHHPHPHLVSVPPTAQSV 

Ms    -------------QVTAVTSSGGISKSPVEHN---------------PHQITVPTPAQSL 

Bm    -------------------SLGSASCDSVPG-----------------------SPGVSP 

Am    -------------------SSSGDSPVSSHS---------------------SNGIHTGF 

                                   :                                   

Sc    DGSCGSSCAVPLPSS----------GFPYVPVFPKMPDTLIKPGCPRDTLIELCQKLNKT 

Ag    GATHSCVSPEP------------------VNLLPD------------DELVKRAQWLLEK 

Dm    SCDSSSPSPSSTSGAAILPIS------VSVNRK-----NGANVPLGQDVFLDYCQKLLEK 

Cc    EGSSDTSSPSPSSTS------GAALPISVVGRKPSLHPNGVHMPLAQDVFLEHCQKLLEK 

Bo    EGSSDTSSPSPSSTS------GAVLPISVVGRKPSLHPNGVNIPLAQDVFLEHCQKLLEK 

Ao    EGSSDTSSPSPSSTS------GAVLPISVVGRKPPVHPNGVNIPLAQDVFLEHCQKLLEK 

Md    DSSCDSSSPSPSSTS------GVAVPVLVPNRKPNPEQQQNGADMSIDLILDYCQKLIEK 

Ms    EGSRDSSSASPSSTSNGGAVAAPGSSAIVPVKKVGAPNGSTSTGIQKESLLDCCHRLLEQ 

Bm    YAPPPSVPPPPTMPP------------LIPTPQPPVPS---------ETLVENCHRLLEK 

Am    GGSIITIPPTRKLPP------------LHPHTAMVTHLPQTLTSENVEILLEHSSKLVEL 

                        *                                    : ::. .  * :  

Sc    FNY-----PYEMMPLLYTILTYND-DVEEASQRIYERIYEGQKIINDYARYNNLNIYDGG 

Ag    LGY-----PWEMMPLMYVILKSADGDVQKAHQRIDEGQAVVNEYSRLHNLNMFDGVELRN 

Dm    SSS-----SSTSGAASVSVNRKNGANVGDVDYCKKRYWMMYVKDADANASRRGYVVNYSR  

Cc    FRY-----PWEMMPLMYVILKDAGADIEEASRRIEEGQHVVNEYSRQHNLNIFDGGELRS 

Bo    FRY-----PWEMMPLMYVILKDAGADIEEASRRIEEGQHVVNEYSRQHNLNIYDGGELRS 

Ao    FRY-----PWEMMPLMYVILKDAGADIEEASRRIEEGQHVVNEYSRQHNLNIYDGGELRS 

Md    FGY-----PWEMMPLMYVILKDAGVDIDEASKRIEEGQHVVNEYSRQHNLNIYDGCELRC 

Ms    FRF-----PFEMMPLMYVILKSVD-DEEEASRLISEGQYAVNEYSRQHNLNIFDGGELRS 

Bm    FHY-----SWEMMPLVLVIMNYARSDLDEASRKIYEGKMIVDEYARKHNLNVFDGLELRN 

Am    FQY-----PWEALLLMYINLKYAGANPEEVVRRMVDALIIFCSKNFIWNSILNKIVSFIN  

      : :     .:* : *:   :.    : ::. : : :.   . .     *  : .  .:

Sc    ELRID----TKR-G------------ 273

Ag    TTRQ--------SG------------ 241

Dm    ---QHNLNIYDGGELRNTTRQCG--- 427

Cc    TTRQ--------CG------------ 315

Bo    TTRQ--------CGT----------- 322

Ao    TTRQ--------CG------------ 317

Md    ATRQ--------CG------------ 397

Ms    QSRQ--------CGR----------- 311

Bm    STRQKMLEINNISGVLSSSMKLFCES 265

Am    LLPT---------------------- 277 

B)

Sc    -----------------------------------------------------GEYLQ--  

Ag    ------------------------------------------------------DRLE—  

Dm    ------------------------------------------------ARVEINRTVA--  

Cc    ------------------------------------------------AKRIVNQTISLH 

Bo    -----------------------------------------ASRRIEEAKRIVNQTISLH 

Ao    -----------------------------------------ASRRIEEAKRIVNQTISLQ 

Md    -------AIQLFKQYDSLIS--IYDGHEWRSKASLKRKAESGARNAECDETTKRMRIEAT 

Ms    GLHITEPRLRAYRNYIALMYGITLPCYPYIPFSNLSYFGLTSNTSGPITDSPTNLSVSNN 

Bm    ------------------------------------------------------------ 

Am    ----------------------------------------------------ASNEIR-- 

Sc    ------LYHFLNTRVIMNS--------------YANENR---------------------  

Ag    -----IHVNHLQARKMLPS--------RPQLLLLELCKRS--------------------

Dm    ----QIYYNYYTPMALVNG--------APMYLTYPSIEQG--------------------  

Cc    WMDRQLYYNYYSSAALVNT--------VPTYFPYP-IAIG-------------------- 

Bo    WMDRQLYYNYYSSAALVNT--------PPTYFPYP-IAIG-------------------- 

Ao    LMDRQLYYNYYSSAALVNG--------PPTYLPYP-LAFG-------------------- 

Md    EHLNQLTQTYYNYQRYAAL--------PPVYWGYPSIQFGRA------------------ 

Ms    NDSNPVAIMNSTPSTMISHNNTSSRGSPPPSLLPPTANRSHSPIFDLSAHRQSLQLSQED 

Bm    ------GYWMMHQWRLQQY-----------SLCYGALELS--------------------  

Am    ------NMHFLKAIRMSQP--------SRAFRCTAACAAP-------------------- 

Sc    ------------------------------------------------------------ 

Ag    ---------------SFRSLSMHKRRTRKQN------KNPTHSS--------TAHMAG-- 

Dm    --------RYG---AHFTHLPLTQICPPTPE-PLALSRSPSSPSGPSAVHNQKPSRPGSS  

Cc    --------SNGLLTSQFSHLTAS-MRPPSPE-QPTLSRMPPSPS--------KPSRPAS- 

Bo    --------SNGLLTSHFSHLTAS-IRPPSPE-QPTLSRTPPSPS--------KPSRPGS- 

Ao    --------TNGLLTSQFSHFTAS-IRPPSPE-LPALSRTPPSPS--------KLSRPAS- 

Md    -------VWTELPNPNFAAIIPPHLAATTPDGPQSLSRRSPSPF--------KNSRPSS- 

Ms    SRKEVEVNVHRFHRNDQEKLAFNRELSPDHKRLLDSQVTINHEHEGSRKRRLESRSPSIE 

Bm    ------------ARKDVAALCCLRDTCWRPR---SRRVWCPSSS----------------   

Am    -------TGPPTGPPTYEGDVPFIGVGPPPN-PIHFRPFLHPEN---------AHIPAT- 

Sc    ------------------------------------------------------------  

Ag    ----------CTGETPTLVSAI-------------------------------------- 

Dm    NGTVHSAASPTMVTTMATTSSTPTLSRRQRSRSATPTTPPPPPPAHSSSNGAYHHGHHLV 

Cc    ----------ILSDTMSPPATATSLTS-----AAT------------------------- 

Bo    ----------ILSETMSPPAAATSLTS-----SAT------------------------- 

Ao    ----------TLSETMSPVAATTSLKS-----SAT------------------------- 

Md    ----------SLGSESTTVTSLPTPGVLAAAAAAA------------------------- 

Ms    EQPQFLKRMYGFQPVYDLSTHRPPLRSSQEECRKEEEELNVHRFRRYAQEKLAFNGQETQ 

Bm    ------------------------------------------------------------ 

Am    ----------RLPSSPDGPPKHT------------------------------------- 

Sc    ----------------------------------------------------- 24 

Ag    ----------------------------------------------------- 72

Dm    SSTAAT----------------------------------------------- 152 

Cc    -ATAAT----------------------------------------------- 109

Bo    -AAAAT----------------------------------------------- 116

Ao    -AAAAT----------------------------------------------- 116

Md    AAAAATA---------------------------------------------- 161

Ms    AAINHEHELKMRESRKRHHESRSPSIDEQSQKKICLSPPVIRSDSTDVERGSP 293

Bm    ----------------------------------------------------- 52                                  

Am    ----------------------------------------------------- 87

Figura 12. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de las proteínas Dsx de S. coprophila (Sc), A. gambiae (Ag), C. Capitata (Cc), D. melanogaster (Dm), B. oleae (Bo), A. oblicua (Ao), M. domestica (Md), M. scalaris (Ms), B. Mori (Bm) y A. mellifera (Am).  La comparación de las proteínas fue llevada a cabo mediante el programa ClustalW. “*” significa que los aminoácidos de esa columna son idénticos. “:” y  “.” significan, respectivamente,  que las sustituciones de aminoácidos son conservativas y semi-conservativas. “-“ significa ausencia de aminoácido en esa posición. (A) Secuencia de aminoácidos de las proteínas DsxF. En S. coprophila se ha empleado la proteína ScDsxF273 para la comparación. El dominio OD1 aparece señalado en color verde, y en rojo se resaltan aquellos residuos que en D. melanogaster son indispensables para la unión al ADN. En rosa aparece señalado el domino OD2. (B) Secuencia específica de macho de las proteínas DsxM.
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Los datos anteriormente presentados sobre la organización molecular del gen Scdsx, especialmente la identificación del intron 3, indican que los transcritos específicos de sexo observados serían el resultado del procesamiento alternativo de un único transcrito primario producido por este gen y no el resultado de la transcripción de genes similares.

Para corroborar este resultado, se llevó a cabo un Southern Blot de ADN genómico de hembras y machos adultos de S. coprophila, digerido con las enzimas de restricción EcoRI y BamHI. La sonda utilizada fue un fragmento de 475 pb de ADNc del gen Scdsx, conteniendo secuencia correspondiente al exón E1 (382 pb) y al exón E2 (93 pb) (línea naranja en la Figura 13A, B). La enzima Eco RI no corta dentro de la secuencia de la sonda, pero sí, al menos cinco veces, dentro del intrón 1 del gen, estando la última diana a tan sólo 66 pb del exón E2 (Figura 13A). Por lo tanto, si el gen Scdsx es de copia única, se esperaría que en la digestión con Eco RI, la sonda detectase únicamente dos fragmentos, uno de tamaño superior a 3 Kb, correspondiente al fragmento de la región 5’ del gen (reconocido por el fragmento de 382 pb de la sonda), y otro de tamaño indeterminado de más de 1Kb, correspondiente a la región 3’ del gen (reconocido por el fragmento de 93 pb de la sonda). En la secuencia genómica del gen Scdsx que conocemos, la enzima Bam HI tiene una diana dentro del exón E1, a 87 pb del extremo 3’del exón E1 y una diana en el intron 3, desconociendo si existiesen otros sitios de restricción para esta enzima en los intrones 2 y 3 (Figura 13B). Si no existen sitios Bam HI en estos intrones, o si existiese algún sitio de restricción Bam HI en el intron 2, esperaríamos que, si el gen Scdsx es de copia única, la sonda detectase dos fragmentos, uno de tamaño superior a 1,5 Kb, correspondiente al fragmento de la región 5’ del gen (reconocido por el fragmento de 295 pb de la sonda), y otro de tamaño indeterminado de mas de 6,6 KB (dado que desconocemos la longitud de los intrones 1 y 2), correspondiente a la región 3’ del gen (reconocido por el fragmento de 87 y 93 pb de la sonda). Si existiese un sitio Bam HI en el intron 1, el fragmento anterior de mas de 6,6, Kb se fragmentaría en dos fragmentos, uno de mas de 4Kb (reconocido por el fragmento de 87 pb del exón 1 de la sonda) y el otro de mas de 2,6 Kb (reconocido por el fragmento de 93 pb del exón E2 de la sonda).
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Figura 13.  Southern Blot de ADN genómico de S. coprophila hibridado con la sonda Scdsx (OD3-OD7). (A) y (B) Esquemas que muestran la localización de la sonda (línea naranja) dentro de la secuencia del gen Scdsx. Se indican los frgamentos genómicos (líneas moradas) digerido con las enzimas Eco RI (A) y Bam HI (B) que hibridan con la sonda. Teniendo en cuenta lo que se conoce de la secuencia del gen Scdsx, se indican los sitios de corte de las enzimas de restricción utilizadas y los tamaños mínimos esperados (morado) de las bandas obtenidas. Los rectángulos coloreados representan los exones (E): en verde el exón común a ambos sexos, en rojo los exones específicos de hembra y en azul el exón específico de macho. Las regiones 5’UTR y 3’UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los sitios de poliadenilación (AAA) y los dominios OD1 y OD2. Las líneas de color negro representan los intrones: en línea discontinua sino han sido secuenciados totalmente y en línea continua sí se posee la secuencia completa. (C) Southern Blot. Se especifica la enzima con la que se ha digerido el ADN genómico, en la parte superior de cada carril, y los tamaños de las bandas obtenidas.

Los resultados se muestran en la Figura 13C cuando se usaron condiciones de hibridación astringentes del 42% de formamida. En el caso de la digestión con EcoRI se obtuvieron dos bandas. La banda mayoritaria, de mayor tamaño y aproximadamente 7.2 kb, se correspondería con el fragmento de la sonda que ha hibridado con los 382 pb del exón 1. La banda minoritaria es más pequeña, aproximadamente de 3.5 Kb, y resultaría de la hibridación de la sonda con los 93 pb de la parte inicial del exón 2. En el caso de la digestión con BamHI, se obtuvieron, también, dos bandas: una banda mayoritaria de alrededor de 23 kb, que correspondería a un fragmento de la región 5’ del gen, y una banda menor de aproximadamente 6 kb que correspondería a la región 3’ del gen. El mismo resultado se obtuvo cuando se usaron condiciones de hibridación de menor astringencia (19% formamida).

Estos resultados confirman los resultados del estudio de la organización molecular del gen e indican que el gen Scdsx se encuentra en copia única en el genoma. Por lo tanto, los cuatro tipos de transcritos identificados son el resultado de un procesamiento alternativo del mismo transcrito primario.
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Una de las propiedades del gen dsx en todos los insectos en donde ha sido caracterizado es el procesamiento específico de sexo de su transcrito primario, de modo que se produce o ARNm dsxF, que codifica la proteína DsxF de hembra, o ARNm dsxM, que codifica la proteína DsxM de macho. Es esta propiedad en donde se fundamenta el papel esencial del gen dsx en el control de la determinación sexual; esto es, la producción de proteína DsxF o DsxM es lo que determina que el cigoto se desarrolle como hembra o como macho, respectivamente. 


Como se comentó anteriormente, los resultados del 3’RACE indican que en S. coprophila ambos sexos contienen transcritos Scdsx putativos de hembras y de machos. Para confirmar este resultado, realizamos ensayos de RT-PCT sobre ARN poliadenilado de larvas hembras y larvas machos, separadamente. La retrotranscripción se realizó utilizando un oligo-dT. Los cebadores utilizados en la reacción de PCR fueron un cebador (dsxSc1) del exón común E1 y, bien un cebador (dsxFSc) del exón E3 específico de hembra, o bien un cebador (dsxM2Sc) del exón E4 específico de macho (Figura 14A). Los resultados mostrados en la Figura 14B confirman la presencia de los
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Figura 14. Análisis de la expresión del gen Scdsx en S. coprophila mediante RT-PCR.  (A) Localización, en el gen Scdsx, de los cebadores (flechas moradas) empleados en las PCRs para analizar la expresión del gen. Los rectángulos coloreados representan los exones: en verde el exón común a ambos sexos, en rojo los exones específicos de hembra y en azul el exón específico de macho. Las regiones 5’UTR y 3’UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los sitios de poliadenilación (AAA) y los dominios OD1 y OD2. Las líneas de color negro representan los intrones: en línea discontinua sino han sido secuenciados totalmente y en línea continua sí se posee la secuencia completa. El procesamiento del pre-ARNm tipo hembra se representa con líneas de color rojo, y el procesamiento tipo macho en azul. (B) Patrón de expresión del gen Scdsx mediante RT-PCR en larvas machos y hembras. Se muestra el esquema de los transcritos correspondientes a cada fragmento amplificado acompañado de su tamaño.  MW hace referencia al marcador de peso molecular. (C) Expresión de los transcritos ScdsxF mediante RT-PCR en larvas hembras (L). Se muestra el mismo gel con menor y mayor intensidad de exposición. Se indica el esquema de los transcritos correspondientes a cada fragmento amplificado acompañado de su tamaño.  MW hace referencia al marcador de peso molecular. (D) Comparación en larvas machos y hembras de la expresión del gen rpl10 (verde) y de los transcritos ScdsxM221 (azul) y ScdsxF273 (rosa) sobre rpl10.

ARNm ScdsxF273 y Scdsx252, de tipo hembra, y ScdsxM221, de tipo macho, en los dos sexos. Tanto en machos como en  hembras, el ARNm ScdsxF273, el cual codifica para la proteína ScDsxF273, similar a la proteína DsxF de los otros insectos, es mas abundante que el ARNm Scdsx252 que codifica para una proteína ScDsxF truncada. En ambos sexos, se encontraron trazas del ARNm ScdxsF226 que codificaría para la proteína ScDsxF226, que carece del domino OD2 presente en el exón E2 (un ejemplo se muestra en la Figura 14C donde se observa el fragmento amplificado de 217 pb).

