© po * BUG[V N
/5®” FACULTAD - N

§‘ CIENCIAS EXACTAS
_ YNATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Departamento de Ecologia, Genética y Evolucion

Estructura y funcion de laregion regulatoria de la transcripcion

del gen shavenbaby en Drosophila melanogaster

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires
en el area de CIENCIAS BIOLOGICAS

Lic. Gonzalo J. Sabaris Di Lorenzo

Director de Tesis: Dr. Nicolas Frankel

Consejero de Estudios: Dr. Esteban Hasson
Lugar de trabajo: Instituto de Ecologia, Genética y Evolucién de Buenos Aires (IEGEBA-CONICET)

Ciudad Autébnoma de Buenos Aires, 2017



Estructura y funcién de la regién regulatoria de la transcripcién del gen shavenbaby en

Drosophila melanogaster

Palabras clave: Drosophila, enhancers, pleiotropia, redundancia, shavenbaby.

Los programas genéticos del desarrollo en organismos multicelulares son
regulados por cambios en la expresion génica. Estos cambios determinan los procesos de
diferenciacién celular que suceden durante el desarrollo de los metazoos. Los genes que
gobiernan estos programas en general poseen regiones regulatorias de la transcripciéon
con una arquitectura genética compleja. Las mismas contienen codificada la informaciéon
necesaria para establecer donde, cudndo y cudnto se expresa el gen en cuestion. Este
trabajo de tesis tiene como objetivo general entender de manera integral como funcionan
las regiones regulatorias de la transcripcién en metazoos.

En este trabajo utilizamos a la mosca Drosophila melanogaster como modelo
experimental. Nos centramos en el andlisis de la arquitectura y funcion de la region
regulatoria de la transcripcion del gen shavenbaby (svb). svb es un gen modelo
establecido para el estudio de la estructura y evolucidn de regiones regulatorias. Este gen
se expresa en las células epidérmicas del embrion y es indispensable para la formacion de
pelos no sensoriales (llamados “tricomas”) en la cuticula de la larva de primer estadio. El
patrén de expresion embrionario de svb es generado por siete enhancers que estan
localizados en una regién de 9o kilobases ubicada rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion del gen. Con el objeto de comprender in foto la arquitectura genética de la
region regulatoria de svb generamos moscas transgénicas con construcciones reporteras
de su actividad transcripcional. Encontramos que svb se expresa en el estadio larval y
pupal de Drosophila melanogaster ademas de la ya descripta expresion en el embrién. La
expresion de svb en tejidos internos de larva que no forman tricomas sugiere que svb
puede tener otra funcién, ademas de generar tricomas, a lo largo del desarrollo de
Drosophila.

Luego estudiamos el patrén de expresidon de svb en los estadios de larva y pupa y
los elementos regulatorios que generan dicho patrén. Encontramos que los siete
enhancers embrionarios de svb generan también expresion en los tejidos de larva y pupa.
Esto indica que los enhancers de svb funcionan de manera pleiotropica, es decir,
presentan actividad en distintos tejidos a lo largo del desarrollo. Otra caracteristica
relevante que se desprendio de este analisis es que todos los enhancers presentan un alto
nivel de redundancia en los patrones de expresion que generan en la epidermis del
estadio pupal. Evaluamos el rol de la redundancia de los enhancers en la epidermis pupal
y verificamos que la ausencia de cuatro de los siete enhancers de svb, no modifica el
patrén de tricomas en la pupa. Por lo tanto, la redundancia de los enhancers en la
epidermis pupal contribuye a la robustez del fenotipo de tricomas en este estadio.

Finalmente exploramos la existencia de nuevos elementos regulatorios de la
transcripcion a través de deleciones de secuencias de ADN, sin funcién asignada hasta el
momento, dentro de la regiéon regulatoria de svb. Encontramos que existen otros



elementos funcionales, ademas de los enhancers ya descriptos, que modulan la expresion
de svb tanto en el estadio larval como pupal de Drosophila melanogaster.

En esta tesis analizamos la regulacién transcripcional de un gen a lo largo de la
ontogenia. Nuestros resultados ayudan a comprender como esta codificada la
informacién dentro de las regiones regulatorias de la transcripcién en genes que son
requeridos durante distintas instancias del desarrollo y diferentes contextos celulares.

Structure and function of the cis-regulatory region of shavenbaby gene in Drosophila

melanogaster.

Keywords: Drosophila, enhancers, pleiotropy, redundancy, shavenbaby.

