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INTRODUCCION

e =& —

A) CONTROL GENETICO DEL DESARROLLO.

En la mayor parte de los organismos pluricelulares, el
individuo adulto se origina a partir de una dUnica célula huevo.
Las sucesivas divisiones de esta célula dan lugar a una variedad
de células y tejidos que manifiestan muy diversos tipos de dife-

renciacién funcional y morfolégica.

Todo el sistema informacional que se conoce en los se-~
res vivos radica en la disposicién secuencial de los mononucleb-
tidos de los 4cidos nucleicos y por consiguiente toda la informa
cién liberada en los procesos de desarrollo tiene su origen en -

el DNA.

Las alteraciones hereditarias de este DNA, mutaciones,
afectan de una forma u otra los procesos de desarrollo. El anili
sis de este efecto ha sido el sistema clisico de estudio de la -

Genética del Desarrollo.

Las mutaciones pueden impedir el desarrollo o gran par
te de &1 (mutaciones letales), o bien las viables producen uno o
varios si{ndromes caracteristicos que definen fenotfpicamente 1la

mutacidén,
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El anflisis de las mutaciones letales en OrosdphilalHa-
dorn y Chen 1,952, Rizki 1,952, Oster 1.952, ver revisién en -
Whright 1.,970) ha permitido concluir que la dependencia del pro-
ducto del gen normal sucede en una etapa especifica que puede 1lo
calizarse en cualquiera de los . estadios de desarrollo,dependien-
do del gen mutado. En el mismo sentido apunta el anflisis de Su-
zuky y Duck (1.967), llevado a cabo con mutantes letales sensi=

bles a la temperatura.,

Este anflisis del efecto de la condicién mutante, per-
mite concluir que los productos génicos normales funcionan en mo

mentos especificos del desarrollo.

Adem8s de esta especificidad de estadio, muchos produc
tos génicos parecen ser requeridos espec{ficamente en determina~
dos 8rganos o tipos celulares. Asf, se conocen en Drosophila va- |
rios mutantes que afectan dnicamente la pigmentacién del ojo como

cinngber, brown, vermilion, etc., otros mutantes afectan al foto

tropismo o al ritmo circadiano (Kanopka y Benzer 1.971) o afec=-
tan estructuras espec{ficas de la cutfcula,como los mutantes de
la serie scute que impiden la formacién de quetas pero no afec-
tan a los tricomas, o miltiple wing hairs que afecta a los trico
mas pero no a las quetas (para descripcién de todos estos mutan-

tes ver Lindsley y Grell 1,968).

&én entre los mutantes letales, que en gene¥al nuestran

un sf{ndrome muy generalizado que afecta a varias estructuras, un
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anflisis cuidadoso (Hadorn 1.961),muestra.que en la mayor parte
de los casos se puede llegar a una anomalfa primaria especffica

de 8rgano y de la que derivan las restantes anomalfas,

Otros mutantes, por el contrario, deben su accién gene
ralizada a que afectan a procesas muy generales del metabolismo
celular, Asf, los mutantes bobbed de Drosophila producen un efec
to generalizado de retraso en el desarrollo, quetas finas, ojos
anormales, etc., y se ha demostrado (Ritossa y Spieglman 1.965) -
que representan una deficiencia parcial de DNA, lo que implica =
un bajo ritmo de sintesis de proteinas que afecta a todas las cé
lulas del organismo. En este grupo podrfan inclufrse aquellos mu
tantes que afectasen al ritmo de divisiln celular, a la sfntesis

de enzimas del metabolismo genepral, etc.

Estos resultados indican que al menos una fraccién de
los productos génicos que ejercen su fuﬁciSn durante el desarro-
1lo son especfficos de cada 8rgano y de cada tipo celular. Asf -
pués, existe especificidad de accifn génica a nivel de estadio -
de desarrollo y a nivel de cada sistema particular. Esto implica
que en cada sistema en desarrollo se utiliza una fraccién especi
fica de la informacién genética total y que esta informacién se
libera en diferentes etapas por medio de la activacidén génica en

diferentes momentos especificos.

Esta conclusibn est§ apoyada ademis por el anflisis mo
lecular de productos génicos a lo largo del desarrollo. Asf{, por

ejemplo, Denis 1.966 ha medido el porcentaje de genoma funcional -
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en el desarrollo de Xenopus laevis y ha encontrado que, como me-
dia, solamente el 10% del genoma esti siendo transcrito en RNA y
que cualitativamente son diferentes las clases de RNAs que van -~
apareciendo en diferentes estadios. A los mismos resultados llega
Whiteley et al. 1.966 en el erizo de mar, donde ademis se encuen
tran diferencias cualitativas entre loé RNAs de diferentes teji-
dos. A un nivel m4s especffico, Church y McCarthyl.967 encuentran
diferencias cualitativas en los RNAs presentes en diversos esta-

dios de desarrollo del hfgado del ratén.

Estos resultados indican que no solamente la funcién -
sino también la sfntesis de los productos génicos es especffica

de estadio y de cada sistema concreto.



B) MUTANTES MORFOGENETICOS.

Se conocen mutaciones cuyo efecto no pareée residir en
la sfntesis de productos necesarios para el metabolismo y funcién
celular, sino que interfieren con la organizacién y desarrollo de
los diversos grupos celulares. La denominacién de mutantes morfo
genéticos incluye a una variedad de mutaciones que muestran un -
modo de accidén muy diferente y cuya ¥nica caracterfstica en co-
min parece ser el alterar determinados procesos de desarrollo. =
Esta alteracién puede dar lugar a una serie de anomalfas que pug
den afectar a uno o.varios de los diversos patrones morfoldgicos

del individuo,

En Drosophila melanogaster son conocidos varios mutan-
tes de este tipo, cuyo modo de accidn ha sido revisado reciente-
mente (GarcfawBellido 1.972&).'Entre ellos,tenemos mutantes que
dan lugar a la supresidn de detcrminadas estructuras de forma es

pecffica. Asf; en mutantes como cut o Beadex faltan ciertas re-

giones del margen del ala o en Lobe o Kidney faltan determinados
grupos de facetas en el ojo. Dentro de este mismo grupo, los di
ferentes alcles de scute (Dubinin 1.929) y achaete eliminan de~-

terminadas y especificos grupos de quetas y la falta total de =

scute y achaete (Santamarfa, Morata y Garcfa-Bellido, en prepa-

racién) impiden la formacién de quetas.

Otro grupo de mutantes morfogenéticos da lugar a la =

adicidén de nuevas estructuras come Hairy wing o hairy, que produ
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cen la formacién de extraquetas en determinadas regiones de la -

cabeza, notum y ala.

El tercer grupo de mutantes producen alteraciones en =
1la organizacién del patrdén morfoldgico de algunos elementos, al-
terando la orientacién de los procesos cuéiculares como prickle.
inturned o frizzle o produciendo una desorganizacifén general en

algunos segmentos como dachs o comb_gap.

Un dltimo grupo incluye a los mutantes que producen -
una sustitucién entre elementos o regiones enteras del cuerpo. -
Forman parte de este grupo los mutantes llamados homeiéticos que
hacen aparecer en un segmento o subsegmento dado las estructuras
tfpicas de otro. Asf, Antennapedia da lugar a la aparicién de es
tructuras de pata en la antena, proboscipedia hace aparecer estric

turas de pata en la proboscis, Ophthalmoptera produce estructuras

de ala en el ojo, los mutantes de la serie bithorax producen di-
versas transformaciones entre las estructuras mesotorfcicas y me
tatorfcicas y engrailed transforma en anteriores las estructuras
posteriores de los segmentos toricicos, dorsales y ventrales -
(Garcia-Bellido y Santamarfa 1.,972). Para una descripcién mis de
tallada de todos estos mutantes ver Lindsley y Grell 1,968, E1 -
modo primario de accién de estos mutantes es desconocido, Se su-
pone (Lewis 1.904) que la funcién del producto normal de los ge=-
nes homeidticos consiste en reprimir en un segmento o subéegmen—
to dado determinados caminos de desarrollo, Asf, el producto né&

mal de Antennapedia impide que las estructuras presuntivas de an

tena se desarrcllen como las de pata o el producto normal de en-

<

grailed impide que la parte posterior de los segmentos toricicos
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se desarrolle como anterior, Es decir, estos genes controlan ca-
minos especfficos de desarrollo de los diversos segmentos del =
cuerpo en Drosophila. Puesto que estos mutantes no crean nada =
nuevo sino simplemente repiten otras estructuras ya presentes en
el organismo, es de suponer qué los procesos que conducen a la =
formacién de la estructura homeibtica son los mismos que actdan

en la formacidn de la estructura que repiten,

Como veremos a continuacién, en el proceso de desarro-
1llo de 1la eétructuras presuntivas (discos imaginales) de las di-
ferenciaciones cuticulares de cada segmento, se van establecien-
do una serie de estados de determinacién que condicionan la dife
renciacién prospectiva de'cada grupo celular y en su conjunto =
condicionan el desarrollo de cada disco imaginal. Algunos de es-
tos mutantes morfogenéticos parecen interferir con la_expresién
de alguno de estos estados de determinacibfn, como es el caso de

engrailed, bithorax, scute, etc. Uno de los objetivos del presen

te trabajo consiste en analizar la relacidn existente entre la -
presencia de los productos de algunos de estos genes y el estaw=
blecimiento de los sucesivos estados de determinacién que defi-

nen el desarrollo de los discos imaginales en Drosophila,



C) DETERMINACION CELULAR,

1) Concepto.

El término determinacién es puramente operacional, Se
usa generalmente para describir los procesos de programacidn
de una poblacién de células por un camino especffico de desa-
rrollo al escoger una entre las varias posibilidades para las
que el sistema es competente (Hadorn 1,965). La interpreta-
cién m4s comin es que la determinacidén actda restrictivamente,
presumiblemente activando o reprimiendo ciertas bacteriﬁs de
genes. No hay, sin embargo, evidencia experimental de lo que

en términos moleculares significa la determinacién.

Se supone que la adquisicién de un estado de determi-
nacién tiene lugar a través de un acto o momento de determi-
nacidn durante el cual en un grupo de células se establece de
forma irreversible un camino especffico de desarrollo. Sucesi
vos actos de determinacién darfan lugar a estados de determi-

nacién cada vez m&s restringidos.

Los discos imaginales de los Insectos muestran una cla
ra distincién entre estructuras determinadas y diferenciadas.
Se puede demostrar experimentalmente el estado de determina-

cibn aunque la diferenciacidn no sucede hasta la metamorfosis



y la expresién de este estado de determinacién puede retrasarse
indefinidamente mediante cultivo de discos o fragmentos de dis~
co, S6lamente cuando se exponen las células a la hormona ecdiso-
na, las células responden con la diferenciacién final de un inven
tario de estructuras cuticulares predecible cualitativa y cuanti

tativamente,

En algunos aspectos, el término determinacién es con-
ceptualmente similar al de "eﬁigenotipo", definido en base al man
tenimiento de las caracterf{sticas de diferenciacién que muestran
algunos tipos celulares de vertebrados después de cultivo "in vi
tro" (ver Cahn, 1.968 revisién). La difereﬁcia estriba en que, -
en este caso, lo que ménifiesta herencia celular son las caractg
r{sticas de diferenciacién, mientras que en el caso de las célu-
las imaginales de Drosophila, independientemente del particular
estado de determinacién que éstas posean, las caracterfsticas di
ferenciales solamente aparecen después de 1la metamorfosis induci

da por la ecdisona.

Varios criterios operacionales se han utilizado para de
finir el estado de determinacidn celular experimentalmente en Dro
sophila melanogaster: 1) Restriccién en la diferenciacién pros-
pectiva; un disco o fragmento se considera determinado si después
de aislado diferencia las estructuras que corresponden a sus po-
sibilidades prospectivas "in situ' o por el contrario, la extir-
pacidn de un disco ¢ ffagmento de disco resulta en la falta espg

cf{fica correspondiente, 2) Heremcia celular; capaciddd para re-



producif fielmente un estédo de determinacién durante muchas ge-
neraciones celulares. Puesto que 1lo que normalmente se cultiva -
es un disco o fragmento de disco, las conclusiones sobre determi
nacin estn limitadas al blastema en conjunto sin referencia a
cada una de las células, 3) Anilisis clonal; cuando un clon de =
células marcadas genéticamente-comprende varios tipos celulares,
se supone que las células antecesoras no estaban determinadas pa
ra ninguno de esos tipos celulares en el momento de la inicia-

cién del clon. Estos criterios han sido utilizados en los experi

mentos que se relatan a continuacién

2) Estado de determinacidn durante el desarrollo de los discos -

imaginales de Drosophila melanogaster,

En la exposicién que sigue, vamos a analizar dnicamen-
te los datos existentes en Drosophila melanogaster debido a que
es el material experimental utilizado en el presente trabajo y =

ademis del que se dispone =con gran diferencia~ mayor informacién.,

En los ginandromorfos producidbs por eliminacién de un
cromosoma X en la primera o una de las primeras divisiones del -
zigoto, se distinguen,mediante la utilizaci&n de mutantes marca-
dores apropiados, una parte macho (X0) y una parte hembra (XX) y
se ha demostrado (Sturtevant 1.929, Garcfa-Bellido y Merriam =
1.969, Ripoll 1.,972) qué la 1fnea de separacidén entre la zona ma

cho y hembra puede pasar entre cualquier par de estructuras cuti
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culares. Estos resultados indican que no existe una determinacién
en las primeras divisiones del zigoto antes de la formacién del

blastodermo,

Para analizar el estado de determinacién de las células
end blastodermo, Chan y Gehring(l.971) realizaron un experimento
en el cual disociaron células de la parte anterior y posterior -
del embrién en el estadio blastodérmico y las mezclaron separada
mente con células, marcadas genéticamente,provenientes de embrio-
nes enteros. Estudiaron por este sistema las propiedades de recgo
nocimiento especifibo y diferenciaciones prospectivas de las cé-
lulas de la parte anterior y posterior del blastodermo., Encuen-
tran que las células dé la parte anterior producen estructuras =
de cabeza y torax, formando mosaico con las estructuras de cabe-
za y tbrax provenientes del embrién entero. Las células de la -~
parte posterior, producen t6ra¥ y segmentos abdominales y forman
mosaicos con el térax y segmentos abdominales provenientes del -
embrién entero. Estos resultados indican que al menos una deter-
minacién general para las estructuras epidérmicas anteriores y =

posteriores, se establecen en el blastodermo,

El anflisis del mutante bicaudal (Bull 1,966) taﬁbién
sugierc una determinacién inicial para cabeza, torax y abdomen.
Las hembras homozigéticas bicaudal ponen un porcentaje de huevos
defectivos; que desarrollan unos embriones con abdémenes dispues

tos en imagen especular, faltando las estructuras de notum y ca-
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beza, e independientemente del genotipo paterno. Este efecto in-
dica la presencia de factores determinativos en el cit@gplasma ma

terno,

Los experimentos de fenocopias, sugieren una temprana
determinacién de los segmentos toricicos. Gloor'1l,947 encuentra
que con choques de eter se producen transformaciones de metatérax
en mesotérax, del mismo tipo de las que producen los mutantes de
la serie bithorax. La mayor frecuencia de fenocopias se da en-el
momento de la formacién del blastodermo, sugiriendo una determi-

nacibfn de los diferentes segmentos en este estadio.

Dentro del disco imaginal de ala, los datos de Ripoll:
1.972 sugieren que existe en el blastodermo un diferente linaje
celular para la parte anterior y posterior del disco, Mﬁs recien
temente (Garcfa-Bellido, Ripoll y Morata en prensa) sé~ha demos—~

trado la existencia de esta restriccién mediante an4lisis clonal,.