Para determinar los niveles de los transcritos ScdsxF273 (hembra) y ScdsxM221 (macho) en los dos sexos, realizamos un ensayo de PCR cuantitativo, el cual fracasó porque no fue posible diseñar cebadores que permitiesen amplificar exclusivamente el transcrito ScdsxF273 que codifica la proteína DsxF completa de hembra, incluso usando cebadores que contenían secuencias correspondientes a dos exones, pues los distintos cebadores utilizados producían cantidades importantes de dímeros que interferían con la medida real de los niveles de los ARNm que pretendíamos medir. Por esta razón, utilizamos la siguiente estrategia alternativa, consistente en expresar los niveles de ARNm ScdsxF273 y ARNm ScdsxM221 respecto al nivel de ARNm rpl10, el cual codifica para la proteína ribosómica Rpl10 y que se espera tenga el mismo nivel en hembras y machos. El plan experimental fue el siguiente:

Los cebadores utilizados para detectar los ARNm de hembra (ScdsxF273) y de macho (ScdsxM) fueron un cebador (dsxSc1) del exón común E1 y, o bien un cebador (dsxFSc) del exón E3 específico de hembra, o bien un cebador (dsxMSc) del exón E4 específico de macho (Figura 14A). Primeramente realizamos PCRs con distinto número de ciclos de amplificación hasta definir las condiciones óptimas que permitiesen la amplificación sin llegar a la saturación (ver Materiales y Métodos). Una vez definidas estas condiciones, se realizó un ensayo de RT con un oligo-dT a partir de ARN poliadenilado de larvas hembras y larvas machos, separadamente. La misma preparación de ADNc de hembra fue utilizada en PCR para medir la cantidad de ARNm ScdsxF273, de ARNm ScdsxM221 y de ARNm rpl10. Para cada uno de estos ARNm se realizaron cinco réplicas. Lo mismo se llevó a cabo con el ADNc sintetizado a partir de ARN poliadenilado de larvas machos. Los productos de las PCR fueron cargados en un gel de electroforesis para medir el ARNm ScdsxF273, el ARNm ScdsxM221, y el ARNm rpl10. Los fragmentos amplificados fueron cuantificados usando el programa Quantity One. Los resultados se muestran en la Figura 14D. La cantidad de transcrito rpl10 no difiere en hembras y machos, lo cual pone de manifiesto que las reacciones de RT en hembra y en macho fueron igualmente efectivas en su producción de ADNc en ambos sexos. Por lo tanto, es posible usar la cantidad de ARNm rpl10 como valor para normalizar las cantidades de ARNm ScdsxF273 y ARNm ScdsxM221 encontradas en las hembras y en los machos. Los datos mostrados en la Figura 14D indican que estos dos tipos de transcritos están presentes en hembras y en machos, aunque sus cantidades difieren en ambos sexos: el ARNm ScdsxF273 es mas abundante en hembras que en machos, y el ARNm ScdsxM es más abundante en machos que en hembras. De este análisis, se puede concluir que, aunque la expresión de los transcritos no es específica de sexo, sí parece serlo la cantidad de transcrito que se produce en cada uno.

5
Patrón de expresión del gen dsx de S. coprophila XE "5
Patrón de expresión del gen dsx de S. coprophila" 
En todos los casos en donde ha sido caracterizado el gen dsx, éste se expresa durante todo el desarrollo y en la vida adulta de ambos sexos. Para determinar el patrón de expresión de dsx en S. coprophila se llevaron a cabo análisis de RT-PCR sobre ARN total de embriones hembras y machos, separadamente, de 24 y 72 horas, de ovarios adultos, y sobre ARN poliadenilado de hembras y machos adultos, separadamente. Como control, se utilizó ARN poliadenilado de larvas hembras y larvas machos, separadamente. La retrotranscripción se realizó utilizando un oligo-dT. Los cebadores utilizados en la reacción de PCR fueron un cebador (dsxSc1) del exón común E2 y, bien un cebador (dsxFSc) del exón E3 específico de hembra, o bien un cebador (dsxMSc) del exón E4 específico de macho (Figura 15A). 
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Figura 15. Expresión del gen Scdsx a lo largo del desarrollo de S. coprophila mediante RT-PCR.  (A) Localización, en el gen Scdsx, de los cebadores (flechas moradas) empleados en las PCRs. Los rectángulos coloreados representan los exones: en verde el exón común a ambos sexos, en rojo los exones específicos de hembra y en azul el exón específico de macho. Las regiones 5’UTR y 3’UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los sitios de poliadenilación (AAA) y los dominios OD1 y OD2. Las líneas de color negro representan los intrones: en línea discontinua sino han sido secuenciados totalmente y en línea continua sí se posee la secuencia completa. El procesamiento del pre-ARNm tipo hembra se representa con líneas de color rojo, y el procesamiento tipo macho en azul. (B) y (C) Patrón de expresión del gen Scdsx mediante RT-PCR en los estadios de embrión de 24 horas (E24), embrión de 72 horas (E72), larva (L), adulto (A) y ovario (O) en hembras (B) y machos (C), respectivamente. Se muestra el esquema de los transcritos correspondientes a cada fragmento amplificado acompañado de su tamaño.  MW hace referencia al marcador de peso molecular.

El gen Scdsx se expresa tanto en las hembras (Figura 15B) como en los machos (Figura 15C) durante su desarrollo embrionario y larvario, así como en el estado adulto. Se expresa, además, en los ovarios (Figura 15B), lo que indica que dicho gen posee expresión materna. Por lo tanto, el gen dsx de S. coprophila se expresa durante todo el desarrollo y en la vida adulta de ambos sexos, al igual que ocurre en otros insectos.
6
Expresión de las proteínas DsxF y DsxM de S. coprophila XE "6
Expresión de las proteínas DsxF y DsxM de S. coprophila" 
La presencia de los transcritos ScdsxF (tipo hembra) y ScdsxM (tipo macho) en ambos sexos de S. coprophila, sugiere que el control de la función del gen dsx en S. coprophila ocurre a un nivel diferente de lo encontrado en otros insectos. Una posibilidad es que la regulación de la función del gen Scdsx se implemente a nivel de la diferente cantidad de proteína ScDsxF de hembra y de proteína ScDsxM de macho producida en cada sexo, en relación positiva con la distinta cantidad de sus mensajeros presentes en ambos sexos; de modo que en las hembras la cantidad de proteína ScDsxF sería mayor que la cantidad de proteína ScDsxM, determinando el desarrollo de hembra, mientras que en los machos ocurriría lo opuesto, determinando el desarrollo de macho. Otra posibilidad es que la regulación de la función del gen Scdsx se produzca controlando la traducción de sus mensajeros, de forma que en las hembras la traducción del ARNm ScdsxM221 de macho esté bloqueada, mientras que en los machos esté bloqueada la traducción del ARNm ScdsxF273 de hembra; de modo que al final se produzca solamente proteína ScDsxF en hembras y solamente proteína ScDsxM en machos. Para analizar estas posibilidades decidimos estudiar la presencia de las proteínas Dsx en S. coprophila.

Para identificar las proteínas Dsx de S. coprophila, llevamos a cabo la generación de anticuerpos que nos permitiesen reconocer dichas proteínas. Con este fin, se sintetizaron oligopéptidos correspondientes al extremo carboxilo-terminal específico de la proteína putativa de hembra y al extremo carboxilo-terminal específico de la proteína putativa de macho (ver Materiales y Métodos). Dichos oligopéptidos fueron utilizados para inmunizar conejos y obtener los correspondientes anticuerpos policlonales. Una vez que la actividad de los sueros obtenidos fue comprobada mediante ensayos de ELISA y de Dot Blot (ver Materiales y Métodos), para determinar que los anticuerpos anti-ScDsxF y anti-ScDsxM reconocían, respectivamente, los oligopéptidos ScDsxF y ScDsxM, se realizaron ensayos de  Western Blot, usando extractos de proteínas totales de larvas hembras y larvas machos, separadamente.

6.1
La proteína DsxF de S. coprophila XE "6.1
La proteína DsxF de S. coprophila" 
El anticuerpo anti-ScDsxF detectó, en ambos sexos, una proteína mayoritaria de aproximadamente 30 KDa, que se corresponde con el tamaño esperado para la proteína putativa ScDsxF273, y una proteína de 25 KDa, menos representada, que se corresponde con el tamaño esperado para la proteína ScDsxF226 (Figura 16A). Para corroborar el resultado obtenido y comprobar la especificidad del anticuerpo anti-ScDsxF, se llevaron a cabo los siguientes ensayos. El anticuerpo anti-ScDsxF se preabsorbió con el oligopéptido usado para inmunización y el sobrenadante se utilizó en Western Blot sobre extractos de proteínas totales de larvas hembras y machos de S. coprophila (ver Materiales y Métodos). El anticuerpo anti-ScDsxF preadsorbido detectaba la misma proteína mayoritaria de 30 KDa (Figura 16B, carriles 3 y 4), aunque la señal obtenida era de menor intensidad que cuando se empleaba directamente el anticuerpo sin ser adsorbido (Figura 16B, carriles 1 y 2). En el segundo ensayo, el anticuerpo anti-ScDsxF, previamente purificado con el oligopéptido fijado a placas de ELISA (ver Materiales y Métodos), detectaba la misma proteína mayoritaria de 30 KDa (Figura 16B, carriles 5 y 6). En  ningún caso se detectó la proteína menos representada de 25 KDa. Estos resultados confirmaban la especificidad del anticuerpo y que las proteínas detectadas correspondían a las proteínas ScDsxF de S. coprophila. Este resultado ha sido confirmado mediante un ensayo de Western Blot con la proteína ScDsxF purificada de S. coprophila (M. Fernanda Ruiz, comunicación personal). Este resultado nos indujo a producir un anticuerpo anti-ScDsxF purificado por afinidad (ver Materiales y Métodos), para la realización de los experimentos siguientes.

Primeramente, analizamos si la cantidad de proteína ScDsxF en hembras y machos era similar, o era más abundante en hembras que en machos. Para ello, realizamos un ensayo como el descrito para analizar la cantidad de transcrito de hembra y de macho en ambos sexos, excepto que en este caso utilizamos la cantidad de tubulina como patrón (control de carga) para normalizar la cantidad de proteína ScDsxF en ambos sexos. Se obtuvieron extractos totales de proteínas de larvas hembras y larvas machos, separadamente, que se utilizaron para llevar a cabo Western Blots que se incubaron con los anticuerpos anti-ScDsxF y anti-Tubulina. Se realizaron cinco replicas de cada extracto, y se cuantificó la cantidad de proteína ScDsxF y de proteína Tubulina, utilizando el programa Quantity One (Materiales y Métodos). Los resultados se muestran en la Figura 16C. No hay diferencias en la relación de ScDsxF/ Tubulina entre hembras y machos. Estos resultados indican que en S. coprophila la proteína ScDsxF está en cantidades similares en ambos sexos.


Sabíamos por resultados anteriores, que el gen dsx se expresa durante todo el desarrollo de las hembras y machos de S. coprophila. Esta expresión a nivel de transcrito se corresponde con una expresión a nivel de proteína, como lo pone de manifiesto el Western Blot de extractos de proteínas totales de embriones hembras y embriones machos de 8 y 24 horas de desarrollo, y de ovarios, así como de larvas hembras y larvas machos (control) (Figura 16D). 
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Figura 16. Análisis de la expresión del gen Scdsx en S. coprophila mediante Western Blot.  (A) Western Blot en larvas (L) machos y hembras. En la parte derecha se especifica la proteína reconocida  y su esquema (B) Determinación de especificidad del anticuerpo anti-ScDsxF en larvas (L).  En la parte superior se indica si el anticuerpo anti-ScDsxF fue preabsorbido, purificado o ninguna de las dos cosas. En la parte derecha se especifica la proteína reconocida, y su esquema. En la parte inferior se muestra el control de carga correspondiente a la Tubulina. (C) Comparación en larvas machos y hembras de la expresión de la proteína ScDsxF273 sobre la Tubulina. (D) Expresión de la proteína ScDsxF273 en los estadios de embrión de 8 horas (E8), embrión de 24 horas (E24), larva (L) y ovario (O). Se señala la proteína reconocida  y su esquema. En la parte inferior se muestra el control de carga correspondiente a la Tubulina. 

Estos resultados indican que en S. coprophila la proteína ScDsxF273 de hembra está presente en cantidades similares en ambos sexos y durante todo su desarrollo, contrario a lo esperado atendiendo a lo observado en otros insectos.

6.2
La proteína DsxM de S. coprophila XE "6.2
La proteína DsxM de S. coprophila" 
El anticuerpo anti-ScDsxM no detectó la proteína esperada en Western Blot de larvas hembras y larvas machos de S. coprophila, a pesar de que mostraba actividad en los ensayos de ELISA y de Dot Blot contra el oligopéptido específico de ScDsxM221 usado para la inmunización. Se inmunizó un segundo conejo con el citado oligopéptido y se obtuvo un nuevo suero que era activo en ELISA y en Dot Blot pero, de nuevo, en Western Blot de larvas hembras y larvas machos no detectaba la proteína ScDsxM221. Este resultado negativo no podía interpretarse como que el oligopéptido carecía de actividad inmunogénica, pues por dos veces el suero obtenido era claramente positivo en ensayos de ELISA y de Dot Blot utilizando el propio oligopéptido. No obstante, no se puede eliminar la posibilidad de que la proteína ScDsxM221 tuviese una modificación post-traduccional en el epítopo que impidiese su reconocimiento por el anticuerpo.

Otra posibilidad es que la proteína ScDsxM221 no se produjese en S. coprophila, aunque su mensajero sí esté presente. Para analizar esta posibilidad, se procedió a sintetizar un oligopéptido de la región amino-terminal común a las proteínas putativas ScDsxF y ScDsxM. Si el anticuerpo generado contra dicho oligopéptido detectase la proteína ScDsxF, que hemos demostrado existe en las hembras y machos de S. coprophila, y no detectase la proteína ScDsxM221, no podemos decir que esto sea debido a que el anticuerpo no funciona en Western Blot, pues es activo contra el epítopo que sabemos está presente en ambas proteínas. Este resultado sugeriría, en cambio, que muy posiblemente el gen dsx de S. coprophila produjese únicamente la proteína ScDsxF, homóloga de la proteína DsxF de hembra encontrada en los otros insectos. Aunque el suero obtenido de la inmunización con ese oligopéptido común fue activo en ensayos de ELISA con dicho oligopéptido, no reconoció la proteína ScDsxF273, reconocida por el anticuerpo anti-ScDsxF purificado, ni una proteína de tamaño esperado para ScDsxM221. Por lo tanto, la existencia de proteína ScDsxM221 en S. coprophila sigue sin poder contestarse por el momento.

7
Regulación del procesamiento del transcrito primario del gen dsx de S. coprophila XE "7
Regulación del procesamiento del transcrito primario del gen dsx de S. coprophila"  
En otros insectos, donde se ha caracterizado el gen dsx, el procesamiento de su pre-ARNm sufre un procesamiento específico de sexo, produciendo diferentes ARNm en los dos sexos. El procesamiento que tiene lugar por defecto puede ser el de tipo macho, como ocurre en los dípteros, o el de tipo hembra como ocurre en el lepidóptero Bombyx. En los casos donde el procesamiento por defecto es de tipo macho, se ha encontrado que el proceso alternativo de tipo hembra requiere la presencia de la proteína Tra, la cual forma un complejo con la proteína constitutiva Tra2; este complejo Tra-Tra2 se une a secuencias determinadas en el exón específico de hembra, determinado su incorporación al ARNm. Como la proteína Tra está presente solamente en las hembras, sólo en éstas se puede producir el ARNm que codifica para la proteína DsxF de hembra. En los machos, la ausencia de la proteína Tra hace que el exón específico de hembra sea eliminado y se forme un ARNm alternativo, el cual codifica para la proteína DsxM de macho. En los casos donde el procesamiento por defecto es de tipo hembra, se ha encontrado que el procesamiento alternativo de tipo macho requiere la presencia de un inhibidor, el cual se une a secuencias fijas del exón específico de hembra. Esta interacción previene la incorporación de este exón en los machos. Ver detalles y referencias en la Introducción.


En el caso del díptero S. coprophila, no se puede hablar, desde un punto de vista estricto, de que exista un procesamiento por defecto específico de sexo, puesto que el procesamiento alternativo del pre-ARNm Scdsx tiene lugar en machos y hembras, aunque la efectividad de cada una de las dos rutas alternativas de procesamiento sea específica de sexo. 
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	Posición 1
	Posición 2
	Posición 3
	Posición 4
	Posición 5
	Posición 6
	Posición 7
	Posición 8
	Posición 9
	Posición 10
	Posición 11
	Posición 12
	Posición 13
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	Secuencia

consenso
	U/A/C/G
	C/U/A/G
	U/A/G/C
	U/A/G/C
	C/A/G/U
	A/G/U/C
	A/U/G/C
	U/C/A/G
	C/A/U/G
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	A/U/C/G
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	A/C/U/G
	

	DsxRESc1
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	A
	G
	A
	C
	A
	A
	U
	A
	A
	C
	G
	A
	12/13

	DsxRESc2
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	U
	U
	U
	C
	A
	A
	U
	C
	U
	A
	A
	U
	12/13

	DsxRESc3
	U
	G
	A
	A
	U
	A
	C
	A
	G
	A
	A
	C
	A
	9/13

	DsxRESc4
	U
	G
	A
	A
	U
	G
	G
	U
	C
	A
	C
	C
	A
	11/13

	DsxRESc5
	U
	U
	U
	A
	C
	A
	A
	U
	A
	U
	A
	A
	G
	12/13

	DsxRESc6
	G
	C
	U
	A
	C
	C
	A
	U
	C
	A
	A
	U
	U
	12/13


Tabla 4 . Sitios putativos de unión del complejo Tra-Tra2 en el exon E3 del pre-ARNm dsx de Sciara coprophila. La secuencia consenso se basa en la comparación de secuencias putativas de unión del complejo Tra-Tra2 encontradas en el gen dsx de D. melanogaster, de M. domestica, de B. oleae, de B. tryoni, de A. obliqua, de C. capitata, de M. scalaris y de A. gambiae; en el gen fruitless de D. melanogaster y de A. gambiae; y en el gen tra de C. capitata, de B. oleae y de A. obliqua. Para definir la secuencia consenso, se han tomado los nucleotidos que pueden estar presentes en la posición correspondiente, independientemente de su frecuencia; y en rojo se han indicado aquellos nucleótidos que no están presentes nunca en la posición correspondiente.