Developmental programs in multicellular organisms are regulated by switches in
gene expression. These switches determine the cellular differentiation processes that
occur in development. The master control genes that govern developmental programs
often have complex cis-regulatory regions, that define where, when and how much a
gene is expressed. The main aim of this thesis was to shed light -on how cis-regulatory
regions function in metazoans.

We have worked with the fly Drosophila melanogaster, focusing in the
architecture and function of the cis-regulatory region of the shavenbaby (svb) gene. svb is
an established model for the study of the structure and evolution of cis-regulatory
regions. This gene is expressed in the epidermal cells of the embryo where it is necessary
for the formation of non-sensory hairs (called "trichomes") that decorate the cuticle of
the first instar larva. The embryonic expression pattern of svb is generated by seven
enhancers that are located in a region of 9o kilobases, upstream of the transcription start
site of the gene. In order to understand the genetic architecture of the cis-regulatory
region of svb in toto we generated transgenic flies with different reporter constructs. We
found that svb is expressed in the larval and pupal stage of Drosophila melanogaster as
well. The expression of svb in larva tissues that do not form trichomes suggests that svb
might have another function (in addition to generating trichomes).

We studied the expression pattern of svb in larva and pupa and searched for the
regulatory elements that generate these expression patterns. We found that the seven
embryonic enhancers of svb also generate svb expression in larval and pupal tissues. This
indicates that the enhancers of svb work in a pleiotropic manner -i.e. they are active in
different tissues throughout development. Another relevant feature that emerged from
this analysis is that all seven enhancers drive redundant patterns in the epidermis of the
pupa. We evaluated the role of this redundancy by deleting four of the seven enhancers
in the native svb locus. We observed that the lack of four of the seven enhancers of svb
does not modify the trichome pattern in the pupa. Thus, redundancy in the pupal
epidermis contributes to robustness of the trichome phenotype in this stage.



Finally, we looked for uncharacterized regulatory elements within the cis-
regulatory region of svb through DNA deletions. We found novel regulatory elements
that modulate svb expression both in larva and pupa.

In this thesis we have analyzed the transcriptional regulation of a gene
throughout the ontogeny of D. melanogaster. Our results shed light on how regulatory

information is encoded within genes that are deployed in multiple time-points of
development.
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Introduccion

Drosophila como modelo experimental

Drosophila melanogaster es conocida como la mosca de la fruta o del vinagre y es
uno de los animales mds estudiados de la naturaleza. Ha sido utilizada como modelo
experimental por mas de un siglo. Drosophila se hizo mundialmente famosa desde
principios de 1900, cuando el genetista Thomas H. Morgan aislé por primera vez una
mosca mutante de color de ojos blancos (white) y al analizar la segregacidon de este
caricter pudo confirmar la teoria cromosémica de la herencia (Benson 2001). Los
trabajos con Drosophila le valieron el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1933.
Desde ese entonces, la mosca Drosophila melanogaster ha sido utilizada por
innumerables genetistas, biélogos evolutivos y del desarrollo, generando una comunidad
de “drosophilistas” que es realmente dinamica. A lo largo de la historia, seis Premios
Nobel fueron otorgados a investigadores que utilizan Drosophila como modelo de
estudio. A continuacién se enumeran algunas cuestiones técnicas que resaltan el valor de
Drosophila como modelo experimental (modificado de Prokop s. f.):

1 Las moscas son faciles y econémicas de mantener. Con muy poco espacio e
infraestructura se puede mantener un gran numero de lineas distintas dentro de
un mismo laboratorio, permitiendo realizar experimentos a gran escala.

1 Presentan un tiempo generacional corto (aproximadamente 10 dias a 25°C). Por
lo tanto es posible llevar a cabo experimentos que requieran alcanzar muchas
generaciones.

1 El genoma de la mosca presenta una baja redundancia en comparacién con otros
modelos de organismos mamiferos. Se estima que solamente una o unas pocas
copias de genes codifican para un tipo de proteina. Esto es especialmente util
cuando se quiere investigar la funcién de genes a través de mutantes de pérdida
de funcién.

1 En Drosophila estd ampliamente desarrollada la posibilidad de hacer screenings
gendmicos no sesgados, tanto para identificar genes involucrados en algin
proceso bioldgico de interés como sus elementos regulatorios.

71 Alo largo de los afios de estudio en este modelo se acumulé una gran cantidad de
conocimiento y existe un enorme numero de recursos genéticos y datos, que bajo
un espiritu colaborativo presente en la comunidad, se encuentran libremente
disponibles y en constante actualizacion.