M&s tarde en el desarrollo del disco imaginal de zala,
sucesivas etapas de determinacién se han puesto de manifiesto mg
diante anflisis clonal., En las primeras divisiones del disco, se
determinan las células presuntivas de notum y de ala (Bryant =
1.970) y dentro del ala, las de la zona dorsal y ventral (Garcfa-
Bellido y Mecrriam 1,971a), de tal forma que en los clones induci
dos a estas edades no se diferencian sino estructuras de un tipo
u otro, pero no de ambos. Estadios de determinacidén mis especifi

cos, se descubren a medida que avanza el desarrollo del disco.
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Asi; a partir de 40 horas antes de la formacién del. pupario es-
tin ya determinadas las células que van a dar quetas y tricomas
(Garcfa-Bellido 1.971la) y esa determinacién es ya irreversible -
unas 24 horas antes de la formacién del pupario (Santamarfa, Mo-

rata y Garcfa-Bellido en preparacién).

El-estado 8¢ determinacién del disco imaginal de ala al -
final del desarrollo, ha sido analizado en expefimentos de implan
tacién de fragmentos de disco por Hadorn y Buck 1,962, Cada frag
mento del disco diferencia después de metamorfosis, regiones es-
pecfficas del ala, lo que permite la comstruccién de un mapa mor
fogenético de la localizacién de las diferentes regiones presun-

s

tivas de las estructuras imaginales.,

La capacidad de reconocimiento celular después de diso
ciacibén también se considera como una prueba experimental de la
determinacién celular. Nothiger 1,964 demostrd que las células de
los discos imaginales de ala y genital después de'disociacién y
reagregaci&n manifiestan diferentes afinidades, de forma que las
células de ala:. se segregan de las de disco’genitél formando es-
tructuras de ala y genitalia separadas, nunca en mosaico, Dife-
rentes fragmentos del disco de ala y pata también muestran reco-
nocimiento especf{fico (Garcfa-Bellido 1,966a). Asf, los diferen-
tes fraguentos distales y proximales, anteriores y posteriores -
del disco de ala manifiestan afinidades celulares especificas de

fragmento,
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Todos estos experimentos sugieren que al final del de-
sarrollo de los discos imaginales de Drosophila se ha alcanzado
un alto grado de determinacién y los experimentos de disociacién
indican que este estado de determinacifn esti presente en cada -

una de las células.

3) Estabilidad del estado de determinacién.

La estabilidad del estado de determinacién de las célu
las imaginales se puede probar experimentalmente en cultivo "in
vivo'. Los discos intactos crecen en cultivo hasta alcanzar el -
tamafio del disco maduro y paran entonces su crecimiento (Garcfa-
Bellido 1.965). Sin embargo, después de fragmentacién, hay rege-
neracién y este proceso puede continuar indefinidamente (Hadorn
1.963). En este sistema, Hadorn 1,966 ha demostrado que las célu
las imaginales pueden mantener su capacidad de diferenciacién -
después de varios éﬁos de cultivo. Las estructuras diferenciadas
después de pasar por metamorfosis son las tfpicas de las células
dcl disco imaginal del que provienen, indicando que existe una -
herencia celular de la determinacién. Asf, normalmente las célu-
las de disco de ala diferencian estructuras de ala, las células

del disco de pata diferencian estructuras de pata, etc,

Sin embargo, Hadorn 1,963, observé que a veces apare-
cfan después de cultive incsperados cambios en la diferenciacién

de algunos grupos celulares. Encontraba, por ejemplo, que célu-
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las provenientes del disco génital daban lugar no sélo a estruc-
turas de genitalia, sino que también aparecfan estructuras de an
tena y pata que en el desarrollo normal se difergncian a partir
de otros discos. El proceso se liamé transdeterminacién (Hadorn
1.965) sugiriendo un cambio de la determinacifn de algunas de =
las células del blastema. Las células transdeterminadas segufan
manteniendo su nuevo estado de determinacién y manifiestan las =
afinidades celulares tfpicas del fragmento transdeterminado (Gar

cfa-Bellido 1,966b),

El mecanismo que conduce a la transdeterminacién perma
nece inexplicado, aunque se sabe que las divisiones celulares pa
recen ser un prerequisito para la transdeterminacién. (Wilder-
muth 1.968), El anflisis clonal mediante mosaicos genéticos -
(Gehring 1.967) revela que la transdeterminacién no es un proce-
so clonal, sino que puede ocurrir en un grupo de células simult}

neamente,

4) Relacidén entre determinacién e informacién genética.

Una relacién clara entre determinacién e informacién -
genética no existe hasta el momento. Sin embargo, existen en Drg
sophila una serie de datos que indican que la expresidn de un eg
tado de determinacién esti condicionado por la presencia de pro-

ductos genéticos especificos.



En este contexto, son relevantes los mutantes homeid-
ticos, descritos previamente. La falta de los productos normales
de estos genes se révela ya en un cambio de las propiedades de -
las células del segmento afectado previamente a la diferenciacién
final. Asf, las células disociadas del disco imaginal de antena

en el mutante Antennapedia se segregan de células del disco de -

antena normal y se reunen y forman mosaico con las del disco de
pata normal, (Garcfa~-Bellido 1.968b). Lo mismo sucede en el caso
de engrailed (Garcfa-Bellido y Santamarfa 1.972) y con los mutan
tes de la serie bithorax (Garcfa~Bellido y Lewis en preparacién).
Por otro lado, el anflisis clonal del ala en el mutante engrailed
muestra que el compbrtamiento a lo largo del desarrollo del dis-
co mutante de las célu;as de la parte posterior, es similar al -
de las células de la parte anterior y diferente del comportamien
to de las de la parte porterior de un disco normal . Aparentemen
te, la falta del producto génico de engrailed da lugar a que las
células de la parte posterior ae los segmentos toricicos adquie-
ran las propiedades de las células de la parte anterior, proceso
que resulta en la diferenciacién final de estructuras tipicamen~

te anteriocres.,

La funcién del gen engrailed es requerida a lo largo -
de la mayor parte del desarrollo del disco, de tal forma que el
cambio mediante recombinacién mitética de la condicién normal a
la mutante da lugar en las células afectadas a la expresién del
fenotipo mutante independientemente del estadio de desarrollo en

que el cambioc genético se produce, excepto si esta misma sustitu



cibn se prodﬁce muy al final del desarrollo, en que el cambio ge
nético no resulta en cambio fenotfpico en las células. Esta falta
de respuesta de las células al cambio genético, a partir de un -
momento dado en el desarrollo, ha sido descrito recientemente en
Drosophila (Garcfa-Bellido y Merriam 1,971lc) y el fenémeno intro
ducido en la literatura con el nombre de fperdurabilidad” e indi
ca el momenio a partir del cual un producto génico no es necesa~

rio en el desarrollo.

Otros productos génicos  parecen ser también necesa-
rios para la adquisicién de otras propiedades celulares. As{ por

ejemplo, la falta de los productos génicos de scute y achaete im

pide totalmente la diferenciacién de las quetas sin afectar a la
viabilidad celular ni la formacién de tricomas (Santamarfa, Mora
ta y Garcfa-Bellido en preparacién). El hecho de que estos pro-

ductos génicos manifiesten también perdurabilidad indica que no

son los responsables de la diferenciacién de los productos estrugc
turales de las quetés, ya que dejan de ser requeridos varias di-
visiones celulares antes de que comience la diferenciacibn de eg
tas estructuras. Los productos génicos de scute y achaste son =
probablemente necesarios para los procesos que dan lugar a la dg
terminacidén a formar quetas por una fraccién de las céiulas del

disco,.

Asi pues, parece ser que varios productos génicos son
requeridos para la adquisiciin de los diferentes estados de de-

terminacién., La falta, debida a mutacidn, de cualquiera de estos
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productos, da lugar a la aparicién en las células de otras pro-
piedades, diferentes a las normales, que definen otro camino de

desarrollo y producen un diferente estado de determinacién.,
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D) PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL,

En la exposicién anterior, hemos visto gue hay una se~-
rie de mutantes en Drosophila melanogaster -imtantes homeidticos~
que interfieren con los procesos de determinacién celular, dando
lugar a la aparicién en las células de un segmento dado, de las
propiedades y caracter{sticas diferenciales tfpicas de otros seg
mentos, Entre ellos, los mutantes de la serie bithorax dan lugar
a una serie de transformaciones homeidticas entre los segmentos
mesotoricico, metatoricico y primero abdominal (ver descripcién
en Material y Métodos) y por consiguiente sus productos génicos
normales son necesarios para el normal desarrollo de cada uno -
de estos segmentos (Lewis 1.963, 1,964, 1.,967). Las caracteristi
cas morfolégicas y los parfmetros fundamentales del crecimiento
de los segmentos afectados se describen en el primer apartads. -

(Sececibn A).

Un aspecto del presente trabajo, es el anflisis del pa
pel del sistema bithorax en el control genético del desarrollo -~
de estos segmentos. El problema experimental que se plantea es,
per consiguiente, las caracteristicas funcionales de los genes -
que controlun cste desarrollo. En el segundo apartado (Seccidn ~
B), se analiza la funcién de los diversos genes de la serie bi-
thorax a través del comportamiento mutante de cada uno de ellos

y de las interacciones entre los diversos matantes,
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En el tercer apartado (Seccibén C), se ha analizado me-
diante anilisis clonal, el comportamiento de las células de los

" segmentos que presentan transformacién homeibtica en algunas com

3

binaciones mutantes como bx pbx/bx-Apbx- en la cual todas las =

células manifiestan la transformacibén homeiética (esto es, el -

genotipo bx3 pbx/bx__pbx presenta una expresividad total)o Cbx /4

que presenta una expresividad parcial, donde solamente una frac-
cidn de las células del segmento afectado manifiestan la trans-

formacién., El anflisis del comportamiento mutante permitiri con-
cluir sobre los mecanismos celulares que operan en la transforma

cién homeibtica.

En el cuarto apartado (Seccién D), se analiza, a nivel
celular, la relacién entre determinacién e informacién genética.
Hasta qué punto el mantenimiéento de un estado de determinacién -
dado esti condicionado por la presentia de determinados produc-
tos génicos en cada una de las células, Para ello, se han utili-
zado mutaciones del sistema bithorax que producen transformacio=-
nes homeibticas de forma recesiva, de manera que la combinacibn
heterozigética es normal. Sin embargo, mediante recombinacién mi
tética inducida por rayos X se pueden obtener clones (marcadcs -
genéticamente) homozigbticos para el mutante y analizar si el -
cambio en la informacibén genética resulta en un cambio en la de~
terminacién de la célula afectada. La recombinacién mitética se

puede inducir en todos los estadios de desarrollo,

Estos experimentos nos permitirfn analizar la respues-

ta de las células al cambio genético en diferentes momentos del

20



desarrollo (diferentes estados de determinacién); hasta qué pun-
to la constitucién genética de las células, previa al cambio gené
tico, condiciona el desarrollo de sus descendientes en las cua-

les esta constitucién genética ha sido cambiada y c¢bémo una célu-
la aislada es capaz de expresar su nueva constitucién genética -

en un sistema que manifiesta una informacién genética diferente.
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MATERIAL Y METODOS

1) Mutantes del sistema bithorax.

En el presente trabajo se han utilizado los siguien-

tes mutantes::

bx- (bithorax) 3-58,8 Homozigdtico viable, recesivo. Orxrigen

espontidneo. Es el alelo mids extremc conocido en el
locus bithorax. Transforma la parte anterior de las
estructuras metatoricicas en la parte anterior de .
las mesotoricicas, produciendo un segundo notum (to-
do el notum deriva de la parte anterior del discac)
en el metanotum y las estructuras anteriores del ala
en la parte anterior del halterio. Aparentemente
mutacidén puntual, sin aberracidn cromosbmica visible
en los cromosomas politénicos de las glandulas sali-

varese.

Cbx (Contrabithorax) 3-5848 Howozigdtico viable, dominante,

localizado a la derecha de bx. Originado por ravyos X.
Produce una transformacidn variable de mesotdrax en

metatorax. En los cesos de mejor expresidn desapa-
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recen las estructuras mesotoricicas que son susti-
tuidas por las metatoricicas, apareciendo moscas
con cuatro halterios en lugar de dos. Aparentemen-
te mutacidn puntual.

be1 (Ultrabithorax) 3-58,8 Homozigdtico letal, localizado a

la derecha de Cbx. Origen esponténeo.
En heterozigdticos muestran una leve transformacidn
del halterio en ala. Aparentemente mutacidn puntual.

x130

Ub (Ultrabithorax) * Homozigbtica letal. Originada por

rayos X.

130

Asociada a la In (3LR) Ubx = In (3LR); 74; 89 D-E

93 B; 96 A, con un punto de ruptura en la banda 89 D-E,
donde estid localizado el sistema bithorax. Fenctipo

del heterozigbtico idéntico al de belﬁt;

bxd (bithoraxoid) 3-58,8 localizado a la derecha de Ubx. Homo-
zigdtico viable, recesivo. Origen esponténeo.
Transforma el primer segmento abdominal en metanotum.
También la parte posteriér del halterio, parcialmente
transformado en parte posterior del ala. Aparentemen-

te wmutacibdn puntual.
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pbx (postbithorax) 3-58,8 localizado a la derecha de bxd.

Homozigbtico viable, recesivo. Originado por rayos X.
Transforma la parte posterior del halterio en la par-

te posterior del ala. Aparentemente mutacidn puntual.

R(pbx) (Regulador .de pbx) Originado por rayos X. Localizacidn

desconocida. Letal homozigdtico. Dominante de baja
penetrancia (4,4%). En los casos en gue se expresa,
presenta una transformacidén de la parte posterior

del halterio en la parte posterior del ala, idéntica
a pbx, ‘Aparentemente asociado a una inversidn én el

brazo derecho del tercer cromosoma.

2) Reordenamientos cromosdmicos.

pp(3) 1xat®% - Dp(3:3) 66€; 89 B5-6—89 E2-3. Obtenida por

recombinacién proximal en el III L de la @p(B)bxd}?o
originada por rayos X.

Duplicacidén de las bandas comprendidas entre la

89 B5-6 hasta la 89 E2-3. Lleva el alelo normal de

bx Ubx y Cbhx a la subdivisidn 66C, en el 3L. Viable

/

y fértil como duplicacidn.

En el presente trabajo, se han utilizado en experimentos de

recoizbinacidn mitdtica inducida en el IIX L.



T(1:3) 115 20F; 89 B10-Cl; 89E7-11. Originada por rayos X.

Esta translocacidn lleva el fragmento del III cro-
mosoma comprendido entre 89B10-Cl hasta 89E7-11 a

la heterocromatina del cromosoma X, por lo tanto,
proximal a 20F. Ha sido localizada por nosotros

en el cromosoma X a 10% de recombinacién mitdtica del
extremo izguierdo de la heterocromatina. El seg-
mento translocado lleva todos los genes conocidos

del sistema bithorax en forma no mutante. El segre-

gante +; Df115/+ es heterozigdtico deficiente para

todos los genes del sistema bithoraXx y es viabie
aunque estéril tanto en machos como en hembras. En
el presente trabajo se ha empleado como fuente de
deficiencias para los diversos genes de la serie.

Asi, el término bx3/ Df115 equivale a bx3/ Df (bx),

pbx/Df115 equivale a pbx/Df (pbx), etc.

También ha sido utilizada por nosotros para experi-
mentos de recombinacidn mitdtica en el primer cro-
mo soma .