En el pre-ARNm Scdsx, todos los sitios de procesamiento (“ss”) están basados en la regla GT-AG (Breathnach and Chambon, 1981). El análisis de la predicción de sitios de procesamiento (Materiales y Métodos) indicó que los sitios de procesamiento ss5’ y ss3’ para los intrones 1 y 3 poseen una fuerza similar (0,99-1,0), siendo alta, también, la correspondiente al sitio ss5’ localizado en el exón 2a (0,89) y el ss5’ del intrón2 (0,70); sin embargo, el ss3’ del intron 2 es bastante más débil (0,31) (Figura 17A). Basándose en la fuerza teórica de estos sitios de procesamiento, una posible interpretación para que se den simultáneamente los dos tipos de procesamiento del pre-ARNm Scdsx, el de tipo hembra y el de tipo macho, es la siguiente. La unión del exón E1 común y del exón E4 específico de macho produciría el ARNm ScdsxM221 tipo macho. Ahora bien, esta unión sería comparable a la unión del exón común E1 con el exón E2 específico de hembra. Si el exón E1 se une al exón E2, esto podría provocar la unión del exón E3 específico de hembra, el cual incorpora un sitio de poliadenilación, y no se podría incorporar el exón E4 específico de macho. Así se generarían los tres ARNm tipo hembra encontrados. De éstos, el más probable sería el que une el exón E2A al exón E3 (el cual codifica la proteína completa ScDsxF273), seguido del que une el exón E2 completo al exón E3 (el cual codifica la proteína ScDsxF252 truncada), y el menor sería el que une los exones E1 y E3 (el cual codifica la proteína ScDsxF226 truncada). El procesamiento alternativo del pre-ARNm Scdsx, por lo tanto, podría estar basado en su propia organización molecular, no requiriéndose la acción de ningún factor controlador específico. Sin embargo, el conocimiento de las secuencias consenso de los sitios del procesamiento no constituye, en sí mismo, una información suficiente para determinar si un determinado sitio de procesamiento será funcional, pues otros factores son necesarios para su activación (Black, 2003). 

Resultados anteriormente mostrados indican que aunque los ARNm Scdsx de tipo hembra y de tipo macho están simultáneamente presentes en ambos sexos, sus cantidades relativas varían significativamente entre machos y hembras: el ARNm de tipo hembra está más abundante en hembras que en machos, mientras que el ARNm de tipo macho está más abundante en machos que en hembras. Esto abre la posibilidad de que existan factores que influyan en esas cantidades diferentes de ARNm encontradas en los dos sexos. Se han identificado factores, tales como las proteínas Tra, Tra2, y BmPSI, que actúan controlando el procesamiento de exones específicos de sexo del transcrito primario dsx, habiéndose encontrado, además, las secuencias a las que dichos factores se unen específicamente. No en todos los insectos en los que el gen dsx ha sido caracterizado se han encontrado dichas secuencias de unión. En el caso de los dípteros analizados, en todos ellos se han encontrado las secuencias de unión del complejo Tra-Tra2 (ver referencias en Introducción). Sciara coprophila es un díptero. Por lo tanto, hemos analizado si su pre-ARNm Scdsx contiene dichas secuencias de unión Tra-Tra2 que pudiesen explicar la diferente cantidad de ARNm ScdsxF de tipo hembra en los dos sexos.
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Figura 17.  Secuencias putativas de unión del complejo Tra-Tra2 del pre-ARN mensajero del gen Scdsx. Los rectángulos coloreados representan los exones (E): en verde el exón común, en rojo los exones específicos de hembra y en azul el exón específico de macho. Las regiones 5’ y 3’ UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de inicio y parada de la traducción, los sitios de poliadenilación (AAA) y los dominios OD1 y OD2. Las líneas de color negro representan los intrones: en línea discontinua sino han sido secuenciados totalmente y en línea continua sí se posee la secuencia completa. (A) Fuerza de los sitios de procesamiento ss5’ y ss3’ para los intrones 1, 2 y 3 del gen Scdsx. (B) Distribución de los elementos DsxRESc (rayas amarillas) y PRE (rayas moradas) en el exón 3 del gen Scdsx. 

Como se menciona en la Introducción, el complejo Tra-Tra2 se une al elemento DsxRE y al elemento PRE. El elemento DsxRE está formado por repeticiones de una secuencia de 13 nucleótidos. Analizamos si dicha secuencia se encontraba en el pre-ARNm dsx de S. coprophila. Previamente definimos la secuencia consenso (Tabla 4) mediante la comparación de todas las secuencias Tra-Tra2 encontradas en otros insectos (62 secuencias), tanto en el transcrito primario del gen dsx, como en los genes fruitless y  el gen transformer (de los tefrítidos), cuyo procesamiento específico de sexo depende del complejo Tra-Tra2. Los nucleótidos marcados en rojo en la secuencia consenso corresponden a nucleótidos que nunca se han encontrado en la posición señalada. Se han encontrado seis secuencias putativas de unión de Tra-Tra2 en el exón E3 específico de hembra del pre-ARNm Scdsx, localizadas a 300 nucleótidos  aguas arriba del extremo 3’ de dicho exón (rayas amarillas en la Figura 17B ). Cuatro de estas secuencias tienen una identidad de 12/13 nucleótidos, una secuencia tiene una identidad de 11/13 nucleótidos y otra tiene una identidad de 9/13 nucleótidos, respecto a la secuencia consenso. Un dato importante es que, en las seis secuencias encontradas, aparecen bases en posiciones nunca presentes en la secuencia consenso. Se identificaron, también, dos elementos PRE putativos (rayas moradas en la Figura 17B ) entre la penúltima y la última de las secuencias putativas de unión de Tra-Tra2. La presencia de estos elementos putativos de unión del complejo Tra-Tra2 en el exón E3 del pre-ARNm Scdsx no es suficiente para concluir que el procesamiento diferencial de este transcrito primario esté controlado por dicho complejo como en otros dípteros. El problema radica en que no sabemos si los cambios observados en las secuencias DsxRE respecto a la secuencia consenso son suficientes para impedir una unión de Tra-Tra2, pues se ha observado que las secuencias de unión de las proteínas SR pueden estar bastante degeneradas (Black, 2003). Este dilema solamente puede ser resuelto mediante un análisis funcional. 

Para determinar si las secuencias de unión del complejo Tra-Tra2, identificadas como putativas, realmente unían dicho complejo, realizamos un ensayo in vivo del patrón de procesamiento de un minigén, al que denominamos DScmg (Doublesex de Sciara coprophila mini gene), generado a partir del pre-ARNm Scdsx y que contiene todos los exones específicos de sexo y todas la señales de procesamiento necesarias (Figura 8). El minigén DScmg fue clonado en el vector pUAST, generándose líneas transgénicas de D. melanogaster. La idea subyacente es que si las secuencias putativas de unión del complejo Tra-Tra2 encontradas en el exón E3 específico de hembra realmente unían dicho complejo, esperaríamos ver un cambio en el patrón del procesamiento del pre-ARNm DScmg entre hembras, que contienen la proteína Tra, y los machos, que carecen de dicha proteína. 

Para tal análisis, se colectaron hembras y machos portadores del transgén UAS-DScmg y del transgén arm-GAL4, el cual expresa el factor GAL4 de una forma generalizada (el genotipo completo y el cruce se indican en la leyenda de la Figura 18). Se realizó una RT-PCR sobre ARN total de esas hembras y machos, separadamente, utilizándose para la retrotranscripción un cebador oligo-dT, y para la posterior amplificación por PCR, el cebador dsxSc1, común para ambos sexos y, bien dsxFSc para amplificar los transcritos específicos de hembra, o bien dsxMSc, para amplificar el transcrito específico de macho (Figura 18A). Los productos del PCR fueron clonados y secuenciados. Los resultados se muestran en la Figura 18B. Con los cebadores empleados para identificar el ARNm de tipo macho se obtuvo, tanto en machos (carril 1) como en hembras (carril 2), el fragmento esperado de 167 pb, con una intensidad similar en ambos sexos, que corresponde al ARNm ScdsxM221. Con los cebadores empleados para identificar el ARNm de tipo hembra, se obtuvo en machos (carril 3) y en hembras (carril 4) una banda de 358 pb, con una intensidad similar en ambos sexos, que se corresponde con el ARNm mayoritario ScdsxF273 (el fragmento de tamaño ligeramente mayor es inespecífico). Estos resultados indican que el patrón de procesamiento del minigén DScmg es el mismo en las hembras y en los machos, es decir, en presencia o ausencia del complejo Tra-Tra2. Ésto sugiere que los sitios putativos de unión del citado complejo que se han encontrado en el pre-ARNm dsx de S. coprophila no son tales, al no ser reconocidos por dicho complejo, al contrario de lo que se ha observado hasta ahora en los dípteros en donde este gen ha sido caracterizado. 

A continuación analizamos si en S. coprophila pudiera darse una situación similar a la encontrada en el lepidóptero B. mori, donde el procesamiento por defecto del pre-ARNm dsx es el de tipo hembra, y es la unión de la proteína BmPSI a determinadas secuencias del exón específico de hembra lo que determina que éste no se incorpore al ARNm en los machos. BmPSI se une a secuencias UUAAUAAU encontradas en los silenciadores funcionales del procesamiento (Suzuki et al., 2008). No se encontraron dichas secuencias en el pre-ARNm dsx de S. coprophila. Tampoco se observaron secuencias inhibidoras del procesamiento, tales como motivos GGGG o UAGG precediendo el sitio 5’ss de los intrones 2 y 3.
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Figura 18. Procesamiento del minigén Dscmg en Drosophila melanogaster. (A) Minigén DScmg. Los rectángulos coloreados representan los exones (E): en verde el exón común a ambos sexos, en rojo los exones específicos de hembra y en azul el exón específico de macho. Las regiones 3’UTR se representan en un tono más claro. Se indican los codones de parada de la traducción, los sitios de poliadenilación (AAA) y el dominio OD2. Las líneas de color negro representan los intrones. Se indican las probabilidades de que el procesamiento ocurra en los puntos señalados. Se especifica la localización de los cebadores (flechas moradas) empleados en la PCR para estudiar el procesamiento. (B) Gel que muestra los productos amplificados por RT-PCR para estudiar el procesamiento en machos (yw / Y; DScmg#6 / arm-GAL4 [w+]), carriles 1 y 3, y en hembras (yw / w; DScmg#6 / arm-GAL4 [w+]), carriles 2 y 4, descendientes del cruce de hembras yw; DScmg#6 con machos w; arm-GAL4 [w+] / CyO,Cy). Se emplearon dos parejas de cebadores (flechas moradas en la Figura 18A) que permiten diferenciar un procesamiento tipo macho, carriles 1 y 2, de un procesamiento tipo hembra, carriles 3 y 4. Las bandas de los productos de obtenidos se esquematizan  en la parte derecha del gel. MW hace referencia al marcador de peso molecular. 

En conclusión, el procesamiento alternativo tipo hembra y tipo macho del pre-ARNm Scdsx que se da simultáneamente en S. coprophila y que origina distintas cantidades relativas de ARNm tipo hembra y tipo macho en ambos sexos parece estar controlado de forma diferente a como ocurre en otros dípteros.

8
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Efecto del gen dsx de S. coprophila en la síntesis de vitelogeninas de D. melanogaster" 

Los genes de las vitelogeninas (almacenadas en el oocito durante la oogénesis) son un ejemplo de genes de citodiferenciación sexual. Los genes yolk proteins (yp), que codifican las vitelogeninas en D. melanogaster, se transcriben coordinadamente en el cuerpo graso de las hembras adultas bajo el control del gen dsx. Las proteínas DsxF (hembra) y DsxM (macho), uniéndose a la misma secuencia reguladora de los genes yp, actúan como activador y represor, respectivamente, de dichos genes (Bownes, 1994). Los genes yp se transcriben, también, en las células foliculares del ovario, aunque no están regulados por el gen dsx sino por factores específicos de dichas células (Bownes, 1990). En moscas intersexuales XX de D. melanogaster carentes de la función de dsx, y que, por lo tanto, no producen ni proteína DsxF ni proteína DsxM, se produce una transcripción basal de los genes yp en el cuerpo graso (dichos intersexos no desarrollan los ovarios) (Bownes and Nöthiger, 1981). En la línea mutante para dsx utilizada durante esta tesis, tal expresión basal no ocurre (Figura 19A). 

Para estudiar si el gen dsx de S. coprophila es capaz de proveer la función dsx en D. melanogaster, analizamos el efecto de la expresión de dicho gen en el control de los genes yp en moscas transgénicas, utilizando el sistema UAS-GAL4 (Brand and Perrimon, 1993). El ADNc ScdsxF, que codifica la proteína completa ScDsxF273, y el ADNc ScdsxM, que codifica la proteína completa SxDsxM221, fueron ligados a secuencias UAS del vector pUAST, y se generaron moscas transgénicas de D. melanogaster (Materiales y Métodos). Como se espera, dichas líneas transgéncias no muestran expresión del transgén a no que ser que porten también un transgén con el factor GAL4. 
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Figura 19.  Expresión del gen yolk protein 2  en moscas de D. melanogaster transgénicas para Scdsx. Los genotipos en (A) corresponden a la descendencia del cruce de hembras yw; FSc#7; dsx1 / MKRS, Sb con machos w; Hs-GAL4 [ry+] / CyO,Cy; dsx1 / MKRS, Sb. Los genotipos en (B) corresponden a la descendencia del cruce de hembras yw; MSc#1; dsx1 / MKRS, Sb con machos w; Hs-GAL4 [ry+] / CyO,Cy; dsx1 / MKRS, Sb. Los genotipos en (C) corresponden a la descendencia del cruce de hembras yw; MSc#1; MSc#2 con machos w; Hs-GAL4 [ry+] / CyO,Cy; dsx1 / MKRS, Sb). 25 ºC indica la temperatura a la que se mantuvieron las moscas y HS indica que fueron sometidas a choque térmico. MW hace referencia al marcador de peso molecular. (D) y (E) Expresión de los transgenes MSc#1, en moscas MSc#1 / Hs-GAL4; dsx1 / MKRS, Sb  descendientes del cruce (A), y MSc#2, en moscas MSc#2 / Hs-GAL4; dsx1 / MKRS, Sb descendientes del cruce de hembras yw; MSc#2 / MKRS, Sb con machos w; Hs-GAL4 [ry+] / CyO,Cy; dsx1 / MKRS, Sb.  En los dos geles, el primer carril hace referencia al marcador de peso molecular (MW) y el segundo carril se corresponde con un control negativo. 

Para estudiar el efecto que la proteína ScDsxF273 de S. coprophila tiene sobre la expresión de las vitelogeninas en D. melanogaster, se expresó el transgén ScdsxF273 (FSc#7) y se analizó mediante RT-PCR la expresión del gen yp2 en moscas transgénicas XX de D. melanogaster mutantes para el gen dsx endógeno. Para expresar el transgén FSc#7, se utilizó el transgén HS-GAL4, inducible por choque térmico. Se generaron moscas XX hermanas de genotipos FSc#7/+; dsx1/+ (hembras normales), FSc#7/+; dsx1/dsx1 (moscas intersexuales control) y FSc#7/HS-GAL4; dsx1/dsx1 (moscas intersexuales experimentales) a 25ºC (el genotipo completo y el cruce se describe en la leyenda de la Figura 19). Después de la eclosión, cada uno de los tres tres genotipos fueron  divididos en dos poblaciones; una población se mantuvo a 25ºC y la otra población fue sometida a choque térmico para inducir la expresión del transgén FSc#7. Las tres clases de adultos recibieron simultáneamente el choque térmico (Materiales y Métodos).  Se extrajo ARN total y se usó en un ensayo de RT-PCR para determinar la expresión del gen yp2 y la expresión del gen endógeno rp49, el cual codifica la proteína ribosómica constitutiva Rp49 (Ramos-Onsins et al., 1998). Los resultados se muestran en la Figura 19A. Como era de esperar, las hembras normales expresan el gen yp2, tanto si son mantenidas a 25ºC (sin choque térmico) como si son sometidas al tratamiento de choque térmico (carriles 1 y 3), y las moscas intersexuales control no expresaban dicho gen en ninguno de los dos casos (carriles 5 y 7). Las moscas experimentales, sin embargo, sólo expresaban el gen yp2 después del choque térmico (carriles 9 y 11). Todas las hembras expresan el gen rp49, utilizado como control, tanto a 25ºC como después del choque térmico (carriles 2, 4, 6, 8, 10 y 12). Estos resultados indican que la proteína ScDsxF273 de S. coprophila es capaz de activar los genes yp de D. melanogaster, del mismo modo que lo hace su propia proteína endógena DsxF.

Para estudiar si la proteína ScDsxM221 de S. coprophila tiene la misma función que en Drosophila y actúa como un represor de la expresión de los genes yp, se obtuvieron moscas XX hermanas con genotipos MSc#1/+; dsx1/+ (hembras control) y MSc#1/HS-GAL4; dsx1/+ (hembras experimentales) (el genotipo completo y el cruce se describe en la leyenda de la Figura 19). Ambos tipos de hembras, controles y experimentales,  producen proteína DsxF endógena de D. melanogaster. Las hembras experimentales producen, además, proteína ScDsxM221 de S. coprophila cuando son sometidas al choque térmico. Se siguió el mismo plan experimental que el descrito arriba para ver el efecto la proteína ScDsxF273 en la transcripción del gen yp2. El resultado de este análisis se muestra en la Figura 19B. Las hembras control, como era esperado, expresan el gen yp2 tanto si son mantenidas a 25ºC (sin choque térmico), como después del choque térmico (carriles 1 y 3). Las hembras experimentales expresan el gen yp2 a 25 ºC, como se esperaba (carril 5), y lo expresan, también, aunque a menor nivel, las moscas que recibieron el choque térmico (carril 7), aunque dichas moscas habían expresado el transgén MSc#1 (Figura 19C), y, por lo tanto, contendrían la proteína transgénica ScDsxM221. Estos datos sugerirían que la proteína ScDsxM221 de S. coprophila no es capaz de contrarrestar la activación del gen yp2 por la proteína DsxF endógena de D. melanogaster. Este resultado negativo puede interpretarse bien porque la proteína transgénica carece de la capacidad de competir con la proteína DsxF endógena de D. melanogaster por el control del gen yp2, o bien porque no estuviese expresada en cantidades suficientes que permitiesen una competición eficaz.