9 La manipulacién experimental y observaciéon utilizando diferentes técnicas de
microscopia de tultima generacion (en constante desarrollo) de células o tejidos

permiten el estudio del desarrollo de 6rganos en un organismo completo in vivo.

El ciclo de vida de Drosophila

El ciclo de vida de Drosophila consiste en un estadio embrionario, tres estadios
larvales, un estadio pupal y concluye en el adulto donde se reinicia el ciclo (Figura 1).
Drosophila pertenece al grupo de insectos holometdbolos, que experimentan una
metamorfosis completa en el estadio pupal. La fecundacién del huevo por los
espermatozoides aportados por el macho ocurre internamente en el ttero de la hembra.
La duracién de todos los estadios del ciclo de vida de Drosophila tiene una relacion
directa con la temperatura. El desarrollo embrionario de Drosophila dura
aproximadamente 22-24 horas a 25°C y el mismo se encuentra dividido en 17 estadios
(Campos-Ortega y Hartenstein, 1985).

El estadio larval cuenta con tres estadios separados por dos mudas de la cuticula.
Desde el embrién emerge la larva 1, que se alimenta del sustrato donde fue depositado el
huevo, crece de tamafio y en aproximadamente un dia (a 25°C) muda al segundo estadio
larval (larva 2). La larva 2 continta alimentandose y aumentando de tamafo hasta que
nuevamente se produce la muda para dar la larva 3 (Figura 1). En este ultimo estadio
larval, la larva continua alimentandose, se desplaza por el sustrato y cuando alcanza su
tamafio maximo abandona la comida trepando por el sustrato hasta alcanzar una zona
seca y limpia donde se adhiere firmemente y comienza a pupar. Algo destacado de todo
el estadio larval de Drosophila es que durante estas tres etapas la larva aumenta en el
orden de 200 veces su masa. Esto lo hace a través de un crecimiento celular y replicaciéon
del ADN pero sin mediar division celular (http://flymove.uni-muenster.de/). Es en este
proceso que se forman las células con cromosomas politénicos caracteristicas de algunos
tejidos de la larva de Drosophila.

La pupacidn, al igual que las sucesivas mudas de la larva, es un proceso finamente
regulado por la liberaciéon de la hormona esteroidea ecdisona (Thummel 1995). La
metamorfosis en Drosophila involucra un cambio dramatico de la organizacién corporal
larval. La apolisis ocurre cuando la epidermis de la larva se desprende de la cuticula y
esta ultima se convierte en el pupario sirviendo de envoltura para que ocurra la
metamorfosis a mosca adulta (imago) en su interior. Durante el proceso metamorfico la
mayoria de las estructuras de la larva son degradadas, con algunas pocas excepciones
como los tubulos de Malpighi (sistema excretor), el cuerpo graso, las génadas y el
sistema nervioso, aunque este ultimo sufre una considerable reorganizaciéon (Tissot y
Stocker 2000). Ademads de estos oOrganos, el cuerpo del adulto proviene de células
indiferenciadas originadas por invaginaciones del ectodermo del embrién: los discos
imaginales (el nombre proviene de “discos que van a formar el imago”) y los histoblastos
(Tyler 2000). Los discos imaginales son estructuras planas, compuestas por células
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epidérmicas que van a formar la epidermis y los apéndices del adulto: las alas, las patas,
los ojos, los genitales y las partes bucales. Los histoblastos se agrupan en grupos
pequenos de células en la larva (llamados “nidos”) y luego de la metamorfosis forman la
epidermis abdominal y algunos drganos internos del adulto (Tyler 2000). El estadio
pupal de Drosophila dura aproximadamente 100 horas a 25°C y a través de cambios
visibles durante la metamorfosis se pueden distinguir 15 estadios pupales distintos
(Bainbridge y Bownes 1981). El final del estadio pupal y comienzo de la vida adulta
ocurre cuando el adulto ya formado emerge o eclosiona del pupario por la parte anterior
denominada opérculo. En la naturaleza esto ocurre mayormente al amanecer, en donde
las hojas de los arboles que contienen las pupas todavia estan cubiertas con el rocio y de
esta manera las moscas pueden desplegar sus alas y endurecer su cuticula minimizando
el riesgo de desecacidn. Los adultos son sexualmente activos dentro de las primeras horas
de emerger y las hembras comienzan a depositar sus huevos a partir del segundo dia de
vida, en donde el ciclo comienza de nuevo (Tyler 2000).

female male

pupa §

1st instar larva

AN
)

¥ J‘
prepupa . &>
2nd instar larva

4

*ﬁﬂ_‘a_,\ S 7 SaRerety
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Figura 1. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.