En la nowmenclatura utilizada por nosotros, Dfl11l5 se
refiere al aneuploide del tercer cromosoma de la
translocacidn, y Dpll5 a la duplicacibn en el cromo-

scma X.
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Dp(1:3)sc34 = Dp(1:3) A 1-B, 61 A

Duplicacibén de la punta del cromosoma X, ahora li-
gada al brazo izguierdo del tercer cromosoma. Lle-
va duplicadog entre otros, los alelos normales de
Y ¥y ac.

Se ha utilizado en este trabajo como marcador celu-
lar en combinacidn con un mutante } en el primer
cromosoma. La recombinaciédn mitética en el IIXI L
dard lugar a células que pierdenl+ de la Dlzgsc‘]li

y serin ahora y.

3) Mutantes marcadores celulares.

Para los experimentos de recombinacidn somitica,
se han utilizado una serie de mutantes marcadores celulares,

cuyos parametros son ya conocidos (Garcia-Bellido 1972b).

y (yellow) 1-0,0 Produce un color amarillo de la cuticula
y las quetas. Se utiliza cowo marcador de quetas.

Foto 1 a.
N S ARG

f36a (forked) 1-56,7 Produce quetas retorcidas. Los tricomas

también se alteran siendo mids finos y de forma cur-

vada. Foto 1b.

ar s



mwh (multiple wing hairs) 3-0,0 Marcador de tricomas, produce

varios procesos por células en vez de uno solo.

Foto le.

Jv (javelin) 3-19,2 Marca solamente las quetas, que toman for-

ma de jabalina. Foto le.

Ki (Kinkqﬂ) 3-47,6 Marcador dominante que afecta solamente a
las quetas, que son mas cortas y de contorno irre-
gular. Foto 1ld. Al ser dominante, todas las qguetas
son de fenotipo Ki y se detectaridn aquellas céiulas

.+
que sean Ki .

Sb63 (Stuble) 3-58,2 Marcador dominante de quetas, que son

mucho mis cortas y redondas que lo normal. Foto 1f.
Como en el caso anterior, se¢ detectarén los clones

sbt en fondo Sb63, al ser dominante la mutacidn.

4) Estirpes genéticas utilizadas.

En los experimentos que se exponen en este trabajo
se han utilizado diversas estirpes genéticas, muchas de las
cuales han sido sintetizadas por el autor. En total, se han

utilizado 18 estirpes gue sc indican a continuacidn:
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4 1pbxa’® rea sba? bx3/TML

1) Df(l)sca; Dpsc
2) y; mwh jv red sbd? bx3/TMl
3) Dpll5; Dfll5 ell/TMl

4) y Dplls5; Df115 ell/TMl

5) Dpll5; Xi Df1l5 e l/TM1L

6) 14 100

y Dpl15; Dpsct? Dpbxd'®? red pr1i15 o'l/mM1

7)  Ubx*3%/TM1

8) yr3%, sba? bxd ell/mmi

9) y£3%, mwh jv Ubx® ell/mM1
10) y; mwh jv Ubx?t ell/TMl

11) sba? bx> pbx ell/TM1

12) Sb63/bel3°

13) mwh 5b°3/Ubx13°

14) bxd el

15) ru pbxv e ca/T(2;3) ap Xa
16) Cbx

17) mwh e

18)  £3%2, nwn sp®3/upx13°

5) Técnica de induccidén de recombinacibén mitdtica por Rayos X.

Stern (1936), fue el primero en demostrar que la re-

combinacidén mitdtica ocurre esponténeamente por intercambio de



cromiticas homblogas. La recombinacidén mitética puede incre-
mentarse mediante tratamientos experimentales como temperatura
(Stern y Rentschelen, 1936; Kaplan, 1953) y radiaciones ioni-~-

zantes (Patterson, 1929; Friessen, 1935; Garcia-Bellido, 1972b).

En nuestros experimentos, se han utilizado los Rayos
X como fuente de incremento de recombinacidn mitdtica a dosis

de 1.000 r.

En orden a reconocer los productos de la recombinacibn
mitbética, se han acoplado diversos mutantes marcadores celula-
res de los ya descritos, con los mutantes morfogenéticos, de
tal forma que se puedan reconocer los descendientes celulares
de la que verifica la recombinacidn al manifestar diferencia-

ciones cuticulares tipicas del mutante marcador.

Para el estudio de los mutantes morfogenéticos del
sistema bithorax, que es el objeto del presente trabajo, se han
realizado dos tipos de recombinacidn mitbtica: En un primer
tipo se acopla el mutante morfogené&tico con mutantes marcado-
res celulares en forma heterozigbtica y mediante rayos X se
inducen clones de células homozigbticas al mismo tiempo para el
mutante morfeogenético y para los marcadores celulares, de tal
forma qué las células que manifiesten el fenotipo del marcador,

seran ademids de genotipo mutante morfogenético. Este tipo de

recombinacidén se expone en la fig. la.
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Otro tipo de recombinacién utilizada, consiste en
inducir clones del mutante marcador en moscas homozigbticas pa-
ra el mutante morfogen&tico o bien en moscas normales, cuando
interesa estudiar el crecimiento de alguna estructura en parti-

cular. Este tipo de recombinacidn se expone en la fig. 1b.

Dada la variedad de formas de recombinacibén mitdtica
y marcadores celulares que se han utilizado en el presente tra-
bajo, los esquemas de recombinacidn somitica en forma simpli-

ficada, acompartian a cada uno de los experimentos realizados.

6) Irradiacidn.

Las irradiaciones han sido realizadas en un aparato
de rayos X Philips MG 151 Be, en condiciones de trabajo de
100 Kv. 15 mA, con filtro de 2 mm de aluminio a 20 cm de dis-
tancia del céitodo, y a dosisbde 300 r/m. Las irradiaciones
han sido, salvo cuando se indica otra cosa, de un total de

1.000 r.

A estas dosis, hay muy peoca o ninguna mortalidad
celular y se detectan muy pocas anowalias que, en general, afec-
tan la diferenciacidn de algunas quetas, produciendo fenocopias

de yellow, strow o Minute cuando la irradiacidn se verifica muy

tarde en el desarrclio del disco. En conjunto se puede afirmar
gue este bajo porcentaje de anomalias no interfiere en absoluto

con los resultados. o
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7) Tratamiento de las larvas a irradiar.

Las larvas a irradiar se separan del wmedio de cultivo
aitadiendo una solucidn de C1l Na al 10% en agua destilada, en la
cual las larvas flotan, separdndolas después de la solucibn
mediante un tamiz metdlico y disponiéndol;s a continuacibdn en
pequenas cajas de.pléstico transparente a los rayos X, donde

se verifica la irradiacibn.

La edad de las lérvas en el momento de la irradia-
cidn se ha calculado segin el tiempo gque necesitan para llegar
a la pupacidn. A &edida que pupan, se van separando en series
de 8 horas, dat&ndose la edad en horas transcurridas entre la
irradiacidén y la pupacidn. Esta es la razdn de que en muchas
de las gré&ficas de este trabajo la cdad se representa en nime-
ros negativos. En algunos eXperimentds, la edad de irradigcién
se ha calculado midiendo el tiempo transcurrido entre la puesta
y la irradiacidn. En todos los casos, los cultivos se mantie-

nen a temperaturas reguladas de 2SQ C.

8) Estudio de los adultos.

Para el estudio microcscbépico, los adultos emergidos

. . : . (J
se disecan bajo una lupa binocular en alcohol de 70 separando
las estructuras cuticulares pertinentes. " Para hacer desapare-

cer las partes blandas, se cuecen durante 10 minutos en KOH al
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10% y a 1002 C,lawandolas despues con agua destilada. Pos-
teriormente se disponen sobre un portaobjetos banado en
propanol para impedir que entre aire e inmediatamente des-
pués de eliminar el propanol se monta el cubreobjetos con

una gota de euparal =0 similar,

Para el estudio microscdpico, se han utilizado
microscopios NIKON Modelo L-Ke. Las fotografias se han
realizado con una miquina fotografica adaptable al micros-
copio, marca Nikon Microplex EFM. La pelicula utilizada

ha sido Plus-X Kodak.

9) Medio de¢ cultivo.

El medio de cultivo de Drosophila utilizado, es

un medio standard a base de harina de maiz (50 grs./litro),
levadura muerta (100 grs./litro), agar (11 grs./litro) y

azticar (75 grs./litro),disueltos en agua.

Para prevenir contaminaciones de hongos y leva-
duras, se afiade &cido propibnico al medio €n una propor-

cibén de 5 cc. por litro de medio de cultivo.
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RESULTADOS

A) LAS ESTRUCTURAS CUTICULARES DE DROSOPHILA.
1) Discos imaginales. Caracterizacibdn y origen.

El ciclo vital de Drosophila ﬁresenta tres fases se-
paradas y muy diferentes en su desarrollo. Una fase embrionaria,
una fase larvaria ( que comprende tres estadios) y una fase ima-
ginal. Estas dos ﬁl£imas fases se consideran como formas polimbr-
ficas mds que consecutivas de un proceso normal de desarrollo
(Wigglesworth, 1954). Esta interpretacibén estd apoyada por varios
hechos: a) los tejidos larvarios constan de c&lulas perfectamen-
te diferenciadas; b) las estructuras larvarias (con pocas excep-
ciones) no dan lugar a las imaginales, sino que é&stas aparecen
a partir de células no diferenciadas hasta la metamorfosis des-
pués de la histolisis de la mayor parte de los tejidos larvarios;
c) la extirpacibn de los 6rganos imaginales no producen ninguna
anomalia en el crecimiento y viabilidad larvarios (Zalokar, 1943);
d) se conocen mutantes que permiten una perfecta viabilidad larvari

y son letales en el estado imaginal (Shearn et al., 1971).
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Durante la fase larvaria, las cé&lulas presuntivas
de las estructuras imaginales. permanecen en un estado apa-
rentemente embrionario formando los discos imaginales, cuyas
células formarén,pasada la metamorfosis, todas las estructu-
ras cuticulares del adulto. Las células de los discos imagi-
nales derivan de una invaginacién del ectodermo embrionario.
La deteccidn por técnicas histolbgicas los hace visibles
al final del desarrollo embrionario o al principio del pri-

mer estadio larvario (Auerbach, 1936),

La . dinlniica de crecimiento de los discos durante
el desarrollo larQario es caracteristica de cada disco. El1
disco mesotorlcico dorsal (disco de ala) crece de forma ex-
ponencial durante todo el aesarrollq larvario (Garcia-Belli-
do, 1968; Bryant, 1970; Garcia-Bellido y Merriam, 1971 a).
Igual sucede con los mesotoricicos y metatoricicos ventra-
les (discos de pata, Bryant y Schneriderman, 1969). Sin em~
bargo, las células de los discos imaginales abdominales dor-
sales no crecen durante la fase larvaria y sblo lo hacen al

empezar la pupacibn (Garcia-Bellido y Merriam, 1971 b).

La metamorfosis comienza debido a estimulos hormo-

nales y las c&lulas de los discos se diferencian en las co-
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rrespondientes estructuras imaginales, estando el adulto for-

mado por la contribucibdn especifica en mosaico de cada disco.

2) Descripcibn y caracteristicas de las estructu-

L4 ' d - " .
ras cuticulares mesotoracicas Yy metatoracicas.

Vamos a referirnos a las estructuras diferenciadas
por el disco mesotorlcico dorsal, que diferencia el notum y
el ala y al disco metatoracico dorsal, que diferencia el me-
tanotum y el halterio, ya que es el andlisis de la informa-
cibn genética iiberada en estos discos el moitivo del presente

trabajo.

Las estructuras diferenciadas por el disco mesoto-
ricico dorsal, sc expresan esquemiticamente en la figura 2a.
El nlmero de elémentos de cada regidn se expresa en la mis-
ma figura. Observaciones histolbgicas (Dobzhansky, 1929.;
Waddington, 1940) han mostrado que tanto los tricomas como
las quetas son simples derivados celulares, de forma que ca-

da proceso cuticular equivale a una cé&lula.

La disposgicidn y el tipo de diferenciaciones mues-
tra diferencias entre regiones, asi, el notum presenta unas

100 guetas distribuidas por toda su superficie, mientras el

36



Fig. 2.- Numero de células en las diferentes regiones mesoto-
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ala sblo presenta quetas en el borde. Asimismo, los trico-
mas del notum estdn empaquetados mds densamente que los del

ala.

Las quetas constan de dos elementos, ambos simples
derivados celulares, tormbdgeno y tricbdgeno. Las quetas del
ala forman en la parte anterior una estructura llamada tri-
ple fila, formada por tres filas de quetas, dos de origeﬁ
dorsal y una de origen ventral. La forma y disposicidn de
las quetas en cada una de estas filas es tipica y permite
distinguirlas ain como elementos aislados. Las quetas de la
parte anterior-proximal del ala, llamada costa, son tambbifn
tipicas y distinguibles como elementos aislados. Se distin-
gue entre costa proximal, media y distal. Las quetas de la
zona proximal se distinguen de las de la media y distal por
la presencia de una bractea, derivado celular epidérmico si-
tuado en la base de las quetas. Las quetas de la parte pos-
terior del ala .. se distinguen por naé poseer tormdgeno, lo
que las hace claramente distinguibles de las de la parte an-

terior .

£l ntmero total de elementos cuticulares del meso-
tdérax dorsal equivale a unos 50.000 en total. El nimero de

células del disco maduro, obtenido en preparaciones micros-
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cbpicas de discos aislados y teflidos con orceina, da un va-
lor de unas 54.000 células (Garcia-Bellido y Merriam, 1971la),
indicande que todas las cé&lulas del disco dan lugar a elemen-

tos cuticulares.

Las estructuras metatorlcicas dorsales, metanotum
y halterio, muestran una disposicibn morf&iégica muy dife-
rente (figura 2b). Han sido cuidadosamente descritas y estu-
diadas por Loosli (1959). E1 metanotum estld desprovisto de
tricomas en su mayor parte, diferenciando sblo cuticula. EL

halterio muestra tres regiones claramente delimitadas; el

escabelum, el pedicelum y el capitelum.

Es caracteristico de todas estas estructuras, que
no diferencian quetas, salvo dos filas de quetas muy peque-
fias en nluiero dé seis a doce, una en la zona dorsal y otra
en la ventral del capitelum. Los tricomas del capitelum son
mAs pegueiios y estin mucho m&s empaquetados que los del ala,
y los del pedicelum y escableum lo estin alin mids que los del

capitelun,

El nlmero de elementos cuticulares de cada regidn
estd reprcsentado en la figura 2b. El nimero de elementos

del capitelum, pedicclum y escabelum es de unos 5.500. El1
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nlinero de células cuticulares del metanotum planteaba pro-
blemas debido a gque en la mayor parte no diferencia tricomas
sino sblo cuticula. Debido a é&sto, este nfimero se ha calcu-
lado comparando las frecuencias de recombinacibdn mitdtica

de esta zona con la encontrada en el escabelum, pedicelum y
capitelum. La frecuencia de recombinacibn del metanotum es
aproximadamente igual a la del pedicelum, lo que indica que
ambos deben tengr el mismo nhmero de c&lulas, esto es, unas
1.000. Asf, el nimero total de cé&lulas cuticulares metatori-

cias debe ser aproximadamente 6.500.

Preparaciones microcdpicas de células de discos me-
tator&cicos del final del tercer estadio larvario, arrojan
un total de 5.000 - 6.000 células, sugiriendo qué como en el
caso del disco mesotoricico, todas o la gran mayoria de las

células se diferencian en estructuras cuticulares.

3) Crecimiento de los discos imaginales mesotor&-
cico y metatoricico.

A) Crecimiento del disco mesotoricico dorsal.