Para discernir entre estas posibilidades, se repitió el mismo análisis en una línea transgénica portadora de dos transgenes, MSc#1 y MSc#2 (la expresión de este último después del choque térmico se muestra en la Figura 19D). Se analizaron moscas MSc#1/Hs-GAL4; MSc#2/dsx1 que producen una dosis de proteína DsxF de D. melanogaster endógena y, cuando son sometidas a un choque térmico, producen, además, dos dosis de proteína ScDsxM221 de S. coprophila (el genotipo completo y el cruce se describe en la leyenda de la Figura 19). Los resultados se muestran en la Figura 19B,B’. En presencia de dos dosis de la proteína transgénica ScDsxM221, no hay expresión de gen yp2 (carril 11). En la sobre exposición mostrada en la Figura 19B’, se observan trazas de yp2 (carril 11). Estos resultados indican que la proteína ScDsxM221 de tipo macho de S. coprophila es capaz de competir con la proteína endógena DsxF de hembra de D. melanogaster por el control de la expresión de los genes yp, como lo hace la propia proteína endógena DsxM de macho de D. melanogaster.



9
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Para llevar a cabo el aislamiento del gen dsx de S. ocellaris (Sodsx) se realizó una RT-PCR sobre ARN total de adultos machos y hembras, separadamente, de esta especie (Materiales y Métodos). En la RT se utilizó como cebador un oligo-dT, y en la PCR dos parejas de cebadores sintetizados a partir de la secuencia del gen Scdsx. Cada pareja se componía de un cebador perteneciente al exón E1, aguas arriba del inicio de la traducción, y otro cebador perteneciente a la región 3’ UTR, bien de macho, para amplificar el transcrito tipo macho, bien de hembra, para amplificar el transcrito tipo hembra. En ambos sexos se amplificaron tres fragmentos, que coincidían en tamaño con los fragmentos que se amplificaban en S. coprophila correspondientes a los ARNm ScdsxF273 y ScdsxF252 de hembra, y al ARNm ScdsxM221 de macho. Como en S. coprophila, el fragmento amplificado en S. ocellaris correspondiente al ScdsxF273 era más intenso que el correspondiente al ScdsxF252. No se amplificó ningún fragmento que pudiese corresponder al ARNm ScdsxF226 de hembra, probablemente debido a que dicho ARNm esté muy poco representado como ocurre en S. coprophila. 

La proteína putativa SxDsxF273 de hembra de S. ocellaris es idéntica a su homóloga de S. coprophila (Figura 20A). La proteína putativa ScDFsxM221 de macho de S. ocellaris posee solamente el dominio OD1, como su homóloga de S. coprophila, teniendo ambas un 92% de similitud. Los cambios se dan en el extremo carboxilo-terminal (Figura 20B).

Estos resultados sugieren que el gen dsx de S. ocellaris posee una organización  molecular similar al gen dsx de S. coprophila.

A)  DsxF273

Sc   MVSNDISDWNDIMSDSEVTDTKADICGGPSCSASTVGAPRTPPNCARCRNHGEKIILKGH 60

So   ···························································· 60

Sc   KRYCRYRFCNCDKCRLTADRQRIMAQQTALRRAQAQDEARGVTPSPSLTPDQYKILRVPD 120

So   ···························································· 120

Sc   LREVREMRDISGLGDLKQPLLRPKSPPIDSPVTLANAVTTERSLDGSCGSSCAVPLPSSG 180

So   ···························································· 180

Sc   FPYVPVFPKMPDTLIKPGCPRDTLIELCQKLNKTFNYPYEMMPLLYTILTYNDDVEEASQ 240

So   ···························································· 240

Sc   RIYEGQKIINDYARYNNLNIYDGGELRIDTKRG 273

So   ································· 273

B)  DsxM221

Sc   MVSNDISDWNDIMSDSEVTDTKADICGGPSCSASTVGAPRTPPNCARCRNHGEKIILKGH 60

So   ···························································· 60

Sc   KRYCRYRFCNCDKCRLTADRQRIMAQQTALRRAQAQDEARGVTPSPSLTPDQYKILRVPD 120

So   ···························································· 120

Sc   LREVREMRDISGLGDLKQPLLRPKSPPIDSPVTLANAVTTERSLDGSCGSSCAVPLPSSG 180

So   ···········D·R·················Q····-·V····················· 179

Sc   FPYVPVFPKMPDTLIKPGEYLQLYHFLNTRVIMN-SYANENR 221

So   ······LH······A····LF···CL···HALY·Y··T···· 221
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En este trabajo de Tesis Doctoral, se ha aislado y caracterizado en S. coprophila el gen ortólogo de dsx encontrado en otros insectos. Los siguientes resultados indican que hemos caracterizado dicho gen. Primero, cuando se comparan a nivel global las proteínas putativas codificadas por este gen de Sciara con proteínas en bancos de datos se encuentra que su mayor grado de similitud es con las proteínas Dsx de otros insectos. Los primeros 40 resultados de la comparación corresponden a proteínas Dsx. Segundo, las proteínas de Sciara contienen los dominios que caracterizan a las proteínas Dsx encontradas en otros insectos. Tercero, las proteínas producidas por el gen de Sciara corresponden a ARN mensajeros que se generan por procesamiento alternativo a partir de un único transcrito primario, tal como ocurre con el gen dsx de otros insectos. Dicho gen se encuentra en copia única en el genoma de Sciara. Cuarto, se expresa constitutivamente durante el desarrollo y en la vida adulta. Y cinco, las proteínas DsxF (tipo hembra) y DsxM (tipo macho) del gen de Sciara poseen función de hembra y macho, respectivamente, cuando se expresan en Drosophila. 

1
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Análisis comparativo de las proteínas Dsx de Sciara y otros insectos" 
Las proteínas DsxF y DsxM encontradas en otros insectos presentan una región amino-terminal común y una región carboxilo-terminal específica de sexo. Tienen dos dominios de oligomerización, el domino OD1 en la región amino-terminal común y el dominio OD2, que presenta una región que es común a DsxF y DsxM, y una región específica de sexo que únicamente está presente en la región carboxilo-terminal de la proteína DsxF (Erdman et al., 1996). 

El gen dsx de Sciara codifica tres proteínas tipo hembra y una proteína tipo macho. Las cuatro proteínas putativas tienen presente el dominio de oligomerización OD1 en la región amino-terminal común. Este dominio contiene, también, el característico dominio DM de unión a ADN, en el que los seis aminoácidos (Cys, His, His, Cys, Cys y Arg) imprescindibles para que dicha unión pueda producirse, están conservados.

En lo que se refiere al dominio de oligomerización OD2 existen diferencias. Todas las proteínas ScDsxF presentan dicho domino, pero únicamente en la proteína ScDsxF273, la más abundante, está completo. La proteína ScDsxF252 sólo tiene la región del dominio OD2, que en otras especies está considerada como común a ambos sexos y que es responsable de las interacciones proteína-proteína. El que esta proteína carezca de la parte del dominio OD2, que se ha visto que es crítica para que tenga lugar una correcta dimerización, y de la región carboxilo-terminal, por medio de la cuál también pueden formarse dímeros con otras proteínas (Erdman et al., 1996), y el hecho de que esté presente en niveles bajos, lleva a pensar que no ejerza ninguna función. Con respecto a la proteína ScDsxF226, ésta sólo tiene la región del dominio OD2 que en otras especies está considerada como específica de las proteínas DsxF y que es la responsable de la interacción con la proteína Intersex; interacción que es necesaria para que DsxF sea funcional (Chase and Baker 1995; Waterbury et al., 1999; Garrett-Engele et al., 2002). Sin embargo, carece de la región del dominio OD2 responsable de las interacciones proteína-proteína que se producen por el contacto entre las caras hidrofóbicas de las hélices antipáticas que caracterizan a esta región (Creighton, 1993). Ésto, unido al hecho de que se detecten únicamente trazas de su transcrito mediante RT-PCR y de la proteína en Western Blot sugieren que dicha proteína no ejercería ninguna función.

Por lo que respecta a la proteína putativa ScDsxM, sólo presenta el dominio OD1, por lo que su capacidad para la formación de homodímeros y/o heterodímeros con otras proteínas podría estar afectada. No obstante, los resultados del análisis del control de los genes yp de Drosophila en moscas transgénicas para la proteína ScDsxM indicaron que esta proteína mimetiza la función de la propia proteína DsxM de Drosophila. Estos resultados sugieren, por lo tanto, que ScDsxM podría ejercer una función similar en Sciara.

La comparación de las proteínas Dsx putativas de Sciara con las de otros insectos puso de manifiesto que el mayor grado de conservación ocurre a nivel de los dominios OD1 y OD2, como era esperado, dado que dichos dominios confieren la capacidad para interaccionar con otras proteínas y con el ADN (Cho and Wensink 1997). Este resultado estaría de acuerdo con lo observado en el análisis de la evolución molecular de las proteínas Dsx, donde se ha puesto de manifiesto que estas proteínas parecen estar sometidas a una selección purificadora fuerte para preservar su mecanismo de acción como factores de transcripción que controlan los genes de citodiferenciación sexual (Ruiz et al., 2007a).

2
Regulación del procesamiento del transcrito primario del gen dsx de Sciara XE "2
Regulación del procesamiento del transcrito primario del gen dsx de Sciara" 

El transcrito primario del gen dsx de Sciara experimenta cuatro procesamientos alternativos, los cuales dan lugar a los tres tipos de ARNm codificadores de las proteínas ScDsxF de tipo hembra y al ARNm que codifica la proteína ScDsxM de tipo macho. Dichos procesamientos alternativos no son específicos de sexo, en tanto en cuanto los cuatro patrones ocurren en hembras y en machos. Nuestros resultados indican que estos patrones del procesamiento no dependen de la proteína Tra, que en otros dípteros constituye el factor discriminatorio del procesamiento específico de sexo de dicho transcrito primario. Tampoco encontramos secuencias putativas de unión de inhibidores del procesamiento específico de exones de un sexo, como se ha encontrado en el lepidóptero Bombyx. Estos resultados sugieren que el procesamiento del pre-ARNm dsx de Sciara ocurre de forma distinta a lo encontrado en otros insectos. 

La organización molecular del transcrito primario puede determinar su patrón de procesamiento. Un caso bien estudiado es el pre-ARNm temprano del gen Sxl de Drosophila. Como se mencionó en la Introducción, la proteína Sxl participa en el procesamiento de su propio transcrito primario originado a partir del promotor tardío constitutivo que se activa después del blastodermo. Los transcritos tardíos de Sxl de los machos son idénticos a los de las hembras, excepto por la presencia en ellos de un exón (L3) adicional que contiene un codón de parada de la traducción, produciendo una proteína Sxl truncada. En hembras, se produce un procesamiento alternativo debido a la unión de la proteína Sxl temprana a secuencias diana localizadas en los intrones 2 y 3 que flanquean al exón específico de macho (L3), produciéndose un ARNm que no presenta dicho exón y que, por tanto, origina proteína Sxl tardía funcional (Bell et el., 1988). El pre-ARNm temprano de Sxl, originado por la activación transitoria de su promotor temprano, difiere del pre-ARNm tardío de Sxl por carecer del exón L1 localizado aguas arriba del promotor temprano. El pre-ARNm temprano de Sxl sigue la ruta de procesamiento tipo hembra, en donde se elimina el exón L3 específico de macho, aunque no existe proteína Sxl (revisado en Penalva y Sánchez 2003). Tampoco se necesita la actividad de otros genes, tales como fl(2)d y vir, requeridos para el procesamiento tipo hembra del transcrito primario tardío. Se ha determinado que esto parece deberse a la estructura del transcrito primario temprano de Sxl, respecto al transcrito primario tardío (Horabin and Schedl, 1996).

En el caso del gen dsx de Sciara, los cuatro patrones del procesamiento de su transcrito primario pueden ser el resultado de la propia organización molecular de dicho gen. La unión del exón E1 común con el exón E2 específico de hembra o con el exón E4 específico de macho podría ser equiparable, dado que la fuerza de los sitios del procesamiento involucrados en los dos tipos de unión es similar. La unión exón E1-exón E4 produciría el ARNm tipo macho. La unión exón E1-exón E2 puede condicionar el siguiente paso del procesamiento, determinando que se incorpore el exón E3 específico de sexo en vez de unirse el exón E2 al exón E4. La incorporación del exón E3 introduce una señal de poliadenilación, generándose así el ARNm de tipo hembra. 

Aunque el procesamiento tipo hembra y tipo macho se da en ambos sexos, la cantidad de ARNm tipo hembra versus tipo macho difiere de un sexo a otro: el ARNm que codifica la proteína completa ScDsxF tipo hembra es más abundante en hembras que en machos, mientras que el ARNm que codifica la proteína ScDsxM tipo macho es más abundante en machos que en hembras. Esta diferencia no puede explicarse por la organización molecular propiamente dicha del único transcrito primario, siendo necesaria la existencia de factores específicos del sexo que afecten la efectividad de un tipo de procesamiento versus el alternativo. Por el momento, desconocemos dichos factores.

3
Expresión del gen dsx de Sciara XE "3
Expresión del gen dsx de Sciara" 

El gen dsx de Sciara se expresa durante todo el desarrollo y en la vida adulta de ambos sexos, al igual que ocurre en otros insectos. La expresión a nivel de transcrito se corresponde con una expresión a nivel de proteína, por lo menos por lo que respecta a la proteína ScDsxF de tipo hembra, que hemos logrado detectar en hembras y machos. No conseguimos detectar la proteína ScDsxM de tipo macho. 


Un resultado sorprendente de la expresión de dsx en Sciara es que mientras el ARNm que codifica la proteína ScDsxF tipo hembra es más abundante en hembras que en machos, la propia proteína está en cantidades similares en ambos sexos. Estos resultados pueden parecer contradictorios, ya que se esperaría una correlación entre los niveles de transcrito y proteína, a no ser que los niveles de la proteína tengan que estar bien regulados para la viabilidad de la célula. Las proteínas Dsx son factores de transcripción, por lo que un exceso de los mismos puede alterar la maquinaria de transcripción y, consecuentemente, comprometer la viabilidad de la célula. Resultados previos van en esta dirección.


La expresión ectópica de DsxM en D. melanogaster produce muerte en hembras y machos, o malformaciones, existiendo una correlación entre la cantidad de proteína expresada y el índice de letalidad. La expresión ectópica de DsxF, sin embargo, no afecta a la viabilidad, aunque puede producir alteraciones morfológicas, lo cual podría deberse a que Ix se encuentra en cantidades limitadas y tan sólo una parte de DsxF es activa (Jursnich and Burtis, 1993). El mismo fenotipo es observado cuando se expresa la proteína DsxM de C. capitata en D. melanogaster (Saccone et al., 2008). La expresión ectópica de las proteínas DsxF y DsxM de A. obliqua en D. melanogaster causa, igualmente, la letalidad de ambos sexos, existiendo, también, una correlación entre la cantidad de proteína expresada y el índice de letalidad (Alvarez et al., 2009), pudiendo existir, también, malformaciones, asociadas a procesos de letalidad celular, en los adultos que sobreviven (L. Sánchez, comunicación personal). Colectivamente, estos resultados sugieren que los niveles de las proteínas Dsx tiene que estar bien regulados, pues su exceso causaría letalidad y/o malformaciones. Se propone que esto afectaría, también, a las proteínas Dsx de Sciara. 


La regulación del nivel de proteína estable en la célula podría venir dada por un mecanismo de retroalimentación negativo, por medio del cual cuando se alcanzasen unos niveles de proteína elevados, la propia proteína inhibiese su traducción, como podría ocurrir con la proteína Sxl de D. melanogaster (revisado en Penalva and Sánchez,  2003). Dicho mecanismo no parece aplicarse a las proteínas Dsx de Sciara, pues éstas son factores de transcripción portadoras de dominios de unión al ADN pero no al ARN. No obstante, no se han encontrado secuencias palíndromo (G/A)NNAC(A/U) reconocidas por Dsx (Erdman et al., 1996) en el pre-ARNm dsx de Sciara.


La degradación proteíca es otro mecanismo para la regulación del nivel de una proteína. Dicho mecanismo podría estar operando en el caso de la proteína ScDsxF de Sciara. Proponemos que existe una correlación positiva entre el nivel del ARNm ScdsxF y su proteína; ésto es, que se produzca más proteína ScDsxF en hembras que en machos, pero que ocurre una degradación mayor de la proteína en hembras que en machos igualándose la cantidad de proteína estable en los dos sexos. La velocidad de degradación vendría determinada por la cantidad de la proteína sin necesidad de asumir la existencia de un factor adicional activando, en la hembra, o disminuyendo, en el macho, la velocidad de degradación de la proteína ScDsxF.

4
Función del gen dsx en la determinación sexual de S. coprophila XE "4
Función del gen dsx en la determinación sexual de S. coprophila" 

La característica más importante del gen dsx en todos los insectos en donde ha sido caracterizado es el procesamiento específico de sexo de su transcrito primario, para dar lugar a la proteína DsxF, que determina que el cigoto se desarrolle como hembra, o a la proteína DsxM, que determina que el cigoto se desarrolle como macho. Es en esta propiedad donde se fundamenta el papel esencial que el gen dsx juega como elemento discriminatorio final del control de la determinación sexual: las proteínas DsxF y DsxM, como factores de transcripción, controlan la expresión de los genes de la citodiferenciación sexual.


En esta tesis, hemos demostrado que el gen dsx de Sciara produce la misma proteína DsxF en ambos sexos. Sin embargo, no hemos podido demostrar la existencia de la proteína DsxM, aunque su ARNm está presente en hembras y machos. Aunque no hemos realizado ensayos funcionales con Sciara, que permitan demostrar el papel de dsx en la determinación sexual de este insecto, consideramos que dsx sí está involucrado en el desarrollo sexual de Sciara, basándonos en la observación del grado de conservación que las proteínas DsxF y DsxM de Sciara poseen con las de otros insectos, así como en el control que ejercen sobre los genes de las vitelogeninas de Drosophila, de la misma forma que lo hacen las propias proteínas DsxF y DsxM de este insecto. No obstante, nuestros resultados sugieren que dsx no juega el papel clave discriminatorio de la determinación sexual en Sciara. A continuación discutimos distintos escenarios del papel de dsx en la determinación sexual de Sciara, dependiendo de si dicho gen produce solamente la proteína DsxF, o produce ambas proteínas DsxF y DsxM.