La cuticula de Drosophila

La cuticula de los insectos es una matriz extracelular producida por las células
epidérmicas que tiene una funcién de proteccion y ademas puede servir en la
locomocidn y el cortejo (Moussian et al. 2006). Las repetidas mudas a lo largo del ciclo
de vida de los insectos se producen a través de la secrecién de una nueva cuticula; de esta
manera los individuos tienen la oportunidad de crecer y de cambiar su forma a lo largo
del desarrollo (Wolfgang etal. 1986). La cuticula consiste basicamente de tres capas
extracelulares. La capa mas externa es la cubierta o envelope, la cual es impermeable al
agua. La siguiente capa es rica en proteinas y se denomina epicuticula. La capa mds
interna esta compuesta por quitina y se llama procuticula. Esta ultima se mantiene en
contacto con la membrana apical de las células epidérmicas a través de una regiéon
denominada zona de anclaje (Locke 2001)

La cuticula del embrién de Drosophila se desarrolla en diferentes pasos hacia el
final de la embriogénesis (estadios 15 a 17) (Moussian etal. 2006). Las células
epidérmicas se diferencian formando un patrén preciso y estereotipado de células lisas
intercaladas por células que en su cara apical tienen extensiones no sensoriales (ricas en
actina) llamadas “tricomas” (Delon y Payre 2004). En la region dorsal de la larva de
primer estadio, la primera columna de células dentro de cada segmento forma tricomas
largos y pigmentados denominados primarios (1°). Las siguientes dos o tres columnas de
células se denominan secundarias (2°) y producen una cuticula lisa. Las sucesivas dos o
tres columnas de células se llaman terciarias y forman los tricomas 3°. Estos tricomas 3°
son mas gruesos y pigmentados que los 1°. Las contiguas siete u ocho columnas de
células se denominan cuaternarias y desarrollan los tricomas 4°, que son muy finos, mas
largos y menos pigmentados que los tricomas 3° (Figura 2A) (Hatini et al. 2000).

El patrén de tricomas en la region ventral es diferente. Dentro de cada segmento,
siete hileras de células producen una banda de tricomas robustos, con forma de ganchos,
mds largos y pigmentadas que los dorsales llamados “denticulos” (Figura 2A). La primera
hilera de células que presenta denticulos pertenece a la columna de células epidérmicas
mas posteriores del segmento, junto con las siguientes seis primeras anteriores
pertenecientes al segmento consecutivo (Delon et al. 2003; Delon y Payre 2004).

El patrén cuticular de tricomas es variable a lo largo del eje antero-posterior de la
larva, siendo que los segmentos toracicos presentan menos tricomas dorsales y
denticulos que los segmentos abdominales (Delon y Payre 2004) (Figura 2A). También
existe variacion dentro de cada banda de denticulos, dado que cada hilera de denticulos
tiene un tamafio, forma, nimero y orientacion de los mismos caracteristica (Dilks y
Dinardo 2010; Saavedra et al. 2014). Este estereotipado patrén cuticular de la larva 1 de
Drosophila ha sentado las bases para numerosos screenings que tuvieron como objetivo
identificar y conocer el patrén de expresiéon de genes involucrados en el desarrollo
embrionario. Por ejemplo, la estructura de la cuticula de la larva 1 ha sido utilizada para
el famoso screening de Heidelberg de 1979-1980 que realizaron Christiane Niisslein-
Volhard y Eric Wieschaus, buscando los genes responsables del establecimiento de la
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segmentacion antero-posterior del embrién de Drosophila (Nisslein-volhard vy
Wieschaus 1980; Wieschaus y Niisslein-Volhard 2016). Trabajo que posteriormente les
valio6 a los autores el Premio Nobel de Medicina de 1995.
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Figura 2. Los patrones cuticulares de las larvas de Drosophila melanogaster. (A)
Esquema de la larva de primer estadio donde se muestra el patron de tricomas dorso-
laterales y denticulos ventrales en los segmentos tordcicos y abdominales. El recuadro gris
detalla el patrén cuticular dentro del segmento abdominal A5 donde se sefialan en la
region dorsal los tricomas primarios (1°) en azul, células epidérmicas secundarias con
cuticula lisa (2°), los tricomas terciarios (3°) en verde y los cuaternarios (4°) en amarillo.
En la region ventral se marcan las bandas de denticulos en magenta. (B) Esquema de la
region anterior de la larva de tercer estadio donde se muestra el patron de espinulas
dorso-laterales y denticulos ventrales en los segmentos tordcicos y abdominales A1 y A2.
Modificado de Dambly-chaudi y Ghysen 1986.