La dinfmica de crecimiento de este disco ha sido

estudiada recientemente por varios auteres (Garcia-Bellido,
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1968; Bryant, 1970; Garcia-Bellido y Merriam, 197la) indu-
ciendo mediante rayos X clones marcados genéticamente con
los mutantes marcadores y, mwh, y _Jjv en todos los estadios
de desarrollo del disco. Las divisiones celulares comienzan
a mitad del primer periodo larvario y a partir de este mo-
mento el nﬁme;o de células crecé de forma exponencial a un
ritmo de divisidn de 8,5 horas por ciclo, hasta unas 18 ho-
ras después de la pupacidn en que se realizan las Gltimas di-
visiones. El1 tamano de los clones iniciados a diversas eda-
des resulta ser aproximadamente igual en todas las regiones
del mismo, indicando que el ritmo de diwvwisidén es el mismo
para todas las células, independientemente de la regibn don-
de == encuentren, E1 nmero de cé&lulas al comienzo del desa-
rrollo viene a ser unas 50 (Garcia-Bellido y Merriam, 1971la;
Ripoll, 1972) y el nlmero final de células es de 54.000, lo
gue indica que son el resultado de un total de 10 divisio-

log.54.000 - log.50

nes celulares (n2 de divisiones = 10,1)

log. 2

b) Crecimiento del disco metaprlcico dorsal.
1.- Dinémica de crecimiento.

El andlisis del crecimiento de este disco mediante

recowbinacibdn mitdtica no habla sido realizado hasta el mo-
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mento. Mediante diseccidn (Auerbach 1.936) se puede re-
conocer desde la segunda mitad del segundo periodo lar-
vario y va aumentando de tamaiio hasta llegar a la pupa-

cibn.

Debido a que las estructuras cuticulares meta-
tordcicas carecen en su mayor parte de quetas, solo se
puede llevar a cabo el anilisis clonal mediante recombi-
nacidén mitética utilizando mutantes marcadores de trico-
mas como mwh. Ademds, en algunas regiones como el meta-
notum gran parte de la cuticula no diferencia tricomaé y
en otras como el escabelum y pedicelum estin muy empaque-
tados y es difficil reconocer altn los marcadores de trico-
mas. FPor estas razones, solo se han utilizado los datos
obtenidos en el capitelum, suponiendo gue como en el caso
del disco mesotoricico, todas las regiones del metatoréa-

cico crecen con el mismo ritmo de divisidn celular.

Se irradiaron larvas de todas las edades de la
constitucibén genética mwh/+, separindolas por edades a me-
dida que llegaban a la pupacibdn. Una vez emergidos los
adultos, se montaron para su estudio microscbpico y se
analizé la frecuencia y tamaiio de los clones mwh encontra-

dos en el capitelum. El esquema de recombinacidn se expo-~



ne en la figura 3a. La frecuencia y el tamaifio de los
clones (medido en nfmero de células) encontrados en las
diferentes edades se exponen en la tabla 1 y en la figu-

ra lfo

. Si la sensibilidad celular es constante, la
frecuencia de clones serd proporcional al nlimero de cé-
lulas del disco en el momento de la irradiacidn y la cur-
va de frecuencias nos indica la forma de crecer del mis-
mo. Asimismo el tamano de los clones serd inversamente
proporcional al nfimero de cé&lulas presentes y la curva
de tamaiios serd reciproca a la de frecuencias. .La forma
de ambas curvas es muy similar a la descrita para el dis-~
co imaginal de ala por Garcia-Bellido y Merriam 1.971la,
indicando que lascé&lulasdel copitelum (y presumiblemente
todo el disco metatorféico) crecen de forma exponencial
durante todo el desarrollo larvario. Asimismo la pendien-
te de la curva de tamanos del capitelum es muy similar a
la encontrada por Garcia-Bellido y Merriam en el disco
mesotoxradcico, indicando que el ritmo de divisidn celular

es el mismo o muny parecido en ambos discos,.

2.~ Nlunero de células al principio y al final

del desarrollo del disco metatordcico.

El nlmero de células primitivas de los diversos
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T A B L A 1

Tamano y frecuencia de clones mwh iniciados a diferentes
momentos del desarrollo en el capitelum de moscasde consti-
tucibn genetica mwh e +,despues de irradiacibn. F.P. comien

zo de la pupacidn.

horas hasta

1a F.P. des ne Frecuuncia Tamaiio

giai?éirra: discos no clones/disco n?o de celulas/clon
0-8 52 0,62 2,5
8-16 46 : 0,36 4,5
16-32 64 0,21 10,8
32-40 48 . 0,22 13,0
40-48 60 0,13 ' 45,3
48-64 52 0,10 75,6
64-72 56 ' 0,11 122
72-96 54 0,075 250
96-120 120 0,025 700
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discos imaginales, ha sido calculado mediante la té&cnica
de ginandromorfos (Stern 1.940, Garcia-Bellido y Merriam
1.969, Ripoll 1.972) y también mediante el cldlculo del
tamaino de los clones inducidos en los primeros estadios
de desarrollo del disco (Bryant 1.970, Garcia-Bellido y

Merriam 1.971la).

En el caso del disco mesotorfcico, el nfumero
de céluias presuntivas del disco en el bastodermo (Ripoll
1.972) es igual al encontrado.por Garcia;Bellido y Merriam
en el primer estadio larvario, que es de 50 y sugiriendo
que las cé&lulas del disco imaginal mesotoricico no se di-
viden durante todo el perfiodo embrionario hasta entrado

el primnexr estadio.

En el caso del disco metatoricico, el anllisis
de ginandromorfos no se puede llevar a cabo debido a que
los marcadores conocidos en el cromosoma X no son detec-
tables en estas cestructuras. Debido a esto, su célculo
se ha realizado mediante el siguiente_método: Suponemos
gue la frecuencia de la recombiracidn mitdtica inducida
por rayos X es proporcional al nlmero de células en el

momento de la irradiacidén. Como el nlimero de cé&lulas al
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comienzo del desarrollo larvario del disco mesotorfcico
es conocido e igual a 50, la relacidn de frecuencia de
clones en ambos discos a esta edad, nos permitiri calcu-
lar el ntmero de células primitivas del disco metatorici-

CO.

Para ello se diseifid un experimento en el que se

irradiaron grupos de larvas del primer estadio larvario y

3

de constitucibdn genética mwh Sb63/bx pbx. En este expe-

rimento, (ver Qigura 3b) dos tipos de recombinacidn mi-
tbética son posibles: wuna recombinacibén en el brazo iz-
quierdo del cromosoma IIXI, lleva a la produccibn de clo-
nes mwh homozigbticos, detectables en todas las estructu-
ras mesotorlcicas y en parte de las metatorlcicas (capi-
telum). Por otro lado, una recombinacibn en el brazo de-
regho del cromosoma III, lleva a la aparicidén de clones
marcados con.éﬁi, detectables en parte de las estructuras
mesotoricicas (mesonotum) y que en principio no serian
detectables en el metatorax ya que §3: solamente marca lag
quetas. Sin embargo, en este experimento, la condicibn
§Ei va ligada a la homozigosis para los mutantes Eﬁi y
Pbx gque transforman la parte anterior y posterior del me-

tatorax en parte anterior y posterior de mesotorax respec-

tivamente. Como la manifestacibn de estos mutantes es
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dutdénoma celular (ver Seccidén D) y ademds estin localiza-
dos muy cerca de §2:, todos los clones §2: producirin es-
tructuras mesotoricicas en el metatorax gue serin gran-
des y perfectamente detectables. Como ademds la frecuen-
cia de recombinacidn mitdtica para mwh es la misma que
para §£: (Garcfa-Bellido 1.972b), la Telacidn de frecuen-
cias de mwh en el mesotorax y de §2: en el metatorax in-
dﬁcidas en el primer estadio larvario, nos permitiri cal-

cular el nimero de células metatorlcicas en este estadio.

Los resultados se exponen em la tabla 2. El1
total de clones mwh en el mesotorax resulta ser 45 y el
nimero de clones sbt en el metatorax es de 1l1l. La rela-

cidén de frecuencias 11/510 serd ijigual a la relacién
45/510 |

n2 de células del metatorax
n® de células del mesotorax

metatorax = 11 X 50 = 12,2, es decir el disco imaginal
5

, de donde n? de células del

metatoricico contiene aproximadamente 12 cé&lulas al co-

mienzo de su desarrollo. Ademas, la frecuencia de apa-

ricidn de clones en las diferentes estructuras metatori-

cicas seri proporcional al nimero de células presuntivas
, +

de cada regidn. De los 11 clones Sb_ encontrados en el

wetatorax, 3 (27.,3%) se encontraron en el metanotum,



- T - Sy c¢ oT 0TS YMia
IT 9 4 € 4 - - ot 0T6S. Las
P mnToaTpad = $098 t
Hﬁwov mnTa93tded wuneqesso mnijouelaw Tex03 eTe wWnjouosam SO0JSTIpP ucTo
: XVIOoILVJI AN XVd01L06S 3N °p U ap odyy

XeJxojos9m £ Xexojeiam [9 uad soproagede ymm £ 4§ seuoTd sp oxeuwmy

*orzeaxey oportxad gsurxd Tep ozusarIwod e (I QO0°T) UQIOBIpRIJT

op sgndsep xqd

€

Kﬂ\mmnm UMl e0T39U88 UQIONITISUOD 3P SBOISOoW 5P

50



2 (18,2%) en el escabelum y pedicelum y 6 (54,5%) en el
capitelum, lo cual indica que el metanotum tiene unas

3-4 células, el pedicelum y escabelum 2-3 y el capitelum
tiene 6 del total de 12 pregentes al comienzo del desarrollo

del»disco.

Como ya ha sido indicado, el ntmero de cé&lulas
del final del desarroilo ha sido medido contando el na-
mero de c&lulas del disco maduro, mediante preparaciones
obtenidas en aplastados de discos tefiidos con orfeina.

Se encontrd un total de 5.000-6.000 células.

Seghn lo anterior, el disco mefatorécico pasa
de tener 12 células en el primer estadio larvario a tener
5.000-6.000 al iniciarse la pupacibdn. Para ello son nece-
sarias (suponiendo que todas las cé&lulas se dividan al

mismo ritmo) 9 divisiones celulares (n2 de divisiones =

= Tos. 3 = 8,9) en todo el desarrollo lar-

vario que dura 96 horas a 252C. Como en la primera mitad
(12 horas) del primer estadio larvario no hay divisiones
celulares (Garcia-Bellido y Merriam 1.97la), el ritmo de
divisibén celular seria 84/8,9 = 9,4 horas por cada ciclo
de divisibn, valor similar al obtenido en el disco meso-~

torécico (8,5 horas).
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B) ANALISIS GENETICO DEL SISTEMA BITHORAX

1) Caracteristicas generales.

En Drosephila han sido descritos numerosos c¢jem-
plos de series pseudoalélicas. En principio se definen co-
mo pertenecientes a ﬁna serie pseudoal&lica-a mutantes que
afectan a un caricter determinado, que no complementan o
gue lo hacen incompletamente, pero que son separables por
recombinacidn meibdtica. Son clésicas las series white; don-
de se han identificado cinco loci (Lewis, 1952; Green, 1959,
1963), la serie lozenge (Oliver, 1940; Green y Greenm, 1949),
la serie Nocth (Welshon, 1958; Welshon y von Halle, 1962),

etc.

Desde el punto de vista funcional, la significa-
cidn de estas series pseudoalélicas no estéd totalmente cs-
clarecida, aungue es indudable que reunen genes gue funcio-
nan de una forma coordinada. Lewis (1967), sugiere que al-
gunas han podido originarse filogenéticamente a partir de
pequeilias duplicaciones en tandem del material genético, di-
ferencilndose por mutacidn posterior en grupos de genes es-

trechamente ligados, relaciowadoes funcionalmente, pero 1o

&t
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idénticos. Esta interpretacidn esti apoyada en el caso del
sistema bithorax por el hecho de que la localizacibn citoge-
nética del sistema es en el duplete formado por las bandas

89E 2-3, sugiriendo una duplicacidbn.

La serie pseu&oalélica bithorax ha sido estudiada desde el
punto de vista genético por Lewis (1663, 1964, 1967). Esté
localizada en el brazo derecho del tercer cromosoma de Dro-
sophila a 58,8 unidades‘de recombinacidn del extremo del
brazo izquierdo y su locacidn éitogenética es en el duple-
te formado porAla banda 89E 2-3 segin el mapa de Bridges

(1935).

Hasta el momento se conocen mutantes en 5 loci
de la serie. La disposicidn de los diferentes loci y la
distancia de reéombinacién entre ellos se expresa en la
figura 5, tomada de Lewis (1964). Las distancias de recom-~
binacidn meidtica son muy bajas, del orden de 0,005 a 0,01,

indicando una gran proximidad entre los diferentes genes.

Lewis (1964, 1967), revisando toda la informacidn
disponible del sistema bithorax, ha propuesto un esquena
de funcicnamiento hasado en el modelo de los operones bac-
terianos (Jacob y Monod, 196lak),Seghin el esquema de Lewis

habria tres genes estructurales que serian bithorex (bx),

V1
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bithoraxoid (bxd) y postbithorax (pbx). La funcibn de 2§+
y BEE# seria la de permitir el desarollo caracteristico
del segmento metatoricico en sus segmentos anterior y pos-
terior,.bloqueando el sistema génico de mesotdrax. Asi,
una mutacibén en Ezf o en|225+ lleva a la aparicibén en el
mesotbdrax de las estructuras mesotoricicas anteriores y
posteriores respectivamente (foto 2a, b, c). E1 gen bitho-
raxoid tendria una funcibdn similar impidiendo la transfor-

macidén del primer segmento abdominal en metatdrax.

las mutaciones del tipo Ubx son dominantes y pre-
sentan en heterozigosis una leve transformacidn del tipo
de bx y pbx (foto 2d); son letales homozigbticas y repre-
sentarian mutaciones tipo cero del operador (0°) impidien-
do o inhibiendo la transcripciénbde los genes estructura-

les en cis.

La Ginica mutacidn cénocida en.£25+, dominante,
de penetrancia total y expresividad variable (foto 2e) pro-
duce una transformacibn del mesotdrax anterior y posterior
en metatdérax. La interpretacidn de Lewis e¢s que representa
una mutacidén de tipo constitutivo del operador (0°) gue
derreprime a los estructurales en cis en el mesotbrax, don-
de su funcidn normalmente estaria blogueada. Esta derrepre-

sidén de leos estructurales en cis explica (como en el caso
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de los mutantes 0 del operon de la lactosa) el caracter
dominante de la mutacidn. Esta interpretacidén esti apoyawr
3

da ademids por el hecho de que mutaciones en cis de bx” con

Cbx y de bel con Cbx, esto es, bx3 Cbx/++ o Cbx bel/++

no preséntan fenotipo Cbx, indicando gue cuando los estruc~
turales en cis con Cbx no pueden funcionar'por ser mutan-
tes o por estar impedida su funcibn por otra mutacidn, 1la
mutacidén Cbx deja de tener efecto ya que no puede haber

sintesis constitutiva de producto$ normales.

Recientemente, Lewis (comunicacibén personal) ha
encontrado un mutante dominante de baja penetrancia llama-

do Regulador de pbx (R(pbx)) que no mapea junto a los mu-

tantes del sistema bithorax y que parece comportarse como

un regulador de.tipo positivo del gen postbithorax. Este

mutante ha sido estudiado en detalle por nosotros debido
al considerable interés tebrico que representaria la muta-

cidén de un gen regulador en un organismo eucarionte.

Asi pués, parece ser guc tenemos las formas alé-
licas de los genes que componen el esquema funcicnal del
operon, un posible regulador (R(pbx)), un operador consti-

tutivo (Cbx), un operador cero (Ubx) y varios estructura-



les (bx,bxd y pbx).