El análisis genético-molecular de la determinación sexual en Drosophila ha puesto de manifiesto que los genes de citodiferenciación sexual de hembra y de macho presentarían una expresión basal, y que DsxF reprimiría los genes “tipo macho” y activaría los genes “tipo hembra”, mientras que DsxM reprimiría los genes “tipo hembra” y activaría los genes “tipo macho”. En ausencia de DsxF y DsxM, ambos tipos de genes se expresarían determinando un desarrollo intersexual (revisado en Sánchez et al., 2005). Asumimos que en Sciara se da una situación similar a la de Drosophila.

4.1
El gen dsx produce solamente proteína DsxF en ambos sexos XE "4.1
El gen dsx produce solamente proteína DsxF en ambos sexos" 

En este escenario, se asume que la proteína DsxF se requiere para el desarrollo sexual de hembra y reprimir el desarrollo sexual de macho. Hay dos alternativas posibles, dependiendo de cual de los dos procesos de desarrollo sexual, el de hembra o el de macho, ocurre por defecto (Figura 21).
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Figura 21. Función del gen dsx en la determinación sexual de Sciara. Las flechas y las líneas en forma  de T representan interacciones positivas y negativas, respectivamente. Las líneas continuas y de puntos indican que las interacciones están activas o inactivas, respectivamente. DsxF y DsxM indican la proteína Dsx tipo hembra y tipo macho, respectivamente.
Si el desarrollo por defecto es el de macho, esto implicaría que la proteína DsxF por si sola carece de actividad. Se produciría un factor (activador) específicamente en las hembras, el cual se uniría a DsxF para formar un complejo que determinaría el desarrollo de hembra. Esta situación se parece a lo encontrado en Drosophila, donde la proteína DsxF tiene que unirse a la proteína Intersex para tener función. La diferencia es que Intersex es una proteína constitutiva en Drosophila y la función discriminatoria la aporta la propia proteína DsxF presente solamente en las hembras. En nuestro escenario de Sciara, DsxF y el activador putativo se comportarían como Intersex y como DsxF de Drosophila, respectivamente; ésto es, el activador putativo sería el factor discriminatorio, cuya expresión depende de la constitución cromosómica del cigoto: los cigotos XX;AA producirían el activador, mientras que los cigotos X0;AA no lo producirían. Los primeros formarían el complejo [DsxF-Ac] imponiendo el desarrollo de hembra, y los segundos carecerían de dicho complejo, y, consecuentemente, desarrollarían el proceso por defecto, que es el de macho.


Si el desarrollo por defecto es el de hembra, esto implicaría que la proteína DsxF por si sola es activa e impone el desarrollo de hembra. Se produciría un factor (inhibidor) específicamente en los machos, que eliminaría la función de DsxF, determinando el desarrollo de macho. El inhibidor putativo sería el factor discriminatorio, cuya expresión depende de la constitución cromosómica del cigoto: los cigotos XX;AA no producirían el inhibidor, mientras que los cigotos X0;AA sí lo producirían. 

4.2
El gen dsx produce las proteína DsxF y DsxM en ambos sexos XE "4.2
El gen dsx produce las proteína DsxF y DsxM en ambos sexos" 

En este escenario, se asume que el gen dsx produce las proteínas DsxF y DsxM en los dos sexos en cantidades similares, y que la proteína DsxF se requiere para el desarrollo sexual de hembra y la represión del desarrollo sexual de macho, mientras que la proteína DsxM se requiere para el desarrollo sexual de macho y la represión del desarrollo sexual de hembra. Hay dos alternativas posibles, dependiendo de cual de los dos procesos de desarrollo sexual, o el de hembra o el de macho, ocurre por defecto (Figura 22).


Si el desarrollo por defecto es el de macho, esto implicaría que la proteína DsxM por si sola posee actividad y previene la función de DsxF; esto es, DsxM desplaza a DsxF de su unión a los genes de citodiferenciación de hembra. Se produciría un factor (inhibidor) específicamente en las hembras, el cual se uniría a DsxM inactivándolo. Consecuentemente, DsxF activaría el desarrollo de hembra. El inhibidor putativo sería el factor discriminatorio, cuya expresión depende de la constitución cromosómica del cigoto: los cigotos XX;AA producirían el inhibidor, mientras que los cigotos X0;AA no lo producirían. 


Si el desarrollo por defecto es el de hembra, esto implicaría que la proteína DsxM por si sola carece de actividad, de modo que DsxF activa el desarrollo de hembra. Se produciría un factor (activador) específicamente en los machos, el cual se uniría a DsxM activándolo, de forma que este desplazaría a DsxF de su unión a los genes de citodiferenciación de hembra. Consecuentemente, se produciría el desarrollo de macho. El activador putativo sería el factor discriminatorio, cuya expresión depende de la constitución cromosómica del cigoto: los cigotos XX;AA no producirían el activador, mientras que los cigotos X0;AA sí lo producirían.  Alternativamente, podría ocurrir que en los machos se produjese específicamente un inhibidor de DsxF, en vez de un  activador de DsxM.
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Figura 22. Función del gen dsx en la determinación sexual de Sciara. Ver leyenda de Figura 21.
Se puede considerar una hipótesis alternativa a este segundo escenario, donde se asume la presencia simultánea de las proteínas DsxF y DsxM en los dos sexos. Dicha hipótesis supone que la proteína DsxF está en cantidades similares en ambos sexos (como hemos encontrado), pero no así la proteína DsxM, cuya cantidad estaría positivamente relacionada con el diferente nivel de ARNm en hembras y machos: habría más DsxM en machos que en hembras, como hemos observado. En el caso de las hembras, la cantidad de DsxM no es suficiente para anular la función de DsxF, mientras que en los machos la mayor cantidad de DsxM anularía la función de DsxF. En este escenario alternativo, el factor que juega el papel clave discriminatorio del desarrollo sexual sería un factor que actuaría al nivel del procesamiento del pre-ARNm dsx, y no a nivel de la proteína DsxM.

5
Evolución molecular del gen dsx en los insectos XE "5
Evolución molecular del gen dsx en los insectos" 

La Figura 23 muestra la evolución molecular del gen dsx en los insectos donde ha sido caracterizado (referencias en la Introducción). El gen dsx de Sciara comparte características encontradas en el gen dsx de los otros insectos y posee características propias.


En todos los insectos, excepto Sciara, los dos sexos poseen un ARNm distinto correspondiente a la proteína DsxF de hembra y a la proteína DsxM de macho. Solamente en el himenóptero Apis existen dos ARNm específicos de hembra, que difieren en el tamaño de su región 3’UTR, pero que codifican la misma proteína DsxF. En este himenóptero, hay, además, otro ARNm, dsxB, presente en ambos sexos, cuya proteína putativa posee el dominio OD1 pero carece el dominio OD2. En Sciara, hemos demostrado que existen cuatro tipos de ARNm presentes en ambos sexos. Uno de ellos corresponde al ARNm que codifica la proteína DsxM de macho, la cual se caracteriza por poseer solamente el dominio OD1 y no el dominio OD2, tal como ocurre con la proteína putativa DsxB de Apis. Los otros tres ARNm codifican para la proteína completa DsxF de hembra, y para dos proteínas DsxF truncadas, apenas representadas, cuya función, si existe, no se conoce. 


La organización molecular del gen dsx se caracteriza porque posee un único exón específico de hembra, excepto en el lepidóptero Bombyx, que posee dos exones específicos de hembra contiguos, al igual que ocurre en Sciara.

En el caso del gen dsx de los dípteros, el procesamiento de su transcrito primario por defecto es el de tipo macho, requiriéndose la presencia de un factor específico de hembra, la proteína Tra, para que dicho transcrito primario siga el procesamiento alternativo de tipo hembra. En el lepidóptero Bombyx, el procesamiento por defecto es el de tipo hembra, y se necesita un factor específico de macho para que se de el procesamiento alternativo de tipo macho. En el himenóptero Apis, el procesamiento por defecto parece ser, también, el de hembra. En ambos insectos, no se han encontrado las secuencias de unión del complejo Tra-Tra2 encontradas en los dípteros. En Sciara, las posibles secuencias putativas de unión de este complejo no son funcionales y, además, el transcrito primario de dsx sigue los dos patrones alternativos, de hembra y de macho, en los dos sexos, aunque la efectividad de estos dos patrones si parece ser específica de sexo, lo cual requeriría de la existencia de factores específicos de sexo que determinasen esas diferencias sexuales en la efectividad de los dos tipos del procesamiento. Es decir, parece como si Sciara representase una situación incipiente hacia la adquisición de factores específicos de sexo que controlasen el procesamiento específico de sexo del transcrito primario del gen dsx de los insectos.

Colectivamente, todos estos resultados sugieren que la organización molecular del gen dsx podría representar la organización mas próxima a la organización ancestral conocida de este gen en los insectos, de la cual evolucionarían los otros ortólogos de dsx. 
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Figura 23. Relaciones filogenéticas del gen dsx. Los exones (E1-E7) están representados en rectángulos: en azul, los comunes a ambos sexos; en rojo, los específicos de hembra; y en verde, los específicos de macho. El mini exón específico de macho en M. domestica se indica como “m”. Los intrones se representan como líneas. Exones e intrones no están dibujados a escala. AAA significa sitio de poliadenilación. F y M indican el procesamiento tipo hembra y tipo macho, respectivamente. El círculo negro dentro de los exones rojos indican el elemento DsxRE de unión del complejo Tra-Tra2. El círculo amarillo dentro del exón E2b rojo de S. coprophila indica un codón de terminación de la traducción que determina que se forme la proteína ScDsxF252 tipo hembra truncada. El cuadrado verde dentro del exón E4 rojo en B. mori indica el elemento CE1 de unión de la proteína BmPSI. La línea de puntos correspondiente a la rama filogenética de S. coprophila indica que se desconoce la relación filogenética de esta especie dentro del Suborden Nematocera. La evolución del gen dsx representada en esta figura está basada en los esquemas filogenéticos de Ruiz et al 2007 y Cho et al 2007.

Conclusiones XE "Conclusiones" 

1. El gen dsx de Sciara se expresa constitutivamente durante todo el desarrollo y la vida adulta. Su transcrito primario sigue los dos patrones alternativos, tipo hembra y tipo macho, en los dos sexos, aunque la efectividad de estos dos patrones varía entre ellos: el ARNm que codifica la proteína DsxF tipo hembra es más abundante en hembras que en machos, mientras que el ARNm que codifica la proteína DsxM tipo macho es más abundante en machos que en hembras.

2. El procesamiento del transcrito primario del gen dsx de Sciara es independiente de la proteína Transformer, al contrario de lo que ocurre en los otros dípteros donde dsx ha sido caracterizado.

3. La proteína DsxF tipo hembra está presente en cantidades similares en los dos sexos durante todo el desarrollo y en la vida adulta. No hemos podido detectar la proteína DsxM tipo macho.

4. Las proteínas DsxF y DsxM de Sciara activan y reprimen, respectivamente, los genes de las vitelogeninas de Drosophila, mimetizando la función de las propias proteínas DsxF y DsxM de Drosophila.
5. Con respecto a la organización molecular, el gen dsx de Sciara comparte características encontradas en el gen dsx de los otros insectos y posee características propias. 

6. Proponemos que el gen dsx no tendría el papel clave discriminatorio de la determinación sexual en Sciara, al contrario de lo que ocurre en los insectos donde dsx ha sido caracterizado; y que la organización molecular del gen dsx de Sciara podría representar la organización mas próxima a la organización ancestral conocida de este gen en los insectos, de la cual evolucionarían los otros ortólogos de dsx. 
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Anexos XE "Anexos" 

Gen dsx de S. coprophila

                                  5´ AAATGTATGT GAATAGTTTC     20

  TTTTTTTTAC CAAAACATAA AAAAAGATCT TTGGAATGTG TTGGTTATCT GTTCATTCAG     80

  TGATTTGATT ATCTAATGGT ATTTTTTAAC CGACTTTTCT TGAACGAAAA ATCATTGTTT    140

  ATATTCTTGA CGATTTTTTT TGGATTTAAT TCTACTGTGG TTTCAAGTGA TTTATCGCAC    200

  TGCACTTTGT TTATTGTACT AAAAATTAGT TATATAAGAG AGATTTGAAA GAAGAAAAAA    260

  AAAAACGAAA CGAAACAAAA AATTTGACTA AGGTCAGAAC AGGTCAGAAC ATAAGCGAAG    320

  TGAAAGTTTG CCAATTCTTT TAACCAATTC TTAAGGATAG TTAAGAACAT CTCACCTATA    380

  TTTATCCTGT CTGTTTGGAT CATTTTCAAA ACAATTTTTA AAACTATTAA GCACAAAATT    440

  TTATTACAAA TTAAAAAAAA AACAGAACAA ACAAACAAAA AAAACAGAAA TTTATACTGA    500

  AACATTTTAG TAATTCCAAT ATTATTGAAT GGTCTCTAAT GATATATCTG ACTGGAACGA    560

  CATAATGTCC GATTCAGAGG TAACCGACAC AAAGGCCGAC ATTTGCGGTG GTCCGTCTTG    620

  TTCTGCGTCA ACCGTTGGTG CACCCCGAAC TCCGCCAAAT TGCGCCCGAT GCCGAAATCA    680

  TGGCGAAAAA ATCATACTTA AAGGACATAA ACGGTACTGT CGCTATCGCT TTTGCAACTG    740
  TGACAAATGT CGTCTAACGG CCGACCGACA ACGCATTATG GCACAACAAA CGGCACTGCG    800
  ACGCGCCCAA GCTCAAGACG AGGCACGCGG TGTGACACCG TCACCGTCAT TGACACCTGA    860
  TCAGTATAAA ATATTACGTG TGCCAGACTT ACGTGAGGTT CGTGAGATGA GAGACATAAG    920
  TGGTTTAGGT GATTTAAAAC AACCACTGTT AAGACCAAAA AGCCCTCCAA TCGATTCACC    960
  GGTAACGCTT GCCAATGCGG TTACGACCGA ACGTTCATTG GATGGTTCGT GTGGATCCTC   1040
  GTGTGCTGTG CCATTACCAT CGTCGGGATT CCCTTACGTG CCAGTTTTTC CTAAAATGCC   1100
  GGATACTCTA ATAAAGCCTG GTAAGTCGAA ACAATTTTTT TTTCCTTTTT CATTTTTTAC   1160