Debido a que las células epidérmicas que secretan la cuticula larval no se dividen,
ni mueren y tampoco se trasladan durante las distintas mudas larvales, la organizacién
general de la cuticula se conserva en gran medida en los tres estadios larvales. Sin
embargo, el patrén de la cuticula de la larva 1 (producida por el embrion) sufre algunas
modificaciones en los estadios posteriores. Por ejemplo, algunas células epidérmicas que
forman los denticulos cambian de identidad luego de la muda de la larva 1, provocando
que se alteren tanto la posiciéon de las columnas de denticulos (Dilks y Dinardo 2010)
como la orientacién de los denticulos en cada segmento respecto de la larva 1 (Saavedra
2014). Por otro lado, también ocurren cambios en la region dorsal de la cuticula entre la
larva 1 y los siguientes estadios larvales. En la larva 2 y 3 los tricomas dorsales y laterales
son reemplazados por otras extensiones no sensoriales de la cuticula, mucho mas
robustas, cortas, no pigmentadas y con forma puntiaguda llamadas “espinulas” (Figura
2B). En los segmentos abdominales A1 a A7, las bandas de espinulas se superponen en el
borde anterior de cada segmento y son sucedidas posteriormente por regiones de
cuticula desnuda (Kuhn etal. 1992). Las espinulas se extienden lateralmente hasta
alcanzar las bandas de denticulos ventrales, formando en algunos segmentos un anillo
que rodea toda la circunferencia de la larva 3 (Dambly-chaudi y Ghysen 1986; Kuhn
et al. 1992) (Figura 2B).

Las distintas cuticulas de Drosophila en los diferentes estadios del desarrollo se
originan de maneras muy diferentes. La cuticula de la larva de primer estadio se forma a
partir de células epidérmicas post-mitdticas del embrion. Luego las cuticulas de la larva
de segundo y tercer estadio lo hacen a partir de células epiteliales poliploides de la larva.
Por tultimo, la cuticula del adulto se desarrolla a partir de las células imaginales en la
metamorfosis de la pupa. Esto genera que exista una gran variedad de tricomas (de
forma, tamafio y patrén) en los diferentes estadios y también dentro de un mismo
estadio (Figura 3). Por ejemplo, el adulto de Drosophila presenta la cuticula de las
distintas partes del cuerpo decorada casi en su totalidad por tricomas (Figura 3). Sin
embargo, los patrones de tricomas observados en el ala (Figura 3B-C), la pata (Figura
3D-E), y en distintas regiones de la cabeza (Figura 3F-H) son muy variables entre si.



Figura 3. Diversidad de tricomas en Drosophila. (A) Patron de denticulos ventrales en la
larva 1 (anterior para arriba). (B-C) Patrén de tricomas en el ala del adulto. (C) Se
diferencian los tricomas en el cuerpo del ala y las quetas sensoriales en el borde del ala.
(D-E) Patrén de tricomas en el fémur posterior de la pata 2 del adulto. (F-G-H) La
cabeza del adulto presenta una gran diversidad de tricomas. (F) Patron de tricomas de la
region entre los ojos de la cabeza del adulto. Se observa que estos tricomas presentan
forma de gancho con una base mds ancha. (H) Patron de tricomas en la region anterior-
ventral del ojo. Los tricomas en esta region son mds puntiagudos. Los recuadros blancos
en B, D y G indican las regiones aumentadas en los paneles E, F y H respectivamente.
Tomado de Arif et al. 2015.

Redes regulatorias de genes en la formacion de tricomas

El gen shavenbaby (svb) es un gen maestro que dirige el desarrollo de los tricomas
de la larva 1. Este gen codifica para un factor de transcripcién cuya expresion es
necesaria y suficiente para generar tricomas en la epidermis del embrién (Payre et al.
1999; Sucena y Stern 2000; Delon y Payre 2004). Svb es parte de una compleja red de
regulacion génica que controla la formacion de los tricomas en las distintas regiones de
la larva (Figura 4) (Arif etal. 2015). Dentro de esta red svb integra las sefales de
numerosas vias de sefalizacion (Wingless, EGF-R, Hedghog, Notch) y ejerce control
(directa o indirectamente) sobre una bateria de genes efectores con funciones de
remodelacién del citoesqueleto de actina, genes de la matriz extracelular y genes que
participan la formacién de la cuticula (Chanut-Delalande et al. 2006; Arif etal. 2015)
(Figura 3). Se argumenta que la topologia de esta red se pude asemejar a un reloj de
arena, con svb en la posicidon central controlando el flujo de informacién regulatorio
desde los niveles mas altos hacia los genes efectores (Stern y Frankel 2013) (Figura 3).