El sistema bithorax presentazademds la carac-
teristica de que determinados reordenamicntos cromosdmi-
cos con puntos de ruptura en el sistema o prdximos a &1,
alteran 'la expresibn de algunos mutantes de la serie, pro-
duciendo un fenotipo mids extremo. Este fenbmeno, que su-
giere la necesidad de un apareamiento normal de los cromo-
somas para la correcta expresibén génica ha sido llamado
por Lewis (1.955) "efecto trans'" y hasta el momento sola-

mente se ha descrito en el sistema bithorax.

Tomando como base los trabajos de Lewis 1.963,
1.964, 1.967 y su esquema funcional del sistema bithorax
nosotros hemos intentado definir como paso previo al es;
tudio de su comportamiento celular, las caracteristicas
de varias de las mutaciones de la serie y estudiar diver-

sas interacciones entre ellas.

2) Anilisis genético de algunos mutantes en

los loci bx, bxd y pbx.

Se conocen en la actualidad tres alelos en el

locus bx todos recesivos y viables en homozigosis. Mues-
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tran una transformacidn de la parte anterior de las es-
tructuras metatoricicas en la parte anterior de las es-
tructuras mesotoridcicas como ya ha sido descrito. En el
presente trabajo se ha estudiado el alelo 353 que es el

gue presenta una transformacidn mas completa.

Para la valoracibn de 1a:mutaci6n, se ha utili-
zado el sistema de Mdller (1.932) que consiste en compa-
rar el fenotipo del mutante homozigbdtico con el que pre-
sentan el mismo mutante enfrentado a la deficiencia del
gen. Este sistema permite clasificar los mutantes en
amoxfos, cuando producen el mismo fenotipo gque la deficien-
cia, lo cual indica que equivalen a la falta total de fun-

cibn del gen, hipomorfos cuando el fenotipo del homozigd-

tico mutante es del mismo tipo pero de menor expresidn
que el producido por la deficiencia, lo cual indica que el
mutante produce cicrta cantidad, no suficiente, de produc-

to normmal, antimorfos y necomorfos cuando el fenotipo mu-~

tante no responde a la falta sino que manifiesta cambios

cualitativos, diferentes del producto normal.

Como parémetros de la expresividad del mutante,
se ha escogido el nimero de guetas del mesonotum producto

de la transformacidn del metanotum y el nlmero de quetas

T
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de la trible fila media, producto de la transformacidn
del halterio anterior y se expresa en porcentaje del me-
sonotum y triple fila media del mesotorax. Del mismo
modo se ha valorado la expresividad de la combinacidbn
beZDfllS, siendo la Dfll5 la total deficiencia del sis-

tema bithorax. (ver Material y Mé&todos).

Los resultados se exponen en la tabla 3. Co-

mo se puede observar; la expresividad de bxj/bx3 Yy be/DfllS

es muy parecida, indicando un caricter casi totalmente amor-

fo del mutante. No obstante, la expresividad de bx3/bx3

es algo menor en el notum (73,2%) gque la de beZDflii
(84,5%) mientras que es idéntica en la triple fila media,
sugiriendo gue la expresividad muegtra difexéncias en

las distintas regiones del metatorax.

Las combinaciones de be en trans con los mu-
3

tantes pbx y bxd, esto es bx3 +/+ pbx y bx” +/+ bxd no

muestran fenotipo mutante dado el cardcter recesivo de

todas estas mutaciones. Sin embargo, la combinacidn

be/nyki muestra un leve fenotipce pbx, de expresividad
3

aproximazda del 10%, sugiriendo un efecto polar de bx” so-

+ . .
bre pbx . Para comprobar este efecto polar, se sinteti-

<
o)
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z6 la combinacibén Dpbxd DfllS/be en la cual se cubre

el fenotipo 353 con la presencia de un.gzi localizado en
la prxdloo, pero no su posible efecto polaf sobre EBE:
yYa gque la DbeleO no lleva el alelo normal de pbx. En
la foto 3 se muestra el fenotipo de estas moscas donde se

puede observar la transformacidn de la parte posterior

del halterio, demostrando el efecto polar de bx3 sobre

pbx_.

En el locus postbithorax solo ‘'se conoce una mu-

tacién,gﬁi’que transforma la parte posterior de las eétruc—
turas metatorédcicas en la parte posterior de las mesoto-
ricicas..La expresividad del homozigbtico gpx/gbx y de la
combinacidn pbx/Df11l5 se ha estudiado evaluando el nhme-
ro de quetas de la parte posterior del ala (doble fila) y
comparéndolas con el alula y la doble fila mesotoricica
normal (tabla 3). El andlisis de esta tabla muestra que
mientras pbx/pbx presenta una expreSividad en el alula
muy parecida a pbx/Df115 (84,0 y 90,2 respectivamente),
la expresividad es mucho menor (46,0 y 78,5) en la parte
posterior del ala indiceando gque la expresividad es varia-
ble dependiendo del genotipo y la regidn transformada.

En conjunto, la expresgividad de la combinacidn pbx/pbx es
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menor que la de pbx/Df115 lo cual indica que la mutacidn

pbx es hipomorfica.

La Gnica mutacidén conocida en el locus bxd
muestra una transformacidén del primer segmento abdominal
en metatorax con una expresividad del 100%, igual a la
de la combinacibn bxd/Df1l15 (tabla 3). Esta mutacidén pre-
senta ademas la caradteristica de manifestar efecto polap

sobre el gen inmediato a la derecha que es postbithorax,

de forma que las moscas de genotipo bxd pbx+/bxd pbx+ son

de fenotipo bxd y pbx. Este efecto polar se dcmuestra

ademids por el hecho de gue la combinacidén bxd pbx+[+_pbx

muestra fenotipo pbXx pero no bxd lo que indica que el
alelo normal be+ en cis con el mutante bxd esti inhibido

en su funcibn.

La valoracibdn cuantitativa del efecto polar de
bxd se expone en la tabla 3. La expresividad en el alula
de la inactivacidn polar de 2251 en las moscas bxd/bxd es
del 16% y del 13% en la doble fila, valores mi&s bajos que
los que se encuentran en la combinacién pbx/pbx (84,0 y
46,0 respectivamente) e indicando que este efecto polar
es mas hipombdrfico que el mutante pbx. Esto esté gpoyado

ademds por el hecho de que la expresividad de la transfor-
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macidn es mayor en la combinacibn bxd/be (35,1 en el
alula y 13,2 en la doble fila) y mayor alin en la combi-
nacién bxd/Df115 (56,1 en el alula y 15,2 en la doble

fila).

3) Andlisis genético de algunos mutantes en

el locus Ultrabithorax.

Se conocen hasta el momento 5 mutantes en este
locus. En hete;ozigosis manifiestan una transformacidn
muy leve de las estructuras metatoricicas en mesotorax.
Todos son homozigdticos letales. En el presente trabajo

se han utilizado los alelos bel y belBo.

La mutacidn bel'manifiesta fenotipo mutante

cuando se enfrenta con bx3, bxd o pbx indicando que esta’

impedida la normal funcidn de los alelos bx+, bxd+ y pbx+

. . . 1 .
situados en cis con la mutacibén Ubx~ . Es interesante ha-
+ . . . ,
cer notar gue bx estd localizado a la izquierda de Ubx

y bxd” y pbx+ a la derecha, indicando que la mutacidn bel

afecta a la funcidn de los genes colocados a ambos lados
de su posicibn, es decir, manifiesta efecto polar en dos

sentidos.

El anilisis cuantitativo de este efecto de bel
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3

sobre bx” bxd y pbx se expone en la tabla 4. La expresi-

vidad de la combinacidn bx3/bel es menor que la del ho-
mozigbdtico bebe3 en el notum, mientras es muy similar
en la triple fila (comparar con tabla 3) indicando de
nuevo que la expresividad distingue entre las diferentes
regiones. La combiracidn be/bel muestra una expresivi-
dad en el alula similar al homozigbtico pbx/pbx mientras
gque en la doble fila es mayor (comparar con tabla 3) ma-
nifestando en cgnjunto una mayor transformacibdn que
pbx/pbx, indicando que el efecto polar de 2251 sobre el

alelo be+ localizado a su derecha produce una inhibicidn

de este alelo mayor que la mutacibn pbx.

La combinacibn bxd/bel muestra una expresivi-
dad del 100% en el primer segmento abdominal y ademds una
trqnsformacién parcial del metatorax posterior em mesoto-
rax posterior es decir un fenotipo pbx. Este fenotipo es-
t&4 producido por la combinacibén de dos efectos polares,
la inhibicidn debida al efecto polar de bxd sobre £2§:

y a la debida al efecto polar de Eﬁii sobre EEE:- La ex-
presividad en el alula es del 56,5% y en la doble fila es
del 14,3% mayor que la que aparcce en el homoezigbtico

bxd/bxd y menor que el homozigbtico pbx/pbx.
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El otro alelo mutante del gen Ultrabithorax es-

tudiado por nosotros es be130

. Es también letal homozi-
gbtico y presenta en heterozigosis una transformacibn si-
milar a la de ngi. Tiene ademids las mismas caracteris-
ticas en cuanto a su efecto polar que ykzi con la dife-
rencia gue los fenotipoé de sus combinaciones con Eﬁi
pbx y bxd son mas extremos, produciendo los mismos valo-
res de expresividad que la Df115 (tabla 4, comparar con

130

tabla 3) lo cual indica que Ubx representa la falta de

funcidn total del sistema bithorax.

Este fenotipo mids extremo se puede interpretar
. 130 .

como debido a un mayor efecto polar de Ubx e Sin embar-
go, esta mutacidn va ligada a una serie de inversiones en
el tercer cromosoma, una de las cuales presenta un punto
de ruptura en la regibén 89E, precisamente donde estd loca-
lizado el sistema bithorax y sugiriendo que el fenotipo
mids extremo de las combinaciones que llevan el mutante

be;jo puede ser debido al fenbémeno de "efecto trans" des-

crito por Lewis (1.955).

4) AnAlisis genético del mutante Cbhx.

Solo se conoce en la actualidad una forma mutan-
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te en el locus Contrabithorax, es el mutante Cbx. Su

fenotipo, que manifiesta expresividad parcial, consiste
en una transformacidn de las estructuras mesotoricicas
(esto es, notum y ala) en las metatoricicas (metanotum y
halterio). La expresividad celular en este mutante se

discutird mis adelante (Seccidn C).

La interpretacidn, como ya se ha visto, es que
es una mutacidn constitutiva del operador de un sistema
similar al opergn bacteriano. Su condicidén de mutacidn
0° produce sintesis. constitutiva de productos norméles
de los genes estructurales, de tal forma que estos funcio-
nan en un sistema como el mesotoricico, donde normalmen-
te estln reprimidos, produciendo el fenotipo derivado de

su funcibn, esto es la supresidn del desarrollo tipico

de segmento mesotordcico y su transformacidn en metatorax.

Los experimentos realizados por nosotros en cuan-
to a andlisis genético del mutante han ido encaminados
a: 1) comprobar el caricter de 0%, y 2) analizar las
condiciones de funcidn de los genes estructurales en cis

con el mutante.

La condicidén dominante de un operador constitu-
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éivo (Jacob y Monod, 1.96lc)deriva del hecho de que la
condicidn mutante produce una funcibn, que en circuns-
tancias normales estid reprimida, ya que no es capaz de
reconocer al represor. Asi pues, el fenotipo del mutan-
te permaneceri invariado independientémente del nlimero de

.

dosis normales presentes. Para comprobar esto en el ca-

so de Cbx,se realizaron una serie de experimentos utili-
zando combinaciones genéticas con 1, 2 y 3 dosis de Cbx "’

y 1 dosis de Cbx y analizando el fenotipo de cada una de
ellas. Los resultados se exponén en la tabla 5. El1 fe-
notipo se valord segiin el porcentaje de células del dis-

co de ala que se diferenciancomo halterio y resulta ser

en todos los casos idéntico al del heterozigbtico 22542251,
excepto en el caso del homozigbtico Cbx/Cbx, que expresa
més fuertemente el caricter Cbx, como era de esperar, ya
gue en este caso la sintesis constitutiva afecta a los

dos cromosomas. El1 hecho de qgue las dosis extra debgﬁz+

no afecten al fenotipo, indica que &ste solamente se debe
a la actividad del cromosoma que llova la mutacidn. Este
resultado indica también que los alnlos normales de Contra-

e - 7 A AT e ot

bithorax no producen ninguna funciéu en el mesotdrax.
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TABLA 5

Expresividad de la transformacifn producida por Cbx en presencia
de diferentes dosis de Cbx'.

ﬁgiiﬁmn 4 Genotipo Expresividad de la
Cbx/Cbx* ' transformaocibn en §
2/0 Cbx/Cbx | 5644
1/1 Cbx/Cox™ 39,2
1/2 Dp1153Cbx/Chx’ 41,2
1/3 Dp1153Dpbxd 10 Cbx*/Cha 35,8
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Varias combinaciones genéticas se disefiaron para ana-
lizar el compértamiento de los genes estructurales en presencia
del mutante Cbx. Estos experimentos se basaron en la observa-
cibén de que a pesar de estar degeprimido el sistema en el meso-
torax debido a la mutacidén Cbx, el fenotipo muy raramente mues-
tra una expresividad total (ver Seccibén C), lo que hacia supo-
ner qﬁe a pesar de estar dereprimido en el mesotorax, pudiera
existir cierta hipofuncidén en los estructurales, relacionada

con Cbx,

Se sintetizaran las combinaciones génicas expuestas

en la tabla 6. Las combinaciones Cbx/bx3 y Chbx/pbx muestran

fenotipos Cbx y ningin otro tipo de transformacibn, indicando

que la sintesis de producto normal de bx+, bxdt y pbx+ en cis

con Chx es suficiente para mantener este fenotipo normal. Sin

130

embargo, las combinaciones Cbx/bel, Cbx/Ubx o Cbhx/Dfl15,

manifiestan ademds del fenotipo Cbx una transformacidn parcial
) . i . . . ..130

del mctatorax hacia el mesotorax siendo mas fuerte en Ubx

o Df115 que en Ubx; debido . a la fuerte inhibicidn gque produ-

. + + +
cen ambas mutaciones sobre bx , pbx y bxd .

Estos resultados imndican cierta hipofuncidén en el cro-
mosoma Chbx de los genes que controlan la diferenciacibén de la

. i : : + +
parte anterior y positerior del halterio, esto es de bx y pbx .
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TABLA 6

Transformaciones producidas en el mesotore.x.y metatorax de moscas

con diferentes combinaciones gen8ticas en trans con Cbx.

Genotipo Transformaciln Transformacibn

p Meso-» letatorax MNeta~= Mesotorax

Anterior Posterior
Cbx x3 + - -
Cbx/pbx + - -
Cb}:/U‘ox1 + + +
Chx /be1 3 + + +
Cox/DE115 + + +
' 100,

Cbx/Dpbxd’ D115  + - +
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E1l hecho de que esta inhibicidn sea a ambos lados de Cbx y
que ademiés solo se detecten con mutaciones Ubx, o bien en pre-
sencia de la deficiencia total (Dfllg), sugiere que esta inhi-

bicidén se debe mis probablemente a un efecto sobre el alelo

Ubx' en cis con Cbx que sobre bx’ o pbx+. " Esta interpretacibn

estd apoyada ademas por el hecho de que las moscas de genotipo

prxloo Df115/Cbx no muestran transformacién en la parte ante-

rior del halterio y si en la parte posterior. Como en este

+

caso, la DBbxleO lleva los alelos bx+, Cbhx vy Ubx® es claro

. + . . .
que la presencia de bx en la duplicacidn suprime la transfor-

. . o . + +
macidn anterior. Sin embargo, la presencia de Cbx y Ubx no

salva la transformacidn posterior, indicando que esta se debe
a un efecto polar sobre el alelo be+. Esto es, Cbx presenta
efecto polar en dos sentidos, del mismco tipo del que presentan

. +
las mutaciones en Ubx .