  AATTTATAAC TTCCTCGTGA TCTCCTACTA TTCGACGAAA AAACGTGTTC AAATGTTTAT   1220

  GTCTCTAAAA TTTCATTACC TGAGGAGCCA AAAACCTTTT CGCGATAAAA TGTTAGTCCG   1280

  AATAGCTTAA AAAAATCCTT CAAATATTTA AATTCGCGAA TAATATTCGT CTGTGTCGTG   1340

  ATTAGCATCG ATGTTGCCGG TTTTTATTTT GTGATATAGC CGGCCTAGCA TTATTAAGTC   1400

  AGCGTATTTT TGAGAATCAT TTCCTAGGCT CGGATAATTT TAACAACAAA CCAATCTCAT   1460

  GAAATATTTT TGTGAGTATG CTACATTGAA ATCTTGCAAA TTATGCCGCT GGAAATTTAC   1520

  ATTTTGCCAG AGCTCTTTCT CATTGATTTT GCACGAACGT TTAAACGTAC AATTGTGTTG   1580

  AAAATATTAT TCAGCCCATG TAGAAGGCAA AATCTTGGAA GAACCACTGT CACCATTGCC   1620

  TTGTCGAGTC ATGTAACGTT GGACCCAGCT GACACATTTA CCGTTTTTTG TTTTCAATTA   1700

  AACCAACTAT GACAATTTCA ATTATAGTTA CATTGATCCC TTTTGATTCC TTTGAACGAT   1760

  TAAATTCGTG ATTACGTAAA TATAGTTTCA ATAAATGTTC AAATAACCGT ATAACTAAAT   1820

  CGAATATCAA TCGATGATAA ATTCCGTGGT TGATGAGTTA CAAATAGTTT TCGTCAGATC   1880

  ATAAAATTCA ATATATGTAA TGCCAAATAT TCTGTTTTTC CCTCAACGAA TCCAAACTTA   1920

  TTACTTGTTT GACTAATTAT AATGAATTGT ATAATTGAAG CAAAGGATTA ATTATATCGA   2000

  ACTTGGCACT GCATCAAGTT ATGCATTTGA GTGAAATTTA GATTTTGTTG CATTTTGGGC   2060

  GCACGGGATC AAGCAAACGG TTAGTTCACA TTAGCAGGAA ATAAATTTTC CGATTGATAA   2120

  TCGTCGCAAT AAAATTTGTA TTATCGTCTC ATTTTATTGA ATTTCGCGGA TTAACTCTTC   2180

  ACATTATGTT CAGCAAAGTT CTTTGACCTT CTCTCCAAAC ATGTTCCATA ATTTTTGGTT   2240

  AATTTAAAGA AAAAAACAAC TCGGTGCCGT TCATAAATAT CGGTACACGA TGCGAATGAG   2300

  GGAAACGTAG AAACAGTAAA ATGTATCCTA TTCATTTATA TATTCTTTGA TGGAACGACA   2360

  TCGCAATCCA TTGTATGAGT CCCAAACGAA ACCCAAAATT GAAACATTTT TCAATGTTCG   2420

  TAATGAACAG ACCCCCAAGT AAACCAATTG TTAATAGAAA CGAATTCCTG CAATACTCGA   2480

  TTATGTGTAA ACTTATATGC TAAACACATT TTAATTTAAA TATTTTTTTT GCTCGTTCGT   2540

  TTGAGTGGAG GTAGGAGAAA AAAAATGGTC TGATATTTAA TCTATTCCGA AGACATTCGA   2600

  CTCACCGCTC TGGTTAACTA AAACATAAAC TCTAAACGTC TCTGTGTGCG GTGAAACGTT   2660

  TTGCAATGTA TTAGTTGCTC GCGTTTATTT TTCCAATAGT CTCAACAGTC CGATTTCATT   2720

  TTTCGAAACA CAAAGAGCAT ATGCGACCAT GAATTAAACG TTATATTGTC GACGATCGGA   2780

  CGTCTTGAAA GAGATTTAGA AAGAGAATAT AGCTGATAAT CACAACAATA ACAATAATAC   2840

  AAAAAAAAAA TGAGAAAAAG AGCTCAGACA TAATCTTGGG AAATTATGCA AATATAAATT   2900

  ATCCTTCAGT TATTAAGTCT TGCAGAATTG CCGAACTGTC TTGCGACCGA AACACTTTCA   2960

  TGTGAGATAT TGCATTCTCG TTCTTCTTCT TTTTATCAAA GTAGTATTGA TTCGCCAGGT   3020

  ATTGTTGCTG GTGAATATAA TTTTTCTCTC TCTATTTCTG GTCACGAACT TAAAAACCTA   3080

  TAAAAAAAAT CCTACAGAAC CAGCGTGCGT ACTGTGTGTA TATATACTTG CAATGCGAAT   3140

  TTTATTTTAA GACAGAGGAT CACTTAGCAA GTCATCTATT TGTGTATCGA TAATAGATGG   3200

  CAAAATTAAT GTATTTCAGT GTGAACGGGT TAGGATCTGT TACCGGTTCT TTTTCGGTCC   3260

  GACCGAAACA TTGGAAGTCT TAAAAATACA AAGTTTGCCC GGAAATATTA AATTTGTTAT   3320

  TAGTAATCAT TCGCACGATT TTTTGACCCT CTACCCCACG ATTCTCGTGA AGGATTGCCA   3380

  AAAAAAACAG ATCGTCAAAA AATATTTTCC TTGTCCAATG TCAGATTGAC GTTCCTTATA   3440

  CCAAATGCGA CTGGAAGTCA TAGGATCAAC TCACCCCTTT ACAAATGTAA CAAGAAAAAG   3500

  TGTGTCATCT TCTTCACTTC TTGACTGGTA AATGAAGCAC CCCTTTATCG GATACATAGG   3560

  TGGACCCCGA AACCACATTT TCATTGTTCT GGTGATGTGC TCTTTTCAAA ACCAACGTTC   3620

  ATTTCTGAAA CAGGTGGGAT TTCAAATGAA TCTGTCATAT GCTGTTGTTT GCGAAAGATA   3680

  TCAAATCGAT TCCGATACTT CATTGGGGAG AACGTGGTTC ATAATATTTG TGTGTATTGT   3740

  AGATGCAAAT CAAAGGGGAA GTATTTTTTT TTTTTAATAA ATGTCGTTTG TGTCATATAT   3800

  CGATTTCACG TGTCATAAAC ACGGCAGAGT AACGTAAACC AGGCAGGAGC GCTTAATTTG   3860

  ACAAGGTACA CCTGAATTAT CTAATGTCAC TGTTCATTTG ACTTATTTGA GTTCATTTTC   3920

  ATACAGTGGA TTAGGTCCCT AATTTGACGT TTCGAAAATG AACCGCTACT GCCTGGTTTA   4980

  TTTTACTCTG TCATAGTCAT AAAGGTACAC GGACACTAAA CATATTTATA ATTGGATATT   4040

  GCACCGTACC GTACAATACG CAATACAATA ATACAATAAT AATTTATTGT TTCTGAAAAA   4100

  AAAATGAAAT CTTTCAAAAT TTAAGGCTTG ATTTCCACTT AAAAAATTTC GTGGTAAGAG   4160

  ACCATGTGAA CCACTTTTAT TGGTTAAAAA ACGAAAAAGT TTAATTTCAA CCAATAGAGA   4220

  AATCCTTCAC TGTGCTCCCT TACGGTAAAT TAGACTTAAG TATGAAGCGC ACATCACAAT   4280

  ATTTCAAAAA AAAAAGTATT TTTGGGTAAT TTTTCGTTTC CGGTGGAATA AATTTGACTT   4340

  TCAGCATCAG ATCGGGGACA TCCAACGCAC TTCAAGCTAA ACTGCTTCGA GGAACAGCTG   4400

  TCAAATAGAG TACTATTTTA TATGAATACA TTTCCAGATT TTTTGTTTGA TACACTGACC   4460

  AGTTTTAGTA CTACATTAAG AGTAATGCTC ATGCTTGAAG TGCGTTGGTG TATCACATTT   4520

  TTTTTGTACT AACAATGATT TGATTTCGAA AAATGAGTTG ACGTTGATTT CCGATCCGTG   4580

  GATTCTTTTC TGAAGCGAGC AAATGGCGCT ATTTTACCAG CTGATTTAGT AAAAATTAAA   4640

  AAAAATTCAG AGAATTGTCA TTAGCTAGAA AATAAAAAAT GAGCAAGAAG ACAGCACGAC   4700

  ATCAATCGAT TTTTTGACGG AGAAATAACC GATAGAAGTC TTCAACTGTA TACATTTTAA   4760

  TTTGTCGCTA TTAATACCGG TATTTTTTTA GTCAAATCGG TATTCGGGAT TAAGATTTTC   4820

  CGGTATTGAT ACAGAACATC ACTACAATTC CTATTTATAA TATGTGTTTG GAATATGGAA   4880

  TTCTAAAGTT GGATAATACA AATTTTTCGA AACACAAAAT AGGAAATAAA TTTCAAAATT   4940

  CAAACTAAAT CATATTTACA CCTCTCCACA ACAAGGCATC ATGAGCCCCG TATGACTTCA   5000

  TATTTTAAGT TTCGGGTAGA TTATGTTAAA ATTGATACCC GTTATAAATA TAATGCCCAG   5060

  TATCGGTTTG GTGCTAATCT AAAATTTTGT TAATATTTTC AATTGTTTTG TATAAGTATT   5120

  TTACATATTT TTTTTAAATA AATTTCTGTT TATTTTATAT TGAATTTTAT GTACTTATTA   5180

  AATAATGTTA TTCCAAATAT TTGATTTTTT TTATGTGTGT GGCTTTCTTA GTTCATCACG   5240

  CAAAAAATGA TATTTCGGCT GTACGTTCAA GACGTACAAA ATCTACATTT TAGACGTACA   5300

  TTCTACGTAC TAGACGTAAT AATGTATGTC TAAGACGAAA AATGTGCGGA TAAGACCAAG   5360

  GCAGCTCTGC CTTGATAAGA CGTTAAATGT ATGAATAACT CAACCATTAG TCTCATCGTC   5420

  GAAATGTACG TTTTAGCGTA GCATGATTTA CGTTTAAGAC GGTTTAAGAT GGTGTACATA   5480

  CATGTAAGA



 C GTCTGGAATT ACAATATATT CCTAAGATCA TACGTGACGC CGCGATTTAA   5540

  CTTACGAATA GTATTTCTTG TGCACGCCTG TTGCAAACTA ATTGTCGTTG TACAATTCTT   5600

  CAGTGTAAAT TCCTCTTCAA ATAATCGGTA CGTTACGGTT TTAGAACATA AATTAACCGC   5660

  GCAAAATTTA CTAGGCTATT TACACTACAC AAACGAATTG AGAATAAATT TAAGTTCTTT   5720

  AGGATGAGAC GGACTTTACC AAATATCTAA ATTGAACGTC TGTTCCGTAC AACCTCCAAT   5780

  ATGATTCTGT CTTTCCGGTA ACATAATGTC TTTGATACAA ACAAAATGAT TTTCGTTATA   5840

  AATTTACATG TGGCAACGAT CAATGAATCG TCCACAATTC TTCGTTAAAT ATTTATGTCT   5900

  CTCGATTGGC GCGCTTTCGT AACACTATGC CTCTAAAATG CACAGATTTT TGTATAAAAT   6960

  TAATTTTGTT TACAAAGTAC GACCCTAAAT CGACTCAAAT TTGTCAGCCG ATTAAAATGT   6020

  GCCGGAGGCC GTTTCCAGTC TCGATGAAAA TAAGTATTTG TAGAGGTGTT CTGCAGCAAG   6080

  AACTAAATGG GTATCGACAA TTCCGATCAT TTCTAAAAAC AGCGTAAAAT CAAAAATATA   6140

  ATTTTCTTAC GGGCGGCTGT ACGTTTTGAA GTTTAGACTA ACTTATAAAA AGATCAGTGC   6200

  ATTTTAGAGA CATACAGTTG AACAATTTTT TGTTTAGAAT AATGTTTTAC CTCGATTAAA   6260

  AATAACTTAT AAAAGCTTCA ATCCCCCTTT TTGAACTTTT AAGTTGACTT ATAAATTATA   6320

  CGTCATTTGC GTAAACTGTC TAATGACATC GCTGTCATCA AAAGTGTTTC CATTTAAGAT   6380

  TATTATTAAG ATCTATTATT AGAATTCTAT AAATGGAAAA TTTAAAATAA ATTTATAAAA   6440

  AGGATTAAAG GCTAGTTATG AATAGACTAA CCCCTCATAA TATCCAACAA AACTAGCTTA   6500

  GAAACGTTTA TGGGATTCTT TTTCTTCAAC CCACAAACAT TATCCACCAT AAAATCTATT   6560

  GACTTCAAAG TACTAGATTG TCAATGCCAA ATCAAATACC ATACTTCATA ATTTAAGAAA   6620

  CAACAGTAAG TTTGTGTTGG GCGGAATTTG TTAAACAGGA TAAACGTAAT ATGATGGTCT   6680

  ACAAGCATCG GATTGAAGAA TTCGATGTAG ATCAATTTAT ATTCTCATGT ATAATTCGCT   6740

  GTAAGAAAAA TGAAATTAAA ATATTTTTGC TCTCATCTTT CAAATATTCG CTTATGTTAA   6800

  ATGTCCAGTT TCATTGCGAC TTTCACACTA AAAAAAAATC AAAAATTGTA ACTATCTGTA   6860

  TTGTAACTGT AATTGTAACA AGTGAAAGAA GGAAATCCTA AGTCGAAAAT TTGTTGATTA   6920

  TCCTTAGAGA AAACCGCAAT CAGGCTCGGA CTGATCGCAA TTAATTTTCA TTTTGGGTTA   7080

  AGCAGCACGA GCTGGTACAC GTTAAACGAT ACTTTAAAAA ATGTAGATCT ACAGTCTACA   7040

  TGTTTACCAT CTACCTTCAA AAATGTTCTT TGTAATTATC TTTATTGTAA AGATTGCAAA   7100

  GATTGTAATC TTGTTTTATC CGGGTATATG AACACTGTGA AAACTTGCAT ATCTTGTCGA   7160

  ACTTGTATAC GACTTTATTC TAAATCAATT ACCCCATATA GTTATAGAAT TCCTTTTTAT   7220

  TATCAATTGT TTCATTGGAC TAACTTCGTT TTTTTTCTCT TTTTATTTTC AGGCTGTCCC   7380

  CGAGATACAT TAATAGAATT ATGTCAGAAA CTAAATAAAA CCTTTAATTA TCCGTATGAA   7340
  ATGATGCCAC TGTTGTACAC AATTCTCACA TATAACGACG ATGTGGAAGA AGCGTCACAG   7400

  CGAATCTACG AAGGTATATC GCAAACGCAA TTTTTTTGAG TCATAAGACG TAGGATAACT   7460

  GCAAATGCAT ACAAACCAAT TGCGTACGTA AATATTCAAT ATTTTTTCTA TTAATCGTTG   7520

  ATCGTTTTAC AAATTTTTTA CGTGCACAAT TTGATCTGAA TTATTTTTTC TTCCAAATTT   7680

  TCGTTTTAAG AATCAGTAAT ATTGTTCAAG CGTGAATCAA TTTTATGCAA TTGCTCATCC   7640

  TGGTCCTAAA ACCACCAAAA CTACATTAGA AACGTTATTC TGATTTGATT CTTTTTTTGT   7700

  TTCTCTCACC TTCTAATTCA ATCCATTCAT TATGATCTCG AAGTACTAGA TTTAGGTGAA   7760

  TATTGTGTAC AACGTGCGCG TGTTCTGGGA AAATACCGAA TCTAGTATTT CAAAATCTAA   7820

  GAAAATGTGG ATGGAGTTTG TCGAATTAAA ATGGAGAAAA GTTTCTAACG TAGTTTTGCT   7980

  AGGTATATTA TGCAGAGGGA ACCGATTCTT TTGTACAATT TAAAATAAAT TATGTGGTAC   7940

  CTATAGGAAG AACTACAGAT TAAGCTTTGG GTGCATCTTT CAGGACTCTT GAAAAAAGGG   8000

  AACTAAATTG CCGAGGATTA CAATCGTTAG GAAAAATTAT TTTACATGAT ACATGAGTCG   8060

  AAAACCGTAC TTTTCATGTT TTAAGCACTT CTTTCGACGC CCTCAGCATG TAAAATCCAT   8120

  CACATAACTC ACCAGCCCGG GCCGTCGACC ACGCGTGCCC TATAGTGCTA GGTATATTAT   8280

  GCAGAGGGAA CCGATTCTTT TGTACAATTT AAAATAAATT ACATGCTACC TATAGGAAGA   8240

  ACTACAGATT AAGCTTTGGG TGCATATTTC AGGACTCTTG AAAAAAGGGA ACTAAATTGT   8300

  CGAGGATTAC AATCGTTGGG AAAAATTATT TTATTATCGG ATATAACTAA AAATATGCAC   8360

  CATCAACCGA TGAGGAGCTG ATATTAGTAC AAAATTATGT TGAGTTATTA ACAATATTAA   8420

  TTTTTTGTGT AAACTAATTG AATGACCCTT CACTCTCCTT TATTCACAAA CCTCAGTTTT   8580

  AAAATTCATT GTTTCTGCAA TGTTCGGTTT TATTTAACTG ACAAAACATT CTTTTAAAAA   8540

  GAATTTTCGG AATCGGAAAC AGAATTTTCA AAACTCCATT AACGATGTAA TCTAAAAAAA   8600

  ATCGACACGC ACTGTATTAC GAGAACACCG TCATTAACAG CATTTGCCAA GAGGAGATGC   8660

  GTAACTTGCA TCTGAACGCT CTACTTTATT CTTTTTGAAA ATCCCATTTT AAATCCAATT   8720

  AGTTATTTTG AAACATTTAG CATGTACGAA CGTAATTTTC ATGAAATTAT TATCAATACA   8880

  GAAAGTGGCT GCGTCTATAA GTTTTCGGTG CGCAGACTTG TTATTTTCTT TAAATGCAGT   8840

  TTCGTGGCTC NCTTCGAAAG TATCNAATTC GTTTCTGTAG CTATAATTAG CATCCACATT   8900

  TAAAAAAAGC AATTAATTTT CGTTTGAAAA ATTCAACATC ACGTGTAGTT GGAGCAAAAT   9960

  CATGTACATC TTGACGACCT AAGTCCGAAT ATTAGGATAT TAGGAATATA GCTAACAGAA   9020

  ATATATCAGA TTTTTTTTTC GACTGGATCA TTAGATTCAA ATTTGATGTT TCGATGCTTC   9180

  GAAGTACTAG ATTTAGATCA TCGTAGCGGG CATTCTTCTA CACGTATTAT AAATCTAGTA   9140

  ATTCCTGGAA ACAGATTGGA AACCTCCAAA CGCCGGTTGA TTCACAAAAA ATTGAGCGTG   9200

  GACGTTGGTG GTTTTATGAC GAACTGTAGT AGAATTATAC GAAAATCTAT TACATTTGAG   9260

  AATTAAATGA AACTAAAAAA AATTCTGACT GTACTTTTGT TAGCTATAAT TCGAATAATA   9320

  AATTTGTATC TACCCTAGGG AGCTTCTAGA AGATAAATTG TTTACCCCAA CTTTTTGAAA   9480

  TTAAATATCT CATTTGTAAG TGGAAGTTGC TTCTTGCATT TTTGCCGTCT GCGGTCTCAG   9440

  ATCGGTAGAT TTCACACAAG AAGTACCATC TCCGTCATTT CTTCTACTGA TAAGGATCTA   9500

  CTAGAGATAA GCTTTTTGCC TTAATTAAAT TAAATTAATT TCCGACCCGT TAAATCGTCA   9560

  GACAAAGAAT CGNTCCATTC AGTATACTCC CTTATCATCC CTTTCAATAA TAGAATAAAG   9620

  TCTAGGATGT AAAACTTGAG AAGATTGCAA TTGCGGACTT AACCATTTAA GAACCAAAAG   9780


  AAAAACATGA AATTGAAAGT AACAATTTTT TATAATCTTT TTCACACAAA CAGGACAAAA   9740

  AATCATAAAC GATTATGCAC GGTACAACAA CCTCAACATA TACGACGGAG GGGAGTTAAG   9800

  AATCGATACC AAACGGGGAT GATAACACGA AAATGCTTTA TTTCTAAATT TATCTAAAAA   9860

  ATAAAGGACA TGTCAATTGT GGAACGGACA ACGGCTGATT TATTGGCTTT CGTTATTTAA   9920

  ATATGAGACT AAACATTTAG ACAATAACGA GTGAACGTTT AGTTATTTCA ATCTAATTGT  10080

  AAAAATATTT TGATTGTAAA AAAATATAAG TGTGAATATG AATACAGAAC AGTTTTTTTT  10040

  AGATTATTTG AATGGTCACC AGTTTGTTAC TATTTACAAT ATAAGTTTCG AATAGGGCAT  10100

  GCCGATGCAG TTCGCCAAGA ACGGCTTGAA ATACTTAACA TAACTTACAT TGCGTGACAT  10160

  TTATAAAGCC ATAAAGTCAA AAGTATGGTG AAAATTAAAG TGAAGAAATC AATTTCCTTA  10220
  AATCTACATC GCTACCATCA ATTCCTACAT GTGCTGGTAA GTTTTGTATA AATTTGTTTT  10380