Otro aspecto a destacar de esta red de regulacion génica es que la activacion de svb
ocurre por vias distintas en la epidermis ventral respecto de la epidermis dorsal del
embrion. En la epidermis ventral svb es reprimido cuando la via de sefalizacion de
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Wingless (WG) se encuentra activa, mientras que la activacion de la via del receptor del
factor de crecimiento epidérmico de Drosophila (DER) promueva su activacion y
concomitantemente la formacion de denticulos (Payre et al. 1999; Delon y Payre 2004).
En cambio en la epidermis dorsal, la activacion de svb para formar los tricomas dorsales
1°y 3° es dependiente de un gradiente de los niveles de Hedgehog (HH), mientras que los
tricomas 4° son especificados por la actividad conjunta de WG y Lines (Hatini et al. 2000;

Delon y Payre 2004).
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Figura 4. Red de regulacion génica para la formacién de los tricomas en la larva 1 de
Drosophila. Tomado de Arif et al. 2015.



Por otro lado, la red de regulacion génica que interviene en la formacién de los
tricomas de la larva 2, larva 3 y del adulto se desconoce en la actualidad. Una posibilidad
es que dado el papel preponderante de svb en la formacidn de tricomas en el embridn,
este gen actue como un regulador general del desarrollo de los distintos tricomas del
adulto. Algunos antecedentes apoyan esta hipotesis, ya que por ejemplo se sabe que en
algunos pocos machos mutantes hipomorficos “escapers” de svb se observan zonas del
torax y del ala del adulto desprovistos de tricomas o con severas deformaciones (Delon
et al. 2003; Chanut-Delalande etal. 2014). Ademads, estos “escapers” de svb presentan
deformaciones en el desarrollo de la arista y de los omatidios de los ojos (Delon et al.
2003) y uniones incompletas en algunos segmentos de los tarsos de las patas (Pueyo y
Couso 2011). Por lo tanto, svb podria tener un rol importante en la formacién de los
diferentes tricomas del adulto y probablemente también participe en la morfogénesis de
las distintas proyecciones de las células epidérmicas de las distintas partes del
exoesqueleto del adulto.

Estructura del locus svb

El locus svb/ovo se localiza en el cromosoma X de Drosophila. Este locus genera
tres transcriptos: svb, ovoA y ovoB. Los transcriptos ovoA y ovoB se expresan
exclusivamente en la linea germinal y son requeridos para el correcto desarrollo de los
ovarios (Mével-Ninio etal. 1995; Delon etal. 2003). Estos dos genes presentan
promotores alternativos rio abajo del promotor de svb. Los tres transcriptos comparten
la mayor parte de sus secuencias codificante, correspondiente a los exones 2, 3 y 4
(Figura 5). De esta manera, la proteina SVB se diferencia de las generadas por ovoA y
ovoB por su extremo amino-terminal, codificado por el exdn 1, que es exclusivo de svb.
SVB es un factor de transcripcion de la familia de dedos de zinc y presenta diferentes
dominios funcionales en su estructura. En su extremo amino-terminal presenta un
dominio represor, otro dominio activador de la transcripcion y hacia el carboxilo-
terminal el dominio de unién al ADN (Kondo etal. 2010). Cuando se traduce SVB
funciona como represor transcripcional; convirtiéndose en un activador transcripcional
cuando se degrada su dominio represor. Este proceso de degradaciéon ocurre por la
accion del proteosoma, a través de la accion del gen polished rice (pri) (Zanet et al. 2015)
(Figura s5).
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Figura 5. Esquema del locus svb/ovo en el cromosoma X de Drosophila. Se muestran con
recuadros negros los exones de svb, con recuadros celestes los exones exclusivos de ovoA y
ovoB y con recuadros grises los enhancers transcripcionales de svb. Se esquematiza
también el ARNm primario de svb. Se indican las regiones de la proteina SVB
correspondientes a el dominio represor (rojo), el dominio activador (verde) y el dominio
de union al ADN (azul), junto con el sitio de clivaje (modificado de (Stern y Frankel

2013)).