Asi, la expresividad parcial del fenotipo Chx parece
ser debida a una hipofuncidn del Ubx" en cis, que a su vez al-

tera la funcidn de bx’ y pbx+.

5) Caracteristicas y andlisis genético del mutante
R(pbx) .

‘El mutante R(pbx) es dominantie, letal homozigdtico,

12
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de penetrancia parcial y expresividad variable.

La mayor expresidén del genotipo produce un fenotipo
idéntico al del mutante pbx. La produccidén de este fenotipo
idéntico al.de Ppbx por una mutécién localizada en un locus di-
ferente, es dificil de explicar. Lewis (comunicacibén personal)
supone que puede representar un gen que regule la funcidn de
Bﬁiiv seria un gen regulador (1a notacidén del mutante R(pbx)
alude a esta posibilidad). Otra posibilidad seria simplemente
un efecto pleiotropico de R(be) sobre 235:,'En este caso es,
de todas formas, dificil de explicar la especificidad de éste

efecto.

Los experimentos que se¢ han disenado en el presente
trabajo han ido encaminados a 1) caracterizar el mutante y

2) analizar su relacidn con el sistema bithorax.

Al diniciar este trabajo, ya se sabia (Lewis comunica-
cibn personal) que el mutante estiilocalizado en el brazo dere-
cho del tercer cromosoma y aparentemente relacionado con una
inversidn en el mismo brazo. La presencis de esta inversidn ha
sido confirmada por mnosotros en experimentos en los que se ha
analizado el porcentaje de recowmbinacidn meiotica entre "Kinked"

(Ki, 47,6 localizado en el brazo derecho del tercer cromosota)

-3
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y "ebony" (e, 70,7 también en el brazo derecho del tercer cro-
mosoma). El porcentaje de recombinacidn de estos dos mutantes,
puestos en trans con R(be , resulta ser del 2,5%, cuando lo
esperado seria 70,7 -~ 47,6 = 23,1 %. Este resultado y el hecho
de que no aparezca ningin recombinante que lleve en cis R(be)
y € o Ki, indica la presencia de una inversidn en brazo derecho
del tercer cromosoma y ademds que R(pbx) estd posiblemente lo-
calizado en el segmento invertido. Por esta razdn no se puede

dar su localizacibn exacta.

En cuanto a la caracterizacidén fenotipica, muestra en
la linea balanceada en que se mantiene el mutante una frecuen-
cia de transformacibdn del 8,9 % por mosca. En el 90% de lcs
casos, la transformacién.ﬂbz solo afecta a uno de los dos hal-
terios, por lo cual la penetrancia por disco (frecuencia de ma-
nifestacién por disco) es 4,4%. Este valor no se altera a dife-
rentes temperaturas ni cambiando de medio genotipo (tabla 7),
sugiriendo gue depende exclusivamente de las caracteristicas

de la mutacibn.

En otra serie de experimentos, se estudiaren los va-
leres de penctrancia de R(Ebﬁl en diversas combinaciones gené-

ticas con mutantes del sistema bithorax. El1 objetivo primor-
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TABLA 17

Penetrancia de R(gbx) en diferentes condiciones ambientales y

genotfpicas.

Genotipo n® de discos Tempgratura eC ;eggzrgggiz en
R(pbx)/Xa 332 17 442
R(pbx)/Xa 986 25 494
R(pbx)/Fa 418 29 4,4
R{pbx) /1 270 25 4,8
R(pbx) /5p°3 212 25 4,7
R(pbx) /141 ? 322 25 4,6




dial era demostrar la relacidén del mutante R(pbx) con la serie
bithorax y en caso afirmativo, identificar gque locus era el

que funcionalmente estaba relacionado con él. En todos los
casos realizados, se recogieron en la Fl dos tipos de indivi-
duos, unos que llecaban R(pbx) con el mutante de la serie
bithoraX y otros que llevaban R(be) sobre el cromosoma normal.
La penetrancia de esta Ultima combinacidn se utilizd de con-

trol. Los resultados se exponen en la tabla 8.

En la primera parte de esta tabla, se expone la pene-
trancia de R(pbx) en combinaciones genéticas con 1, 2 y 3 do-
sis de BEE:' Mientras los resultados con 1 y 2 dosis son muy
parecidos, la penetrancia con 3 dosis es cero, indicando, que
la dosis extra de BEEi es capaz de salvar el fenotipo mutante.
Estos resultados indican que la funcidn ée R(pbx) estéd rela-

cionada con el sistema bithorax.

En la segunda parte de la tabla, se muestra la pene-
trancia de R(pbx) en combinaciones con varios mutantes del sis-
tema bithorax. La penetrancia en presencia de pbx no es sig-
nificativamente diferente de la del control, mientras gue es
cexro cn combinacidn con Cbx. Este resultado es interesante
desde gue hemos visto en el apartado anterior que Cbx muestra
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insuficiencia'en la funcidn de be+ y no habiendo por lo tanto
exceso de funcidn de be+ e indica que R(pbx) necesita la pre-
sencia del alelo normal de Chx para manifestarse, lo cual sugie-
re una relacidn entre ambos genes. La penetrancia en presencia

de bel o be130 es superior a la de los controles, aunque la

diferencia no es muy notoria. Si es,sin embargo,muy significa-
tiva la baja penetrancia de las moscas de constitucibn Dpll5/+;

R(pbx)/Df11l5, la finica diferencia es que en esta constitucidn

genttica, una de las dosis de be+ estd presente en el fragmen-
to traslocado (Dpll5) al primer cromosoma. Como ade&as)por el
anflisis de recombinacibn meiotica hemos visto que R(pbx) ésté
relacionado con una inversidn en el brazo derecho del tercer
cromosoma, es posible que el fenotipo de R(pbx) se deba a un
insuficiente apareamiento en la regidén del sistema bithorax.
Esta falta de apareamiento daria lugar a un fendmeno de "efec~
tos trans" del tipo descrito por Lewis 1.955+ En aquellas-com-
binaciones en-qgue halla una dosis de h&i que no esté involu-
crada en los reordenamientos debidos a la inversidn, como se-
ria el pequeiio fragmento translocado al primer cromosoma cn

las moscas Dpll5/+; R(pbx)/Df115, la funcibn normal de esta do-

sis de RBEi salvaria el fenotipo mutante de R(pbx).

6) La deficiencia del sistema bithorax.

En el presente trabajo, sc ha dispuesto de una trans~
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locacidén del tercer cromosoma al primero que lleva todos los
genes conocidos del sistema bithorax. Se la conoce como

T(1:3) 115. El1 hecho de que los alelos normales estén en el

primer cromosoma, permite la ventaja operacional de conseguir
una aneuploidia para el sistema bithorax por cualquier cruce

que se haga con la T(1:3) 115 via macho y cruzado por hembras

de cualquier tipo gue no llevan duplicaciocnes para el sistema
bithorax. Como translocacidn simple es letal probablemente
debido al punto de ruptura de la izquierda, ya gue la presencia
simulténea de la Dp bxdloo, que cubre el punto de ruptura de

la izquierda, salva la letalidad.

lla deficiencia para el segmento traslocado al primer
cromosoma es letal, asi como lo es también la deficiencia para
toda la parte distal de la deficiencia que no estid cubierta por
100 . . . T
la Dp bxd” "~. Asl pues, no sc¢ puede analizar el fenotipo de
individuos homozigdticos para la deficicncia de la serie bithorax.

Asimisgmo es letal sobre los mutantes letales homozigdticos del

2
sistema (bel y bel)o) y muestra fenotipo mutante con los via-

bles. Tanto la letalidad como el fenotipo mutante, se salva

ror la prescencia del fragmento traslocadoe al primer cromosoina.
¥ P

La T(1:3) 115 es una traslocacidn pequefia cuyo punto de ruptura

de la izquierda en el tercer cromosoma =std entre la banda 89B10
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y 1a'89C1l y el de la derecha se desconoce pero es proximal

a Microcephalus (situado en el intervalo 89E7-11).

El anldlisis de recombinacidn meiotica revela que el

fragmento traslocado al cromosoma X estld localizado en cual-

quier punto.de la heterocromatina, ya gue no recombina con mar-

vl
cadores colocados a la derecha del centromero como la Dpsc

36

+ . . ) .

(y') vy la distancia de recombinacibén con respecto de es la

misma que la de "bobbed", localizado en la heterocromatina. E1
andlisis de recombinacidn mitbdtica revela también que estéd lo-

calizado en la heterocromatina a un 10% del extremo izquierdo

de este y a 90% del centromero.

Comportamiento de la Df115 en células somAticas.-

Como hemos visto, el desarrollo de varios segmentos
de Drosophila melanogaster esti controlado por cl sistema
bithorax. Existe la posibilidad, ademas, que este control afec-
te a varios otros segmentos por medio de productos génicos co-

nocidos en iforma mutante.

Una forma de estudiar la funcidn de todo el sistema
bhithorax es estudiar su deficiencia y los tipos de estructuras
cuticularcs cuyo desarrollo, estd alterado en estas ccndicio-

nes. Como ya hemos visto la 1(1:3) 115 permitc obtener un prin-
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cipio individuos deficientes para el sistema bithorax, pero es-
tos individuos son letales. Sin embargo, la letalidad en indi-
viduos no presupone necesariamente létalidad celﬁlar (Demerec
1.936, Ripoll y Garcia-Bellido 1.973) y mediante los rayos X

se pueden inducir clones de células homozigbdticas para la Dfl15
en individuos viables heterozigbticos y estudiar la manifesta-
cidn de la deficiencia del sistema bithorax en células aisla-

das en el caso de que estas células sean viables.

Asi pues, se irradid 1la Fl del cruce 1 indicado en la
figura 6. El mutante marcador §E§3, dominante, se dispone en
trans con la Df115, de tal forma que los clones homozigbticos
para la Dfll5, 1lo serin para §E:, detectable en quetas. Como
control interno de la irradiacibdn, se estudid la frecuencia de

recombinacidén del brazo III izquierdo mediante el mutante mar-

cadoxr mwh.

Se analizaron los clones encontrados en lcos segmentos

torlcicos y abdominales de los machos de la Fl mwh Sb63/Dfll5

6 . i
y de las hembras hermanas Epll5/+; mwh Sh 3/Dfl]S. En el pri-
e . w63 .
mer casgo, una reccowmbinacion proximal a 5b_ 7, producira un clon

o . . : N "
de células Sb  que serdn homozigbticas para la Df1ll5. En las

hembras, el wismo tipo de recembinaciones producirdn un clon
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Sb* pero donde la Df115 estd cubierta por la Dpll5 translocada
al primer cromosoma y por lo tanto estas cé&lulas no serin defi-

cientes.

Ningln clon Sb+ fué encontrado en los machos mwh Sb63£

Df11l5 en ninguno de los segmentos toridcicos o abdominales mien-
tras que se encontrd la frecuencia normal de recombinacidn para
mwh, (indicando que se habia producido recombinacidn mitética).
Los resultados para los segmentos abdominales dorsales (tergui-
tos) se exponen en la tabla 9 donde ademids se muestra que en las

hembras Dpll5/+: mwh/Sb63/Dfll5 si se detectan clones Sb' con

una frecuencia de 0,23 para abdomen siendo la frecuencia de mwh
muy parecida para machos gue para hembras (0,39 en machos, 0,43
en hembras). Estos resultados indican que la Df115 es letal
celular, al menos en clones iniciados durante el desarrollo lar-

varioe.

Sin embargo, la Dfll5 comprende otros genes ademéds de
los del sistema bithorax, ya que suponiendo su punto de ruptu-
ra de la izquierda 89C1l, el sistema bithorax estd localizado cn
89E2 y entre ambos puntos quedan al menos 6 bandas y la falta de
alguno de los genes comprendidos en estas bandas podrian ser el

responsable de la letalidad celular.
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Para analizar experimentalmente esta posibilidad, se

realizd un experimento en el cual se irradiaron larvas de cons-

100 100

titucidn gen&tica Dpbxd Df115/mwh sp03 y Dpll5/+; Dpbxd

Df115/mwh Sb63 cruce 2, figura 6. En este experimento toda 1la

regidén de la Df1l1l5 comprendida entre 89C1l y el locus de Ubx "
estaria cubierta por la DEbXdloo y cubriria por lo tanto cual-

quier posible letal cclular en esta zona.

Asi, los clones §R: indicarin la presencia de células
deficientes para los genes distales a Ubx de la Df115. Cono
control de la irradiacidén, ee estudiaran los clones mwh qﬁe no
van asociados a la Dfll5. Los resultados para los segmentos
abdominales se exponen en la tabla 10. Ningin clonlghi se en-
contrd en ninguna de las estructuras cuticulares de los machos

00 63

prxdl Df115/mwh Sb -, indicando la presencia de un caracter

letal celular distal al locus Ubx. La frecuencia de recombina-
L . [ 4 . . .
cion mitotica es sin embargo normal para mwh en estos mismos

individuos (0;50 clones/abd). Por otro lado, las hembras hers

100

manas DpllS/+;Dﬁbxd Df115/mwh Sb63 muestran una frecuencia

de recombinacidén mitdtica para §R: normal (0,36 clones/abd),
indicando gque el factor letal estad cubierto por la Dpll5, aun-
gue no por la ggbxdloo. Asi pues, este factor letal celular

nos impide estudiar el comportamiento de la deficiencia del
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sistema bithorax.

Sin embargo, por lo que hemos visto, existe una muta-
cibn, belBo, que se comporta en todos los experimentos reali-
zados produciendo un fenotipo idéntico al de la deficiencia to-
tal del sistema (Df115). Toda vez gue aparentemente no hay
pérdida de material genético, esta mutacibén representa la de-
ficiencia funcional (no fisica como ene caso de la Df115) de
todos los genes conocidos del sistema bithorax y posiblemente
pueda actuar tambiéﬂ sobre todos o alguno de los no conocidos

en forma mutante.

Para analizar esta hipbtesis, se disend un experimen-

to en el cual se irradiaron larvas de todos los estadios de

constitucibn genética y Dpllj/f36; Df115/be130 (figura 7). En

estas larvas, una recombinacibén mitbtica en el cromosoma X
proximal a la Dpll5, dard lugar a dos tipos de cé&lulas cuyos
descendientes son identificables en la cuticula. Uno de ellos

36

serd de constitucidn genética £ DfllS/belBo marcada con el

6 . -
mutante f3 representa células genéticamente deficientes para
el sistema bithorax. La célula hermana seri de constitucibn

yDplls/y Dpll5;, DfllS/belBO, perfectamente euploide, llevando

dos desis normales del sistema kithorax y marcada con el mutan-

te y. Este segundo tipo de clones ha sido utilizado <como con-
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trol del comportamiento de los del primer tipo.

El comportamiento de los clones f36 en las estructu-

ras cuticulares meso, metatoracicas y abdominales revela que

130

las células de constitucibén genética Df115/Ubx (combinacidn

letal en individuos) son perfectamente viables de forma que el

tamaiio de los clones f36 es el mismo gue el tamaiio del clon

130

hermano de constitucibn genética y Dpll5 Df115/Ubx (viable

en individuos).

El comportamiento de las células,'sin embargo, revela
la deficiencia genétiq; del sistema bithorax. Asil, los clones
inducidos en el metatorax anterior se diferencian en mesotorax
posterior, los inducidos en el'metatorax posterior se diferen-
cian en mesotorax posterior, mientras que los inducidos en el
mesotorax se diferencian cowo clones mesotordcicos normales

(figura 7).