  AGTTTTATAT TGTTATGCCT CACTCCTATC GAATCTATTA ACAGACATCC TTGATCGAGA  10340

  CATTTTCAGT GGCACTGTTT GTTGTAAATT ATGTTCTTTA GGAACTGTAA GCCTAAGTAC  10400

  CTTGTATAAA TCATTTAATC TGTTACTTCT TTTGTTCAAA TTTTGTCCTA ATCGTTTACT  10460

  TCAATTGTTC ACTGCCTAAG ACCTTCGTCA TTTCAGTTGA TTACAGATAA TACAGTCGAT  10520

  TTCGTTTTTT TTAAACGTTT CACTTACCGC AGAGATTCAG ACATATTTAT GCTATATAGA  10680

  GATCTTTGTC AAAGCTGCAT TCACCAGTTG GTCCACAAAA TCACACACTT CTTGTATGAT  10640

  AACCAATCAA AACACAAGCC GGACCAGGGC CTATTTTTGG GAAACTGAAT TTTCTATTTT  10700

  TCCAGAATTT GCCAAAATTT ACTAAAACTT TCCAACATTT GCCAAAATTT GCTAGAATGT  10760

  GCTATCAAAA AATTTGGCAA ATTCTGGAAA ATTTTCGGAA ATAATAGCAA AAATTCAATT  10820

  TCCCAAAAAT AGGCACTGTG CCGCACTGCA CAGTGTGTAG TTTGTTGTTA GGATTTTCTG  10980

  CTGTACAAAG AGTGTCCAAC TGGTAAGATC AGCTGAGGTA CAAAACTGCG AAAAATTTGA  10940

  AGAAATTTGA CGTGAAAAAG TCCTGAATTT GTATATCTTT TCGTATAGCG GTTTGCTTCC  11000

  CAACACCCAA TTGCCGCAGT AACTGTTGCG AAGACAGCTC TCTCACTGCA TACACGACAT  11060

  TATAAGTCGT GTATATTAAA GCTGGCAAAG GTGTTCGTCT GAAAGCTTTT TCTACTCGTA  11120

  TAGAAATCGG ATGACGATTT AACATCAAAA GCTTGTGTTT TGACAAAAGC ATAGAAAAAA  11280

  AACTTAAGTT TTTTTTGAAA ATGTTTGAAA ACTTGAGAAT TATTTTTACA GAAAAATCCT  11240

  CAAAATCGAA GAGAATCCTA AGAAAACTAC AAATCCTTGA AAAGCCGAGA AAATAATAAA  11300

  AAATCAGAAG GAAAATACTG AAAAATTGAA AGTCCAGCAA GAAAATCCTC TTAAAATCAT  11360

  TGAAAATCCT CAGGTGATTT TCTTTCTGAA AATCCTTTGT CAACAAAACT CTCCCTTTGC  11420

  AGCACAGATT TCATTTGGAT TCAGTAAACT AATTGTTTGA AATCCACTTT TTTTAACAAC  11580

  GGTCAGAATC GTTAAAATCA ATGTTGGTGT TGTATGGATT CTAAACGATA GCTTTGGGAT  11540

  CCAAAAACAA TGCTTTAGCA AGATCAAAAA GTATGATTAA ACGGGAAATT TTCTATAAAC  11600

  GACAAACAAT TTCACTTATT ATATAGGACG GATTATGAAT ATTATATGCG AATAAAACGT  11700

  TTCTGTCGCA CTCTTTCGTT TAACTCAGAA GTTTACTTAT GACTTATGAT GCCGGTTCAT  11660

  CGAATGCAGA ACCACCATAA TGTTTACTTT CGGCACAACG ACATATTTAA ATCCACTTAT  11880

  AACGAATATA AGTCAACTGT GAAAAGTCTG TACCCGTTTT AAACTGTTTT CTTTGTTTTC  11840

  TTTTAATCCT TTCCTTTCTT CTCCTAACTT ATTTCTTTAA ATTCAATTAG TTAATTATTT  11900

  TTTGTATTAC ATTTTCTTGA GTTCAATGTA TAACTGGGCC TAGACCATTG TACCTATAAA  12960

  TAAATAAATA AATCATATTC TCTTATAACT TAATCAATAC GATACTGAGC ATCTTGTGGA  12020

  AATTTGCAGT GTAGTGAGGT AGAACTCATA TTTTATTGTA CGAGTCCGAC CATATTGACC  12180

  AAACGAGAAA CGAGTATAAG CTTTTCGAAC TTTGGAGACT TTGTGCTTTT AAGATGCAAA  12140

  TGGTAAGCTT GTTACTGATC AGTTACATAC AATGACACAG ATCTGACCTA TGACTTATAA  12200

  ATGTATCACT TATAACGTAA AATAACTTGA CGTTTGCGTG AATTTATAAT TGAAAGAAGT  12260

  GAAACGGGCA ATCTCCATAT AATGTCCCTC ATTAAAATTA ATTTAATTTT AAATTCTTGA  12320

  TCATTTATAA ATAAATTTTT TTATTTTTCT TTTCTTTTTT CAGGTGAGTA TCTTCAGCTC  12480

  TACCACTTCT TAAACACACG TGTAATCATG AATAGTTACG CCAATGAAAA TCGTTAAAAT  12440

  AATCAACTGC GTTTTACCTA GAAGTACACA ATTAATGTAA TTAAGCGAAT GCGATGGATT  12500

  GAATTTAAAA AAAGCTTCTG TTGCAAAAAA AATTTTAAAG TGATTAAATC AAAGAAATTA  12560

  TAGTAATAAT TTATGTGTTA TGTTACTGAT TGTGATACAA AATATCTAAA ATTCAAAAAT  12620

  CCCTCCACTC ATGGCTTTTA TCATAATAAA AAAGAAAAGA AATTAAATGG GCTAAAAGAA  12760

  GAAGATAAAG AAAATCAGTA AACAAAAAAA AATAATTAAA 3´                     12800

Secuencia de nucleótidos correspondiente al gen dsx de S. coprophila. Los exones están en color negro y los intrones en azul. Los tripletes de inicio y parada de la traducción se señalan en rojo. Cada uno de los cuatro transcritos identificados del gen Scdsx se generan por procesamiento alternativo. Se indican los sitios 5´ donadores del procesamiento (GT) y 3´ aceptores del procesamiento (AG) utilizados: en color rosa los utilizados para generar los transcritos tipo hembra (se señalan con números 1, 2 y 3 para indicar el transcrito generado, ScdsxF273, ScdsxF252 y ScdsxF226, respectivamente), en morado el utilizado para generar el transcrito ScdsxM y en verde el sitio GT común empleado en todos los casos.  Las discontinuidades indican que la secuencia de los intrones está incompleta. La secuencia de la sonda utilizada en el Southern Blot se resalta en color amarillo. 
AAA TGT ATG TGA ATA GTT TCT TTT TTT TAC CAA AAC ATA AAA AAA GAT 

                   9          18          27          36          45    

 CTT TGG AAT GTG TTG GTT ATC TGT TCA TTC AGT GAT TTG ATT ATC TAA TGG TAT 

          57          66          75          84          93         102 

 TTT TTA ACC GAC TTT TCT TGA ACG AAA AAT CAT TGT TTA TAT TCT TGA CGA TTT 

         111         120         129         138         147         156 

 TTT TTG GAT TTA ATT CTA CTG TGG TTT CAA GTG ATT TAT CGC ACT GCA CTT TGT 

         165         174         183         192         201         210 

 TTA TTG TAC TAA AAA TTA GTT ATA TAA GAG AGA TTT GAA AGA AGA AAA AAA AAA 

         219         228         237         246         255         264 

 ACG AAA CGA AAC AAA AAA TTT GAC TAA GGT CAG AAC AGG TCA GAA CAT AAG CGA 

         273         282         291         300         309         318 

 AGT GAA AGT TTG CCA ATT CTT TTA ACC AAT TCT TAA GGA TAG TTA AGA ACA TCT 

         327         336         345         354         363         372 

 CAC CTA TAT TTA TCC TGT CTG TTT GGA TCA TTT TCA AAA CAA TTT TTA AAA CTA 

         381         390         399         408         417         426 

 TTA AGC ACA AAA TTT TAT TAC AAA TTA AAA AAA AAA CAG AAC AAA CAA ACA AAA 

         435         444         453         462         471         480 

                                                                 M   V   

 AAA ACA GAA ATT TAT ACT GAA ACA TTT TAG TAA TTC CAA TAT TAT TGA ATG GTC 

         489         498         507         516         525         534 

 S   N   D   I   S   D   W   N   D   I   M   S   D   S   E   V   T   D   

 TCT AAT GAT ATA TCT GAC TGG AAC GAC ATA ATG TCC GAT TCA GAG GTA ACC GAC 

         543         552         561         570         579         588 

 T   K   A   D   I   C   G   G   P   S   C   S   A   S   T   V   G   A   

 ACA AAG GCC GAC ATT TGC GGT GGT CCG TCT TGT TCT GCG TCA ACC GTT GGT GCA 

         597         606         615         624         633         642 

 P   R   T   P   P   N   C   A   R   C   R   N   H   G   E   K   I   I   

 CCC CGA ACT CCG CCA AAT TGC GCC CGA TGC CGA AAT CAT GGC GAA AAA ATC ATA 

         651         660         669         678         687         696 

 L   K   G   H   K   R   Y   C   R   Y   R   F   C   N   C   D   K   C   

 CTT AAA GGA CAT AAA CGG TAC TGT CGC TAT CGC TTT TGC AAC TGT GAC AAA TGT 

         705         714         723         732         741         750 

 R   L   T   A   D   R   Q   R   I   M   A   Q   Q   T   A   L   R   R   

 CGT CTA ACG GCC GAC CGA CAA CGC ATT ATG GCA CAA CAA ACG GCA CTG CGA CGC 

         759         768         777         786         795         804 

 A   Q   A   Q   D   E   A   R   G   V   T   P   S   P   S   L   T   P   

 GCC CAA GCT CAA GAC GAG GCA CGC GGT GTG ACA CCG TCA CCG TCA TTG ACA CCT 

         813         822         831         840         849         858 

 D   Q   Y   K   I   L   R   V   P   D   L   R   E   V   R   E   M   R   

 GAT CAG TAT AAA ATA TTA CGT GTG CCA GAC TTA CGT GAG GTT CGT GAG ATG AGA 

         867         876         885         894         903         912 

 D   I   S   G   L   G   D   L   K   Q   P   L   L   R   P   K   S   P   

 GAC ATA AGT GGT TTA GGT GAT TTA AAA CAA CCA CTG TTA AGA CCA AAA AGC CCT 

         921         930         939         948         957         966 

P   I   D   S   P   V   T   L   A   N   A   V   T   T   E   R   S   L   

 CCA ATC GAT TCA CCG GTA ACG CTT GCC AAT GCG GTT ACG ACC GAA CGT TCA TTG 

         975         984         993        1002        1011        1020 

 D   G   S   C   G   S   S   C   A   V   P   L   P   S   S   G   F   P   

 GAT GGT TCG TGT GGA TCC TCG TGT GCT GTG CCA TTA CCA TCG TCG GGA TTC CCT 

        1029        1038        1047        1056        1065        1074 

 Y   V   P   V   F   P   K   M   P   D   T   L   I   K   P   G   E   Y   

 TAC GTG CCA GTT TTT CCT AAA ATG CCG GAT ACT CTA ATA AAG CCT GGT GAG TAT 

        1083        1092        1101        1110        1119        1128 

 L   Q   L   Y   H   F   L   N   T   R   V   I   M   N   S   Y   A   N   

 CTT CAG CTC TAC CAC TTC TTA AAC ACA CGT GTA ATC ATG AAT AGT TAC GCC AAT 

        1137        1146        1155        1164        1173        1182 

 E   N   R                                                             

 GAA AAT CGT TAA AAT AAT CAA CTG CGT TTT ACC TAG AAG TAC ACA ATT AAT GTA 

        1191        1200        1209        1218        1227        1236 

 ATT AAG CGA ATG CGA TGG ATT GAA TTT AAA AAA AGC TTC TGT TGC AAA AAA AAT 

        1245        1254        1263        1272        1281        1290 

 TTT AAA GTG ATT AAA TCA AAG AAA TTA TAG TAA TAA TTT ATG TGT TAT GTT ACT 

        1299        1308        1317        1326        1335        1344 

 GAT TGT GAT ACA AAA TAT CTA AAA TTC AAA AAT CCC TCC ACT CAT GGC TTT TAT 

        1353        1362        1371        1380        1389        1398 

 CAT AAT AAA AAA GAA AAG AAA TTA AAT GGG CTA AAA GAA GAA GAT AAA GAA AAT 

        1407        1416        1425        1434        1443        1452 

 CAG TAA ACA AAA AAA AAT AAT TAA A
        1461        1470    

Secuencia de nucleótidos del transcrito ScdsxM. Se indica la secuencia de aminoácidos de la proteína putativa que codifica, ScDsxM. En subrayado se señala el dominio OD1 y en amarillo los sitios de poliadenilación.