La region regulatoria del gen shavenbaby

El gen shavenbaby se expresa en la epidermis del embrién tardio de Drosophila, en
las células que van a formar los tricomas de la larva 1. El mutante nulo de svb carece
completamente de tricomas dorsales y presenta una reduccidn casi total de los denticulos
en la larva 1 (Stern y Frankel 2013). Ademas, si se expresa ectopicamente svb en células
epidérmicas ventrales que dan cuticula lisa, estas pasan a forman denticulos (Delon et al.
2003). De estos datos se desprende que svb es necesario y suficiente para la formacion del
patrén de tricomas de la larva 1 de Drosophila.

La regulacion transcripcional de svb ha sido estudiada en el embridn. A través del
analisis de construcciones reporteras correspondientes a la regidn rio arriba del primer
exon de svb se caracterizaron un total de siete enhancer transcripcionales de svb: DGz,
DG3, Z, A, E3, E6 y 7H (McGregor et al. 2007; Frankel et al. 2010; Frankel et al. 2011;
Stern y Frankel 2013). Cada uno de estos enhancers presenta un patrén de actividad
distinto en la epidermis (Figura 6B); la suma de estas actividades genera el patrén de
expresion completo de svb (Figura 6A).
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Figura 6. La expresion de svb en el embrion es generada por la actividad de multiples
enhancers. (A) Patron de expresion de svb en la epidermis del embrion de Drosophila
melanogaster (estadio 14). (B) Esquema de la regién regulatoria de svb en el cromosoma
X. La flecha negra indica el primer exén de svb y los recuadros grises marcan los siete
enhancers embrionarios. Se delinearon las regiones correspondientes a los tricomas
dorsales primarios, terciarios y cuaternarios junto con los denticulos ventrales. Se coloreé
con gris las zonas donde cada enhancer genera expresion dentro de estos dominios.

El patrén cuticular de la larva 1 difiere entre especies del género Drosophila. En la
totalidad de las especies de Drosophila el patron de denticulos estd conservado, mientras
que los tricomas dorsales cuaternarios se han perdido en al menos cuatro eventos
independientes (Delon y Payre 2004). Uno de estos casos es el de Drosophila sechellia,
una especie que divergié hace ~3 millones de afios de D. melanogaster (Sucena y Stern
2000). La evolucion de la cuticula dorsal desnuda de la larva de D. sechellia fue causada
por la pérdida de funcion de cinco enhancers de svb en células dorsales cuaternarias
(McGregor et al. 2007; Frankel et al. 2011). Analizando en detalle la evolucién de uno de
estos cinco enhancers llamado E6 se establecio que la pérdida de actividad en D. sechellia
ocurrié por varios cambios puntuales en su secuencia. Estas sustituciones nucleotidicas
presentan un efecto individual pequefio, pero todas en conjunto inactivan la funcién
embrionaria del enhancer (Frankel et al. 2011).
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Los siete enhancers embrionarios de svb estan ubicados en una regién de 9o
kilobases rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de svb (Frankel et al. 2011). Los
enhancers ocupan una pequefia fracciéon dentro de esta extensa region (Figura 7). Al
analizar la conservacidon de secuencia en esta region se observa que los enhancers no se
diferencian del resto de las secuencias por un criterio de conservaciéon (Figura 7). Dado
que en toda la region regulatoria se observan picos de conservacidn, podrian existir mds
secuencias con funcién regulatoria, que no se conocen hasta el momento (Figura 7).
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Figura 7. Conservacién de la secuencia dentro de la region regulatoria de svb. Esquema
de un alineamiento multiple de secuencia de la region rio arriba de svb para 12 especies
de Drosophila. mel, D. melanogaster; sec, D. sechellia; sim, D. simulans; yak, D. yakuba;
ere, D. erecta; ana, D. ananassae; per, D. persimilis; pse, D. pseudoobscura; wil, D.
willistoni; moj, D. mojavensis; vir, D. virilis; gri, D. grimshawii. Los recuadros blancos
indican los enhancers y el tridngulo el primer exon de svb. Z678 y A8 son los enhancers
minimos de los enhancers Z y A respectivamente. El patron de conservacion de la
secuencia se muestra en lineas grises por arriba de los enhancers. La identidad de
secuencia fue calculada con una ventana de 100 pares de bases. Tomado de Stern y
Frankel 2013.