Estos resultades indican que la funcidn del sisfema
bithorax es necesaria para ¢l normal desarrollo del metatorax
mientras esta informacidn no es aparentemente necesaria en el
mesotorax. Este resultado era de esperar desde gque sabemos que

130

la constitucidn genética Df115/Ubx es mutante para el gen

bithorax (que controla el desarrollo del metatorax posterior) y
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para el gen postbithorax (que controla el desarrollo del me-

tatorax posterior).

Los resultados obtenidos en el abdomen muestran gue
la falta de funcidn del sistema no afecta .la diferenciacibn de
los clones inducidos en ningln segmento abdominal excepto el
primero. En este segmento se ha encontrado una frecuencia nor-

‘ 1
mal de clones y y ningin caso de clones f36; Df115/Ubx 30. Co-

mo veremos mas adelante (Seccibn D) este resultado muy posible-
mente indica una transformacidn de primer segmento abdominal

en mesotorax.

Tomados en conjunto, estos resultados indican que la

combinacidn DfllS/bel30 equivale a la falta de funcidn de los

genes bithorax, postbithorax y bithcocraxoid, sin que aparente-

mente se detecte la falta de ningln otro producto génico que
controle el desarrollo de otros segmentos cowmo aparece indicar

el descubrimiento de Lewis 1.968 del mutante Ultraabdominal

(que transforma el 20 segmento abdominal en 12). No se puede

desechar sin embargo la posibilidad de que el efecto polar de

be130 solamente afecte hasta el gen postbithorax.

w
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C) ANALISIS CELULAR DEL COMPORTAMIENTO MUTANTE

1) Crecimiento del disco de ala metatoricico en los mutan-

tes 253

Y pbx.

Como ya hemos-Visto, el disco metatoracico normal
tiene una deindmica de crecimiento muy parecida al disco me-
sotorécico. La diferencia principal estriba en que el ntmero
de células es menor, embezando en 12 células al comienzo del
desarrollo, para acabar en 5.600-6.000 al llegar la pupacidn.
El disco mesotoricico comienza el desarrollo con unas 50 cé-

lulas y posee 50.000 en la pupacidn.

3

En el caso de los mutantes bx” y pbx, la doble com-
binacidén mutante da lugar a la transformacibén del segmento
metatoricico en el mesotdrax, de tal forma gue estas moscas
poseen dos tbéraces y 4 alas y no poseen metanotum ni halterio.
Los tipos de diferenciaciones cuticulares y la morfologia que

presenta este segundo mesotdrax son idénticos a los del meso-

térax normal (foto 4).

Para analizar experimentalmente las propiedades de
las células de este disco mesotoricico producido en el meta-

3

* N . . ~ .
torax por los mutantes bx” y pbx, se disend un experimento
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en el cual se estudid mediante anllisis clonal el crecimien-
to del disco y el comportamiento de los clones inducidos a
diferentes edades. Con objeto de obtener la maxima expresi-
vidad de la transformaci6n,'se utilizbd la combinacibdn genétic

bx3 pbx/be130 (ver Seccidén B). Como mutantes marcadores se

han utilizado y y f36, detectables en quetas y tricomas. E1

esquema de recombinacidn mitdtica se expone en la figura Sa.

Como control del comportamiento de los clones en el
mesotdrax transformado, se han estudiado también los induci-
dos en el mesotérgi normal. Debido a que la detectabilidad
del mutante £EE es baja en los tricomas del ala, la frecuen-
cia se ha calculado a partir del nGmero de clones que afectan
a las quetas del notum. E1 tamano de los clones sge ha medidov
en el ala de ambos segmentos. Los resultados se exponen en

la tabla 11.

El tamaiio de los clones en los diversos momentos
del desarrollo es muy similar para ambos segmentos y lo mis-
mo sucede al comparar los valores de frecuencia. Estos re-
sultados indican que la dindmica de crecimiento de ambos seg-
mentos (mesotdrax normal y metatdrax transformado) es la mis-
ma y puesto que las frecuencias de recombinacidn mitdtica

son iguales, indican que el n(mero de «cé&lulas de ambos dis-

g2
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cos es el mismo en todos los estadios de desarrollo. Se ha
prestado una atencidn especial a la frecuencia de recombina-
cidn mitdtica al comienzo del desarrollo larvario (96-120
horas antes de la formaciéﬁ del pupario) realizindose va-
rios experimentos adicionales con objeto de calcular esta

frecuencia con la mayor precisidn.

Este cadlculo es importante porque sabemos que el
disco metatoricico tiene al comienzo de su desarrollo apro-
ximadamente 12 células (ver Seccidén A), mientras el mesoto-

racico tiene aproximadamente 50, y el hecho de que el disco

metatoricico de bx3

mv——————

Y pbx tenga al comienzo del desarrollo

el mismo nGmero de células que el mesotoracico normal indi-
ca que la constitucidn genética mutante ha ejercido su fun-
cidn antes del comienzo del desafrollo del disco. Como aparen-
temente en el mesotdrax no se da ninguna divisibdn en las cé-
lulas presuntivas del disco entre el blastodermo y el comien-
zo del desarrollo del propio disco (Bryant, 1970; Garcia-Be-
llido y Merriam, 197la; Nothiger, 1972 revisibn), estos rec-
sultados indicarian que la constitucibn genética mutante e-
jerce su efecto ya cn el blastodermo, o, lo gque es lo mismo,
que los alelos normales de sz y pbx comienzan su funcidn

en el blastodermo o antes. De todas formas, queda la posi-
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bilidad de que a diferencia del disco mesotoricico, en el
metatoricico puedan darse varias divisiones celulares entre
el blastodermo y el primer estadio larvario, esto es, comiens

za el desarrollo antes.

Los clones aparecidos en los dos segmentos reve-
lan un idéntico comportamiento, manifestando una serie de ca-
racterigticas tipicas del disco mesotoricico (Bryant, 1970;
Garcia-Bellido y Merriam, 1971a). Asi por ejemplo, la forma
de los clones en la superficié del ala giende a ser alargada
en el eje prbdximo-distal, mientras que en el notum los clo-
nes son mds o menos isodiamétricos. En la superficie del ala,
los clones nunca cruzan la linea de separacidn dorsal-ventral
etc. Como presumiblemente, estas propiedades de las células
mesotoricicas se deben a una informacidn genética especifi-
ca, estos resultados indican que la falta de funcidn de los

genes bithorax y postbithorax da lugar a la funcidn en el met-

tdrax del cquipo génico especifico que funciona en el mesotd-
rax.
2) Andlisis celular del mutante Cbx.

a) Expresividad celular del genotipo Chx.

Lo . +
Como ya hemos indicado, la mutacidn en Cbx produ-
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ce probablemente una derrepresidn de la funcibn de los ge-

+ + . .
nes bx y pbx en el segmento mesotorfcico, produciendo una
transformacidn de este segmento en metatdrax gue muestra ex-

presividad parcial.

En los casos de mayor expresividad,las moscas ho-
mozigbticas Cbx/Cbx poseen dos segmentos metatorécicos y nin-
guno mesotoricico (foto 2e), sin embargo en la mayoria de
los casos esta transformacidn no es total y se encuentran
en el mesotbdrax células que diferenciaﬁ estructuras metato-

racicas (foto 5).

" Asi pues, en el disco mesotorfcico Cbx, las célu-
las producen durante la metamorfosis dos tipos de diferen-
ciaciones cuticulares distintas a pésar de ser genéticamen-
te idé&nticas y coexistir en el mismo sgistema de desarrollo.
Los mutantes de expresividad variable plantean el problema
de qué tipo de mecanismo llevan a las células por una cons-
titucidn genética finica a manifestar unas veces el fenotipo
mutante y otras veces el fenotipo normal. En el caso de Cbx
el problema es alin mds interesante dado que el fenotipo mu-
tante lleva asociada una transformacidn morfogenética de me-~

sotdérax en metatdrax y en la morfogénesis de cada una de es-
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tas estfuéturas presumiblemente actian gran cantidad de
diferentes genes, asi, en este caso, el desarrollo en uno
u otro sentido implica la induccibdn o inhibicidn de un
grupo de genes simultineamente. En la figura 9 se expone
la expresividad que muestran las diferentes regiones del
mesotorax en moscas homozigbticas Chx/Cbx. Los resulta-
dos se han obtenido a partir de una muestra de 100 discos.
Cbmo se ve, la expresividad es variable dependiendo de la
regidn considerada. Muestra un 100% en toda la parte pos-
terior del ala que engloba las regiones E, E°, D y B°] En
la parte anterior del ala, muestra una expresividad menor
que varia desde el 92% en la zona C al 11% en la placa hu-
meral, dando una media de 58,3% en todas las estructuras
de la parte anterior. En la regibn toracica, el escute-

lum manifiesta una expresividad del 69% y el notum del 29%.

La delimitacidn de las zonas diferenciadas en
halterio y ala muestra en general una clara distincidn
apareciendo c&lulas diferenciadas en halterio o en ala sin
que existan soluciones intermedias y en la mayoria de los
casos afecta de la mismma forma a la zona dorsal y ventral

del ala.

Las células diferenciadas como halterio pueden
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aparecer en un solo grupo o bien en diferentes grupos
dispersos; que pueden ser muy pequeiios de un tamatio de
10-20 células. En los casos en que el territorio de hal-
terio es grande, se forman todas las estructuras tipicas
de este como ejemplo las filas de microquetas que apare-

cen en la parte dorsal y ventral.

Es interesante sefialar que en muchos casos se
detectan cé&lulas diferenciadas en estructuras tipicas de
ala como son las quetas, completamente rodeadas por tri-
comas de halterio y en algunos casos las finicas estructu-
ras de alas que aparecen son las quetas estando el resto
transformado en halterio, sugiriendo que.los procesos que
dan lugar a la determinacidn de las quetas son de alguna
forma diferentes a los que dan lugar a la determinacidn de

los tricomas. Sobre este punto se insistird:ren la Seccidu

En las regiones del mesotorax gue no muestran
una expresividad total, como la parte anterior del ala y
el notum, se puede establecer una correspondencia, entre
los tipos de estructuras metatorficicas y la:regibn del
mesotorax donde estas se lcocalizan. Los resultados, se
exponcn en la figura 10._ Asi, las estructuras del meta-

torax proximal (metanotum) aparecen en el notum y escute-
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ig.10,- Relaciones de homologia entre las regiones mesotoricicas y
metatoradcicas segin las transformaciones producidas por el
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lum, el escabelum y pedicelum en la costa proximal y me-
dia y el capitelum en la costa distaliy triple fila, de
forma que aparece una homologia entre el tipo de trans-
formacidn y su localizacidn en la cutficula segln un eje
proximo-distal. De esta férma, las zonas mads proximales
del mesotorax se transforman en las mlds proximales del
metatorax, las regiones medias mesotoricicas se transfor-
man en las regiones ﬁedias metatorlcicas y las proximales
mesotoricicas en las proximales metatorfcicas. Esta co-
rrespondencia proximo-distal ha sido observada también
en el caso de otros mutantes homeioticos de Drosophilé

como Nasobemia (Gehring 1.966b) y Antennapedia (Gloor y

Kobel 1.966). Es interesante hacer notar que esta corres-
pondencia cntre mesotorax y metatorax es la misma que se
obtiene en los mutantes recesivos de la serie, cuando la
transformacibn es al contrario que en Cbx, del metatorax

hacia mesotorax (ver Seccidn D).

b) An&lisis clonal de la expresién génica en

Cbx.

Recientemente (Postlhewait y Schneiderman 1.969,
1.971), en base a los experimentos realizados con el mu-

tante Antcnn&pedia de Rappaport (AntR), que produce di-
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versos grados de transformacibdn de antena en pata, se ha
sugerido que la expresividad génica tiene una manifesta-
cidn clonal. Esto es, en un momento especifico del desa-
rrollo un grupo de c&lulas guedan determinadas a producir
estructuras de un tipo u otro y esta determinacidn se man-
tiene en toda la descendencia celular. Esto implica que

a partir de este momento especifico de determinacibdn ha-
bria dos linajes celulares separados, las c&lulas mani-
festando el cardcter mutante y que manifiestan la trans-
formacidn homeiotica y las cé&lulas que manifiestan en ca-
racter normal y que no producen transformacibén. Por io
tanto cualquier cion, gen&ticamente marcado, aparecido
después de este momento, solamente podria diferenciar es-
tructuras de un tipo u otrb, pero no de ambas. En el ca-
so analizado por Postlhewait y Schneiderman esto parece
suceder asi, ya que encuentran que a partir de las 72 ho-
ras de desarrollo (que seria el momento de determinacidmn)
no hay clenes que engloben conjuntamente estructuras de
antena y pata. Aparentcmente este suceso de determinacibn
estd relacionado con un cambio en ¢l ritmo de divisidn del

disco mutante.

Los experimentos realizados por nosotros con el



T A B L A 12

Tamaiio de los clones mwh iniciados a diferentes edades de desarrollo

n moscas de constitucidn genetica mwh e/Cbx. FP comienzo de la pupacidn

s hasta FP
e la
diacibn

Mesotorax Hetatorax

Diferencian Diferencian Diferencian

ala halterio ala y halterio

4‘01 4a3 —

19,0 28,7 51,6 : 33,4

68,6 40,0 85,0

163 127 204 200

680 400 630 580
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mutante Cbx son fundamentalmente del mismo tipo de los
realizados por Postlhewait y Schneiderman. Se han irra-
diado a diferentes edades larvas de constitucibén genéti-
ca mwh/Cbx (figura 8b) y se han analizado los clones apa-
recidos en el disco mesotorécico. Como control se han
estudiado los aparecidos en el disco metatoricico. EL
tamano de los clones en 195 discos mesotoricico y metato-
racico Cbx en diferentes estadios de desarrollo se expo-
nen en la tabhla 12 y en la figura 1l1l. Debido a que en
otras regiones £ay dificultades en la deteccibn de mwh,
solamente se¢ han utilizado los datos referentes al alé y
al capitelum. Para la construccidn de la tabla, se han
agrupado los clones encontrados en varias clases: 1) clo-
nes aparecidos en el ala y que solamente diferencian es-
tructuras de ala, 2) clones aparecidos en el ala y que
solamente diferencian en estructuras de halterio, 3) clo~-
nes aparecidos en el ala y que diferencian estructuras de
halterio y ala y &4) clones aparecidos en el capitelum

metatoricico donde no hay transformacidn.

Como se desprende de la tabla 12 y de la figu-
ra 11, el tamano medio de los clones mwh de las diferen-

tes clases es muy similar, indicando que el ritmo de di-



visibn es.el mismo para todas las c&lulas del disco meso-
tordcico y para las del metatorfcico. No parece existir
una correlaccidn entre ritmo de divisibn y tipo de dife-
renciacidn cuticular.

. Por_otra parte y a diferencia de lo encontrado
por Posthlewait y Schneiderman 1.969, 1.971, en el caso
de Cbx se han encontrado clones que engloban estructuras
de halterio y ala en todos los estadios de desarrollo, ex-
cepto a partir de 24 horas antes de la pupacidn, edad en que
los clones son muy pequefios, con una media de 4 células
por clon y donde es dificil definirse por el tipo de dife-

renciacidn de tan pocas células.

Estos resultados indican que en el caso de Cbx
no existe un momento especifico de determinacidn para
producir mesotorax o metatorax asi como no parece ser qgue
exista en ningln momento del desarrollo un cambio en cl

ritmo de divisibn.

Por otre lado y a pesar de que =2l ritmo de di-
visibn no manifiesta diferencias en las regiones diferen-
ciadas en halterio o ala, existia la posibilidad quc el

ritme de¢ divisidn en cada grupo celular podria afectar la



diferenciacibdn de las células en un sentido u otro.