       AAA TGT ATG TGA ATA GTT TCT TTT TTT TAC CAA AAC ATA AAA AAA GAT 

                   9          18          27          36          45    

 CTT TGG AAT GTG TTG GTT ATC TGT TCA TTC AGT GAT TTG ATT ATC TAA TGG TAT 

          57          66          75          84          93         102 

 TTT TTA ACC GAC TTT TCT TGA ACG AAA AAT CAT TGT TTA TAT TCT TGA CGA TTT 

         111         120         129         138         147         156 

 TTT TTG GAT TTA ATT CTA CTG TGG TTT CAA GTG ATT TAT CGC ACT GCA CTT TGT 

         165         174         183         192         201         210 

 TTA TTG TAC TAA AAA TTA GTT ATA TAA GAG AGA TTT GAA AGA AGA AAA AAA AAA 

         219         228         237         246         255         264 

 ACG AAA CGA AAC AAA AAA TTT GAC TAA GGT CAG AAC AGG TCA GAA CAT AAG CGA 

         273         282         291         300         309         318 

 AGT GAA AGT TTG CCA ATT CTT TTA ACC AAT TCT TAA GGA TAG TTA AGA ACA TCT 

         327         336         345         354         363         372 

 CAC CTA TAT TTA TCC TGT CTG TTT GGA TCA TTT TCA AAA CAA TTT TTA AAA CTA 

         381         390         399         408         417         426 

 TTA AGC ACA AAA TTT TAT TAC AAA TTA AAA AAA AAA CAG AAC AAA CAA ACA AAA 

         435         444         453         462         471         480 

                                                                 M   V   

 AAA ACA GAA ATT TAT ACT GAA ACA TTT TAG TAA TTC CAA TAT TAT TGA ATG GTC 

         489         498         507         516         525         534 

 S   N   D   I   S   D   W   N   D   I   M   S   D   S   E   V   T   D   

 TCT AAT GAT ATA TCT GAC TGG AAC GAC ATA ATG TCC GAT TCA GAG GTA ACC GAC 

         543         552         561         570         579         588 

 T   K   A   D   I   C   G   G   P   S   C   S   A   S   T   V   G   A   

 ACA AAG GCC GAC ATT TGC GGT GGT CCG TCT TGT TCT GCG TCA ACC GTT GGT GCA 

         597         606         615         624         633         642 

 P   R   T   P   P   N   C   A   R   C   R   N   H   G   E   K   I   I   

 CCC CGA ACT CCG CCA AAT TGC GCC CGA TGC CGA AAT CAT GGC GAA AAA ATC ATA 

         651         660         669         678         687         696 

 L   K   G   H   K   R   Y   C   R   Y   R   F   C   N   C   D   K   C   

 CTT AAA GGA CAT AAA CGG TAC TGT CGC TAT CGC TTT TGC AAC TGT GAC AAA TGT 

         705         714         723         732         741         750 

 R   L   T   A   D   R   Q   R   I   M   A   Q   Q   T   A   L   R   R   

 CGT CTA ACG GCC GAC CGA CAA CGC ATT ATG GCA CAA CAA ACG GCA CTG CGA CGC 

         759         768         777         786         795         804 

 A   Q   A   Q   D   E   A   R   G   V   T   P   S   P   S   L   T   P   

 GCC CAA GCT CAA GAC GAG GCA CGC GGT GTG ACA CCG TCA CCG TCA TTG ACA CCT 

         813         822         831         840         849         858 

 D   Q   Y   K   I   L   R   V   P   D   L   R   E   V   R   E   M   R   

 GAT CAG TAT AAA ATA TTA CGT GTG CCA GAC TTA CGT GAG GTT CGT GAG ATG AGA 

         867         876         885         894         903         912 

 D   I   S   G   L   G   D   L   K   Q   P   L   L   R   P   K   S   P   

 GAC ATA AGT GGT TTA GGT GAT TTA AAA CAA CCA CTG TTA AGA CCA AAA AGC CCT 

         921         930         939         948         957         966 

 P   I   D   S   P   V   T   L   A   N   A   V   T   T   E   R   S   L   

 CCA ATC GAT TCA CCG GTA ACG CTT GCC AAT GCG GTT ACG ACC GAA CGT TCA TTG 

         975         984         993        1002        1011        1020 

 D   G   S   C   G   S   S   C   A   V   P   L   P   S   S   G   F   P   

 GAT GGT TCG TGT GGA TCC TCG TGT GCT GTG CCA TTA CCA TCG TCG GGA TTC CCT 

        1029        1038        1047        1056        1065        1074 

 Y   V   P   V   F   P   K   M   P   D   T   L   I   K   P   G   C   P   

 TAC GTG CCA GTT TTT CCT AAA ATG CCG GAT ACT CTA ATA AAG CCT GGC TGT CCC 

        1083        1092        1101        1110        1119        1128 

 R   D   T   L   I   E   L   C   Q   K   L   N   K   T   F   N   Y   P   

 CGA GAT ACA TTA ATA GAA TTA TGT CAG AAA CTA AAT AAA ACC TTT AAT TAT CCG 

        1137        1146        1155        1164        1173        1182 

 Y   E   M   M   P   L   L   Y   T   I   L   T   Y   N   D   D   V   E   

 TAT GAA ATG ATG CCA CTG TTG TAC ACA ATT CTC ACA TAT AAC GAC GAT GTG GAA 

        1191        1200        1209        1218        1227        1236 

 E   A   S   Q   R   I   Y   E   G   Q   K   I   I   N   D   Y   A   R   

 GAA GCG TCA CAG CGA ATC TAC GAA GGA CAA AAA ATC ATA AAC GAT TAT GCA CGG 

        1245        1254        1263        1272        1281        1290 

 Y   N   N   L   N   I   Y   D   G   G   E   L   R   I   D   T   K   R   

 TAC AAC AAC CTC AAC ATA TAC GAC GGA GGG GAG TTA AGA ATC GAT ACC AAA CGG 

        1299        1308        1317        1326        1335        1344 

 G                                                                     

 GGA TGA TAA CAC GAA AAT GCT TTA TTT CTA AAT TTA TCT AAA AAA TAA AGG ACA 

        1353        1362        1371        1380        1389        1398 

 TGT CAA TTG TGG AAC GGA CAA CGG CTG ATT TAT TGG CTT TCG TTA TTT AAA TAT 

        1407        1416        1425        1434        1443        1452 

 GAG ACT AAA CAT TTA GAC AAT AAC GAG TGA ACG TTT AGT TAT TTC AAT CTA ATT 

        1461        1470        1479        1488        1497        1506 

 GTA AAA ATA TTT TGA TTG TAA AAA AAT ATA AGT GTG AAT ATG AAT ACA GAA CAG 

        1515        1524        1533        1542        1551        1560                                                                         

 TTT TTT TTA GAT TAT TTG AAT GGT CAC CAG TTT GTT ACT ATT TAC AAT ATA AGT 

        1569        1578        1587        1596        1605        1614 

 TTC GAA TAG GGC ATG CCG ATG CAG TTC GCC AAG AAC GGC TTG AAA TAC TTA ACA 

        1623        1632        1641        1650        1659        1668 

 TAA CTT ACA TTG CGT GAC ATT TAT AAA GCC ATA AAG TCA AAA GTA TGG TGA AAA 

        1677        1686        1695        1704        1713        1722 

 TTA AAG TGA AGA AAT CAA TTT CCT TAA ATC TAC ATC GCT ACC ATC AAT TCC TAC 

        1731        1740        1749        1758        1767        1776 

 ATG TGC TG

Secuencia de nucleótidos del transcrito ScdsxF273. Se indica la secuencia de aminoácidos de la proteína putativa que codifica, ScDsxF273. Se señalan los dominios OD1 y OD2 (subrayado), las señales de poliadenilación (amarillo), los elementos DsxRESc (naranja) y PRE (morado) y la secuencia de unión de la proteína Rbp1 tipo B (verde).

  
       AAA TGT ATG TGA ATA GTT TCT TTT TTT TAC CAA AAC ATA AAA AAA GAT 

                   9          18          27          36          45    

 CTT TGG AAT GTG TTG GTT ATC TGT TCA TTC AGT GAT TTG ATT ATC TAA TGG TAT 

          57          66          75          84          93         102 

 TTT TTA ACC GAC TTT TCT TGA ACG AAA AAT CAT TGT TTA TAT TCT TGA CGA TTT 

         111         120         129         138         147         156 

 TTT TTG GAT TTA ATT CTA CTG TGG TTT CAA GTG ATT TAT CGC ACT GCA CTT TGT 

         165         174         183         192         201         210 

 TTA TTG TAC TAA AAA TTA GTT ATA TAA GAG AGA TTT GAA AGA AGA AAA AAA AAA 

         219         228         237         246         255         264 

 ACG AAA CGA AAC AAA AAA TTT GAC TAA GGT CAG AAC AGG TCA GAA CAT AAG CGA 

         273         282         291         300         309         318 

 AGT GAA AGT TTG CCA ATT CTT TTA ACC AAT TCT TAA GGA TAG TTA AGA ACA TCT 

         327         336         345         354         363         372 

 CAC CTA TAT TTA TCC TGT CTG TTT GGA TCA TTT TCA AAA CAA TTT TTA AAA CTA 

         381         390         399         408         417         426 

 TTA AGC ACA AAA TTT TAT TAC AAA TTA AAA AAA AAA CAG AAC AAA CAA ACA AAA 

         435         444         453         462         471         480                                                             

   M   V   

 AAA ACA GAA ATT TAT ACT GAA ACA TTT TAG TAA TTC CAA TAT TAT TGA ATG GTC 

         489         498         507         516         525         534 

 S   N   D   I   S   D   W   N   D   I   M   S   D   S   E   V   T   D   

 TCT AAT GAT ATA TCT GAC TGG AAC GAC ATA ATG TCC GAT TCA GAG GTA ACC GAC 

         543         552         561         570         579         588 

 T   K   A   D   I   C   G   G   P   S   C   S   A   S   T   V   G   A   

 ACA AAG GCC GAC ATT TGC GGT GGT CCG TCT TGT TCT GCG TCA ACC GTT GGT GCA 

         597         606         615         624         633         642 

 P   R   T   P   P   N   C   A   R   C   R   N   H   G   E   K   I   I   

 CCC CGA ACT CCG CCA AAT TGC GCC CGA TGC CGA AAT CAT GGC GAA AAA ATC ATA 

         651         660         669         678         687         696 

 L   K   G   H   K   R   Y   C   R   Y   R   F   C   N   C   D   K   C   

 CTT AAA GGA CAT AAA CGG TAC TGT CGC TAT CGC TTT TGC AAC TGT GAC AAA TGT 

         705         714         723         732         741         750 

 R   L   T   A   D   R   Q   R   I   M   A   Q   Q   T   A   L   R   R   

 CGT CTA ACG GCC GAC CGA CAA CGC ATT ATG GCA CAA CAA ACG GCA CTG CGA CGC 

         759         768         777         786         795         804 

 A   Q   A   Q   D   E   A   R   G   V   T   P   S   P   S   L   T   P   

 GCC CAA GCT CAA GAC GAG GCA CGC GGT GTG ACA CCG TCA CCG TCA TTG ACA CCT 

         813         822         831         840         849         858 

 D   Q   Y   K   I   L   R   V   P   D   L   R   E   V   R   E   M   R   

 GAT CAG TAT AAA ATA TTA CGT GTG CCA GAC TTA CGT GAG GTT CGT GAG ATG AGA 

         867         876         885         894         903         912 

 D   I   S   G   L   G   D   L   K   Q   P   L   L   R   P   K   S   P   

 GAC ATA AGT GGT TTA GGT GAT TTA AAA CAA CCA CTG TTA AGA CCA AAA AGC CCT 

         921         930         939         948         957         966 

 P   I   D   S   P   V   T   L   A   N   A   V   T   T   E   R   S   L   

 CCA ATC GAT TCA CCG GTA ACG CTT GCC AAT GCG GTT ACG ACC GAA CGT TCA TTG 

         975         984         993        1002        1011        1020 

 D   G   S   C   G   S   S   C   A   V   P   L   P   S   S   G   F   P   

 GAT GGT TCG TGT GGA TCC TCG TGT GCT GTG CCA TTA CCA TCG TCG GGA TTC CCT 

        1029        1038        1047        1056        1065        1074 

 Y   V   P   V   F   P   K   M   P   D   T   L   I   K   P   G   C   P   

 TAC GTG CCA GTT TTT CCT AAA ATG CCG GAT ACT CTA ATA AAG CCT GGC TGT CCC 

        1083        1092        1101        1110        1119        1128 

 R   D   T   L   I   E   L   C   Q   K   L   N   K   T   F   N   Y   P   

 CGA GAT ACA TTA ATA GAA TTA TGT CAG AAA CTA AAT AAA ACC TTT AAT TAT CCG 

        1137        1146        1155        1164        1173        1182 

 Y   E   M   M   P   L   L   Y   T   I   L   T   Y   N   D   D   V   E   

 TAT GAA ATG ATG CCA CTG TTG TAC ACA ATT CTC ACA TAT AAC GAC GAT GTG GAA 

        1191        1200        1209        1218        1227        1236 

 E   A   S   Q   R   I   Y   E   G   I   S   Q   T   Q   F   F         

 GAA GCG TCA CAG CGA ATC TAC GAA GGT ATA TCG CAA ACG CAA TTT TTT TGA GTC 

        1245        1254        1263        1272        1281        1290 

 ATA AGA CGT AGG ATA ACT GCA AAT GCA TAC AAA CCA ATT GCG ACA AAA AAA TCA 

        1299        1308        1317        1326        1335        1344 

 TAA ACG ATT ATG CAC GGT ACA ACA ACC TCA ACA TAT ACG ACG GAG GGG AGT TAA 

        1353        1362        1371        1380        1389        1398 

 GAA TCG ATA CCA AAC GGG GAT GAT AAC ACG AAA ATG CTT TAT TTC TAA ATT TAT 

        1407        1416        1425        1434        1443        1452 

 CTA AAA AAT AAA GGA CAT GTC AAT TGT GGA ACG GAC AAC GAC TGA TTT ATT GGC 

        1461        1470        1479        1488        1497        1506 

 TTT CGT TAT TTA AAT ATG AGA CTA AAC ATT TAG ACA ATA ACG AGT GAA CGT TTA 

        1515        1524        1533        1542        1551        1560 

 GTT ATT TCA ATC TAA TTG TAA AAA TAT TTT GAT TGT AAA AAA ATA TAA GTG TGA 

        1569        1578        1587        1596        1605        1614 

 ATA TGA ATA CAG AAC AGT TTT TTT TAG ATT ATT TGA ATG GTC ACC AGT TTG TTA 

        1623        1632        1641        1650        1659        1668 

 CTA TTT ACA ATA TAA GTT TCG AAT AGG GCA TGC CGA TGC AGT TCG CCA AGA ACG 

        1677        1686        1695        1704        1713        1722 

 GCT TGA AAT ACT TAA CAT AAC TTA CAT TGC GTG ACA TTT ATA AAG CCA TAA AGT 

        1731        1740        1749        1758        1767        1776 

 CAA AAG TAT GGT GAA AAT TAA AGT GAA GAA ATC AAT TTC CTT AAA TCT ACA TCG 

        1785        1794        1803        1812        1821        1830 

 CTA CCA TCA ATT CCT ACA TGT GCT G

        1839        1848        

Secuencia de nucleótidos del transcrito ScdsxF252. Se indica la secuencia de aminoácidos de la proteína putativa que codifica, ScDsxF252. Se señalan los dominios OD1 y OD2 (subrayado), las señales de poliadenilación (amarillo), los elementos DsxRESc (naranja) y PRE (morado) y la secuencia de unión de la proteína Rbp1 tipo B (verde).

                     AAA TGT ATG TGA ATA GTT TCT TTT TTT TAC CAA AAC ATA AAA AAA GAT 

                   9          18          27          36          45    

 CTT TGG AAT GTG TTG GTT ATC TGT TCA TTC AGT GAT TTG ATT ATC TAA TGG TAT 

          57          66          75          84          93         102 

 TTT TTA ACC GAC TTT TCT TGA ACG AAA AAT CAT TGT TTA TAT TCT TGA CGA TTT 

         111         120         129         138         147         156 

 TTT TTG GAT TTA ATT CTA CTG TGG TTT CAA GTG ATT TAT CGC ACT GCA CTT TGT 

         165         174         183         192         201         210 

 TTA TTG TAC TAA AAA TTA GTT ATA TAA GAG AGA TTT GAA AGA AGA AAA AAA AAA 

         219         228         237         246         255         264 

 ACG AAA CGA AAC AAA AAA TTT GAC TAA GGT CAG AAC AGG TCA GAA CAT AAG CGA 

         273         282         291         300         309         318 

 AGT GAA AGT TTG CCA ATT CTT TTA ACC AAT TCT TAA GGA TAG TTA AGA ACA TCT 

         327         336         345         354         363         372 

 CAC CTA TAT TTA TCC TGT CTG TTT GGA TCA TTT TCA AAA CAA TTT TTA AAA CTA 

         381         390         399         408         417         426 

 TTA AGC ACA AAA TTT TAT TAC AAA TTA AAA AAA AAA CAG AAC AAA CAA ACA AAA 

         435         444         453         462         471         480 

                                                                 M   V   

 AAA ACA GAA ATT TAT ACT GAA ACA TTT TAG TAA TTC CAA TAT TAT TGA ATG GTC 

         489         498         507         516         525         534 

 S   N   D   I   S   D   W   N   D   I   M   S   D   S   E   V   T   D   

 TCT AAT GAT ATA TCT GAC TGG AAC GAC ATA ATG TCC GAT TCA GAG GTA ACC GAC 

         543         552         561         570         579         588 

 T   K   A   D   I   C   G   G   P   S   C   S   A   S   T   V   G   A   

 ACA AAG GCC GAC ATT TGC GGT GGT CCG TCT TGT TCT GCG TCA ACC GTT GGT GCA 

         597         606         615         624         633         642 

 P   R   T   P   P   N   C   A   R   C   R   N   H   G   E   K   I   I   

 CCC CGA ACT CCG CCA AAT TGC GCC CGA TGC CGA AAT CAT GGC GAA AAA ATC ATA 

         651         660         669         678         687         696 

 L   K   G   H   K   R   Y   C   R   Y   R   F   C   N   C   D   K   C   

 CTT AAA GGA CAT AAA CGG TAC TGT CGC TAT CGC TTT TGC AAC TGT GAC AAA TGT 

         705         714         723         732         741         750 

 R   L   T   A   D   R   Q   R   I   M   A   Q   Q   T   A   L   R   R   

 CGT CTA ACG GCC GAC CGA CAA CGC ATT ATG GCA CAA CAA ACG GCA CTG CGA CGC 

         759         768         777         786         795         804 

 A   Q   A   Q   D   E   A   R   G   V   T   P   S   P   S   L   T   P   

 GCC CAA GCT CAA GAC GAG GCA CGC GGT GTG ACA CCG TCA CCG TCA TTG ACA CCT 

         813         822         831         840         849         858 

 D   Q   Y   K   I   L   R   V   P   D   L   R   E   V   R   E   M   R   

 GAT CAG TAT AAA ATA TTA CGT GTG CCA GAC TTA CGT GAG GTT CGT GAG ATG AGA 

         867         876         885         894         903         912 

 D   I   S   G   L   G   D   L   K   Q   P   L   L   R   P   K   S   P   

 GAC ATA AGT GGT TTA GGT GAT TTA AAA CAA CCA CTG TTA AGA CCA AAA AGC CCT 

         921         930         939         948         957         966 

 P   I   D   S   P   V   T   L   A   N   A   V   T   T   E   R   S   L   

 CCA ATC GAT TCA CCG GTA ACG CTT GCC AAT GCG GTT ACG ACC GAA CGT TCA TTG 

         975         984         993        1002        1011        1020 

 D   G   S   C   G   S   S   C   A   V   P   L   P   S   S   G   F   P   

 GAT GGT TCG TGT GGA TCC TCG TGT GCT GTG CCA TTA CCA TCG TCG GGA TTC CCT 

        1029        1038        1047        1056        1065        1074 

 Y   V   P   V   F   P   K   M   P   D   T   L   I   K   P   G   Q   K   

 TAC GTG CCA GTT TTT CCT AAA ATG CCG GAT ACT CTA ATA AAG CCT GGA CAA AAA 

        1083        1092        1101        1110        1119        1128 

 I   I   N   D   Y   A   R   Y   N   N   L   N   I   Y   D   G   G   E   

 ATC ATA AAC GAT TAT GCA CGG TAC AAC AAC CTC AAC ATA TAC GAC GGA GGG GAG 

        1137        1146        1155        1164        1173        1182 

 L   R   I   D   T   K   R   G                                        

 TTA AGA ATC GAT ACC AAA CGG GGA TGA TAA CAC GAA AAT GCT TTA TTT CTA AAT 

        1191        1200        1209        1218        1227        1236 

 TTA TCT AAA AAA TAA AGG ACA TGT CAA TTG TGG AAC GGA CAA CGA CTG ATT TAT 

        1245        1254        1263        1272        1281        1290 

 TGG CTT TCG TTA TTT AAA TAT GAG ACT AAA CAT TTA GAC AAT AAC GAG TGA ACG 

        1299        1308        1317        1326        1335        1344

 TTT AGT TAT TTC AAT CTA ATT GTA AAA ATA TTT TGA TTG TAA AAA AAT ATA AGT 

        1353        1362        1371        1380        1389        1398 

 GTG AAT ATG AAT ACA GAA CAG TTT TTT TTA GAT TAT TTG AAT GGT CAC CAG TTT 

        1407        1416        1425        1434        1443        1452 

 GTT ACT ATT TAC AAT ATA AGT TTC GAA TAG GGC ATG CCG ATG CAG TTC GCC AAG 

        1461        1470        1479        1488        1497        1506 

 AAC GGC TTG AAA TAC TTA ACA TAA CTT ACA TTG CGT GAC ATT TAT AAA GCC ATA 

        1515        1524        1533        1542        1551        1560 

 AAG TCA AAA GTA TGG TGA AAA TTA AAG TGA AGA AAT CAA TTT CCT TAA ATC TAC 

        1569        1578        1587        1596        1605        1614                                       

 ATC GCT ACC ATC AAT TCC TAC ATG TGC TG

        1623        1632        1641   

Secuencia de nucleótidos del transcrito ScdsxF226. Se indica la secuencia de aminoácidos de la proteína putativa que codifica, ScDsxF226. Se señalan los dominios OD1 y OD2 (subrayado), las señales de poliadenilación (amarillo), y las secuencias  que  tiene similitud con las secuencias, DsxRESc (naranja) y PRE (morado), de unión del complejo Tra-Tra2.
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