Elementos regulatorios de la transcripcion

Las células que componen los diferentes tejidos de los animales metazoos se
encuentran altamente especializadas, permitiendo llevar a cabo diversas funciones. Esta
diversidad morfoldgica y fisiologica es alcanzada a partir del mismo material genético
por medio de distintos programas de expresion génica (Bulger y Groudine 2011) La
activacion y represion de genes a través de una compleja red de regulacion
transcripcional es el mecanismo que permite la definicion de la identidad celular (Levine
et al. 2014). Ademas, la regulacion espaciotemporal de la expresion génica es clave para
el proceso de diferenciacion durante el desarrollo. Esta regulacion ocurre mediante
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elementos regulatorios llamados enhancers, silencers e insulators, que se encuentran
dispersos en las regiones no codificantes del genoma (Brown et al. 2010; Ali et al. 2016;
Zabidi y Stark 2016; Long et al. 2016) (Figura 8).

Los elementos regulatorios mas profundamente estudiados son los enhancers
transcripcionales. Los enhancers son secuencias cortas del ADN no codificante (<1
kilobase) que aumentan la transcripcién de un gen, independientemente de su distancia
y orientacién relativa con el promotor basal (Long etal. 2016). Estos elementos
regulatorios actian por medio de la unién de diferentes factores de transcripcion y
cofactores, que interaccionan con la ARN polimerasa II para promover la transcripcion
de un gen (Levine 2010; Rebeiz y Tsiantis 2017). Ademads, los enhancers pueden
funcionar a distancias variables del promotor al cual regulan, desde unas pocas bases
hasta millones de pares de bases de distancia (Lettice et al. 2002). El modo de accién a
distancia y orientaciéon independiente de un enhancer con su promotor se basa
principalmente en un modelo de acercamiento espacial, mediante un loop en el ADN
estabilizado por el complejo mediador y cohesina (Levine 2010; Long et al. 2016). En los
ultimos afos el estudio de las regiones regulatorias ha tomado mucha importancia en la
investigacion clinica, debido a que se reportaron numerosos caso de mutaciones en
humanos que producen una pérdida de funciéon en los enhancers y ocasionan
enfermedades graves (Kleinjan y Lettice 2008).

Los insulators son secuencias de ADN que median uniones entre dos sitios
usualmente alejados en el genoma, generando un loop de interaccion (las proteinas
CTCF y cohesina estan involucradas en este proceso). El loop generado por la unién de
dos insulators se denomina dominio topoldgico de asociaciéon (TAD), y si bien no se
conoce en profundidad su funcién, se ha observado que dentro del TAD se ven
favorecidas las interacciones entre enhancers y promotores, mientras que se inhiben las
interacciones de un promotor con enhancers que se encuentren por fuera del mismo
(Levine 2010; Ong y Corces 2011; Ali et al. 2016) (Figura 8).
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Figura 8. Elementos regulatorios de la transcripcién en metazoos. Una region regulatoria
se encuentra formado generalmente por un promotor minimo compuesto por el sitio de
inicio de la transcripcion (TSS) y la secuencia TATA. Multiples enhancers localizados a
distancias variables del promotor pueden regular la transcripcion. Ademds pueden existir
otros elementos regulatorios como silencers o insulators. En estos uiltimos se pueden unir
proteinas como CTCF y Cohesina generando un loop en el ADN el cudl delimita un
dominio topoldgico de asociacion (TAD). Modificado de Ong y Corces 2011.

Préximamente se cumplirdn cuatro décadas del descubrimiento de los enhancers.
El primer reporte sobre estos elementos regulatorios se realizé a través de una secuencia
del virus SV4o0, que potenciaba la transcripciéon de un gen heterélogo eucariota (I -
globina), independientemente de su orientacién y distancia con el promotor (Banerji
et al. 1981, para un racconto histérico del descubrimiento de los enhancers ver Schaffner
2015). Desde su descubrimiento los enhancers fueron estudiados por un método
denominado “enhancer bashing”, en el cual pequefias regiones del genoma, cercanas a un
gen de interés, son clonadas rio arriba de un promotor minimo para evaluar si
recapitulan el patrén de expresion de dicho gen in vivo (Levine 2010; Kvon 2015). Este
tipo de abordaje ha sido sumamente exitoso para la caracterizacién de numerosos
enhancers. Sin embargo, ocasionalmente los enhancers actuando aislados, fuera de su
contexto gendmico, pueden generar un patréon de expresion distinto al del gen nativo
(Kvon 2015). Se conoce que multiples enhancers actian en conjunto dentro de una
region regulatoria (Long 2016). Por ejemplo, en la regulacion transcripcional del gen de
segmentacién de Drosophila sloppy-paired se observé que dos elementos regulatorios
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integran correctamente la informacion regulatoria de los genes de la regla de los pares
cuando interactian entre si y no cuando funcionan cada uno por separado (Prazak et al.
2010; Hang et al. 2017). Por otro lado, se demostr6 que existen secuencias dentro de las
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