Para analizar esta hipdtesis, se ha comparado en
nfimero de células diferenciadas en halterio o en ala en aque-
lilos clones gque engloban ambas estructuras. Los resultados
se expresan en la tabla‘lB. Como se puede observar, la rela-
cidn de nfimero de células de ala/ nftmero de cé&lulas de hal-
terio en cada uno de estos clones puede ser mucho mayor que
1 (hasta 15/1) o, por el coﬁtrario, muchos menor (1/13), in-
dicando gue no parece ser que}el ritmo de divisidn de cada
clon en particular afecte el proceso de determinacidn de las
células en un sentido u otro. Asi pues, contrariamente a lo

qgque sucede en el caso de Antennapedia, la diferenciacibn fi-

nal de las cé&lulas mesotorfcicas del disco mutante Cbx esté
influida por otros factores diferentes al linajec celular o

al ritwo de divisidn.
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TABLA 13

Tamafio relativo de lss zonas de halterio y ala en los clones mwh aparecidos
en las moscas de constitucibén genética mwh e/Cbx y que engloban los dos tipos de
estructuras. FP comienzo de la pupacibn.

Horas hasta FP N¢ de células Diferenciadas Relacién
desde irradiacidén del clon en ala en halterio ala/halterio
24~48 40 30 10 3/1
.24 6 18 1/3
12 6 6 1/1
100 ' 60 40 3/2
40 10 30 1/3
48-T2 70 5 65 1/13
100 | 25 .15 1/3
72~96 160 150 10 15/1
' 300 150 150 1/1
100 30 0 3/7
250 100 150 2/3
96~120 200 100 200 1/2
300 280 20 14/1
1.000 500 500 1/1
1,000 - 300 700 3/1
1.000' 200 800 1/4
200 100 100 1/1
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D) RESPUESTA CELULAR AL CAMBIO EN LA INFORMACION GENETICA.

Los genes del sistema bithorax controlan el desa-
rrollo de los segmentos meso, metatoricico y primero abdomi-
nal de Drosophila. La presencia de los alelos normales del
sistema bithorax pefmite la normal determinacibn de las cé-
lulas presuntivas de las estructuras cuticulares de estos seg-
mentos. En la Seccidn B, se han expuesto los resultados ob-
tenidos por nosotros en cuanto a las caracteristicas funcio-
nales de los diferentes loci del sistema._ En la Seccidn C,
se ha estudiado el comportamiento celular de diferentes com-
binaciones mutantes que producen transformaciones en regiones

especificas y que muestiran expresividad total (bx3 pbx/belBo)

o expresividad parcial (Cbx).. En estas combinaciones zigbti-
cas, sin embargo, el cambio en la constitucidn genética afec-
ta a todas las c&lulas del segmento controlado por el gen mu-
tado de forma que.todo el blastema crece durante todo el desa-
rrollo manifestando la condicidn mutante. En estas condicio-
nes es dificil concluir sobre los factores que controlan el
estado de determinacibén de cada una de las células aisladas,u
hasta que punto la informacibén del blastema influye sobre el

. . . . a L4
estado de determinacidn que manifiestan cada una de las celu-
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las o bien si este estado se debe a la informacidn genética

presente en cada una de las c&lulas del blastema.

En el desarrollo normal, existe evidencia experi-
mental (ver Introduccidn) de que aparecen sucesivamente una
serie de sucesos‘de determinaci&p que paulatinamente van de-
finiendo las diferenciaciones prospectivas de.las células.

A lo largo de este proceso, aparecen primero una serie de
restricciones que determinan las caracteristicas mds genera-
les como la delimitacidn anterior-posterior, dorsal-ventral
etc. y aparecerian despud®s otras mis restringidas que deter-
minarfan caracteristicas mis especificas de diferentes sub-
regiones y elementos celulares como la delimitacién costa-

triple fila, tricoma-queta, etc..

Asf pues, en cada momento del desarrollo las cé-
lulas poseen un estado especifico de determinacidn, que sera

més restringido a medida que se acerca a la definicibn final.

En los experimentos que se detallan en esta Sec-
cibn, se va a analizar la respuesta de cé&lulas aisladas a
varios cambios genéticos que en combinaciones zigdticas dan
lugar a un cambio en la determinacidn de varios segmentoé. SQ

va a estudiar hasta qué punto la dcterminacibdn de las células
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estd influfida por el blastema y puesto que el cambio genético
se puede inducir en varios estadios de desarrollo, hasta que
punto el estado de determinacidn previo al cambio gen&tico

afecta su comportamiento posterior.

Para ello se han utilizado una serie de mutantes
recesivos que producen en homozigosis varios tipos de trans-
formaciones homeidticas. La té&cnica utilizada ha sido indu-
cir mediante rayos-X recombinaci&n mitStica gque resulte en la
aparicidn de cé&lulas aisladas homozigbticas para el mutante,
en moscas heterozigbticas que muestran fenotipo normal. La
deteccidn de estos clones celulares se realiza mediante el
acoplamiento de mutantes marcadores que afeétan la diferencia-

cidn de los procesos cuticulares.

1) Estudio clonal de la transformacidn producida

per el mutante bx3.

Como ya ha sido indicado, 1la mutaci6nw£§2 produce
un cambio de la determinacién de las estructuras metatoricicas
anteriores transformi&ndolas en las mesotorécicas anteriores,
dando lugaxr a la aparicibdn en las moscas homozigéticas de un
segundo notum y parte anterior del ala en el metatorax (ver

foto 2a y 4).



Debido al caricter recesivo de la mutacidn, las
moscas heterozigbticas son normales y en ellas el desarrollo
del disco metatorlcico es normal. Si mediante rayos-X indu-
cimos recombinacidn mitdtica, alguna de las células de la
parte anterior del metatorax se.haré homozigbtica para la mu-
taci6n'2§3 y debido a su nueva constitucibn genética deberia
manifestar un comportamiento subsiguiente tipico de las célu-
las mesotoricicas anteriores, esto es, diferenciarse durante
la metamorfosis dando estrucfuras tipicas de notum y ala an-
terior. Los mismos clones inducidos en otros segmentos del
organismo seguirfn manifestando el comportamiento tipico ae

las células de esos segmentos.

Este tipo de experimentos, se ha realizado median-
te dos sistemas gen&ticos que se exponeh en la figura 1l2..

En el tipo a) se irradiaron larvas de diferentes edades de la

lOObx+

constitucidén genética Df(l)scs, v Dgst&y+, Dpbxd red

be/mwh iv red bx3. En estas larvas, la constitucibén genéti-

3 3

ca bx”“/bx” en el brazo derecho del tercer cromosoma, esta cu-

bierta por el alelo normal de bithoraXx presente en la Dbed100

y por lo tanto manifiestan fenotipo normal. Asi mismo, la
constituciédn y_ (y por lo tanto de fenotipo y) del primer cro-

mosoma estd cubierto por el alelo normal de yellow presente en
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Fig. 12
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la DESCJQ. Adem&s se ha acoplado el cis con mwh, el marcador
de quetas jv (ver descripcibén en Material y Mé&todos). Una
recombinacidn mitética entre la DbeleO y el centromero da-
rd lugar a la aparicidn de c&lulas homozigdticas para 232 Yy
que estaréﬁ marcadas ademis pof ser también homozigdticas pa-
ra y, mwh y jv (figura 12). Una recombinacidn mitética dis-
tal a la Dbedloo, llevaria a la aparicidn de clones marca-
dos, con y y mwh que segﬁirian conservando el alelo normal

de bithorax. Dada la situacibn relativa de 1la ngxd100 Yy Jv,
la frecuencia esperada de clones y, mwh, jv; 251 es menor del
1% del total de los inducidos en el brazo izquierdo del ter-

cer cCcromosomae.

En el tipo b), la combinacidn mutante be/DflIS
ird cubierta por la presencia de la Dpll5 en el cromosoma X.
Como mutantes marcadores se han utilizado y, 235, mwh y jv.
Una recombinacidn mitdtica en el cromosoma X proximal a la
Dplls llevard a la sgparicidn de clones que descubren la combi-
nacidn mutantevaB/Dfllé y qgue irln marcados ademlds por ser

6 . . .
Yy f3 . Como en el caso anterior, la recombinacidn entre

f36

y la Dpll5 dard lugar a clones Yy, f36, bx " pero dada la
proximidad entre f36 y la Dpll5 esta frecuencia es menor del

15%. Como control de la irradiacidn en cada experimento, se
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analizd la frecuencia de clones marcados mwh y jv que no pro-

ducen transformacién (figura 12b).

a) Frecuencia de clones que inducen transforma-

cibén hacia mesotorax a lo largo del desarrollo.

Larvas de la constitucidn genética del tipo a) fue-
ron irradiadas separadas por edades al llegar a la pupacidbn
Yy lo$ adultos emergidos estudiados microscdpicamente para de-
tectar clones en el metatorax marcados genéticamente y que

mostraran transformacidn hacia mesotorax.

En primer lugar, habla que demostrar que el geno-
tipo bebe3 es autdnomo celular, esto es, gque las células a
las que se ha cambiado la constitucibn geﬁética manifiestan su
nuevo genotipo produciendo estructuras mesotoricicas. En efec-
to, en casi todas ias edades estudiadas, se detectaron clones
Y, mwh, jv aparecidos en el metatorax en que todas y cada una
de las cé&lulas del clon manifiestan la transformacibn. Asi

3

pues, el carécter be/bx es autbdnomo celular (foto 6).

La frecuencia de clones detectados se exponen en
la tabla 14 y en la figura 13. Como control, se expone tam=-
bién la frecuencia de clones Y, mwh, jv en el notum mesotori-

cico.
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El anllisis de la figura 13 muestra que la frecuen-
cia de clones que presentan transformacibdn, que es de 0,075 al
comienzo del primer estadio larvaric, fa aumentando hasta lle-
gar a un maximo entre las horas 40-50 antes de la formacidn del
pupario (comienzo del tercer estadio larvario), para disminuir
después siendo nula a las 8 horas antes de la formacibn del

pupario.

Estos datos de frecuencias aparentemente no estén
de acuerdo con lo e€sperado, ya que hemos visto (Seccidn A) que
el disco metatoracico crece de forma exponéncial durante todo
el desarrollo hasta la.pupaci6n, siendo en este momento cuando
la frecuencia de recombinacidn mitbtica es mayor. Sin embar-
go, si bien a partir de -40 horas la frecuencia de clones que
presentan transformacidn va disminuyendo hasta hacerse nula a
las -8 horas, se detecta una frecuencia normal de clones mwh
en el ?apitelum, lo cual indican que estl& produciendo clones
homozigbdticos bXB/bXB, pero estos clones no presentan trans-

formacidn.

Este resultado, como ya hemos visto, no se puede
explicar en té&rminos de falta de autonomia en la expresidn de
la transformacidén. Ademas, muchos de los clones que presentan

transformacidn constan de una sola queta con dos fnicas células,
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el tormogeno y el tricogeno, que se diferencian de acuerdo
con su nueva constitucibdn genética, indicando yue la trans-
formacibén es perfectamente autdnoma afin cuando se de en gru-

pos celulares muy pequerios.

Este resultado soclamente se puede explicar suponien-
do que a partir &e 8 horas antes de la formaci6n del puparic
se establece una rigida determinacidn en las c&lulas metato-
r&cicas de tal forma que cualquier cambio posterior en la in-
formacidn genética no tiene efecto sobre el estado de determi-
nacibén. Este fenémeno ha sido observado también en el andli-
sis de mutantes que controlan la formacibn de quetas (Garcia-
Bellido y Merriam 1.971lc, Santamarfa,Morata y Garcifa-Bellidc
en preparacidn ) y en el anllisis de la transformacidn homeio-
tica producida por el mutante engrailgd (Garcifa-Bellido y
Santamaria 1.972) y ha sido introducido en la literatura con

el nombre de "perdurabilidad".

El andlisis de este fendmeno en la transformacibn
inducida por el mutante 252 revela que el grado de perdurabi-
lidad no es ¢l mismo en todos los tipos de transformacidn. En
la figura 13 se expone junto con la grifica que representa la

frecuencia total de la transformacidn, la curva de frecuencias
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de los élones que presentan transformacidn de los tricomas
metatoricicos en mesotoricicos. La frecuencia de este tipo
de clones es en casi todas las edades muy inferior a la total,
siendo ademds nula a las 32 horas antes de la formacidn del
pupario. Esto indica que un gfan porcentaje de clones que
presentan transformacién y en las horas cercanas a la pupa-
cidn todos, estan formados exclusivamente por quetas, indi-
cando que la transformaci6n en tricomas mesotoricicos mues-
tra un grado de perdurabilidad de mayor duracidn que la trans-

formacibn en quetas metatoréicicas.

b) Tamafio de los clones gue muestran transformacidn.

El tamaifio de estos clones ha sido valorado en nime-
ro de células y en nlimero de quetas y los resultados se expo-
nen en la tabla 15 y en la figura li4. Como control, se ha
comparado con el tamano de los clones inducidos en el mesoto-

rax normal, segln Garcia-Bellido y Merriam 1l.971la.

El anldlisis de la figura 14 muestra que el tamario
de los clones surgidos en el metatorax que manifiestan trans-
formacibdn hacia estructuras mesotorécicasles igual a los clo-
nes inducidos en el mesotorax a la misma edad. Esto es asi en

la mayor parte del desarrollo con la excepcidn de los clones in-
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TABLA 15

Tamafio de los clones homozigﬁtioo-s para bx3 inducidos en diferentes

edades del desarrollo de moscas Df(1)sca;ﬁpsc'f4‘npbxd1oored bx3/mwh jv red
_135_3_. FP comienzo de la pupacibn.

Horas hasta FP Nfmero de  N? de c8lulas/clon N® de quetas/clon
desde la irradiacifn discces

0-8 53 - -
8-16 88 5,6 1,2
16-24 94 746 1,2
24~32 82 ' 10,6 1,3
32=40 70 28,1 1,2

- 40-50 4 40,0 145
5060 128 94,46 2,0
60~T72 156 95,0 3,0
T2-84 110 1.130 1441
84~12, 186 3.500 3755
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ducidos ﬁuy al principio o ﬁuy al final del desarrollo en eda-
des posteriores a 16 horas antes de la pupacidn resulta ser
cero ya que debido al fendmeno de perdurabilidad antes cita=~
do, las células homozigdticas bx3£bx3 que aparecen en este es-
tadio no manifiestan la transférmaci6n homeiotica. Sin embar-
go, los inducidos al principio del desarrollo muestran un ma-
yor tamano que los correspondientes inducidos a la misma edad
en el mesotorax. Asi, 15 media de tamafios para los inducidos
en el metatorax es de 3.500 c&lulas/clon a (96-120) horas
mientras que los inducidos en el mesotorax la media es de 1.060
ctlulas/clon. En la tabla 16 se exponen los valores encontra-
dos para los tamanos de los clones inducidos en el metatorax

en un experimento dade. Mientras se detectan clones con tama-
ﬁos.de 500, 1.000, 2.000 cé&lulas, comparables a los encontra-
dos en el mesotorax, se detectan también clomnes de 5.000, 6.000
10.000 células, que son hasta 5 veces el tamaifio del mayor clon

encontrado en el mesotorax.

Estos resultados indican que si bien los clones que
manifiestan transformacibén tienen un ritmo de crecimiento simi-
lar a los mesotoricicos, algunos de los inducidos muy tewmprano
en el desarrollo manifiestan propiedades de regulacibn en el
sentido de producir muchas miés estructuras que las correspon-

dientes a un clon mesotoricico aparecido a la misma edad.
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TABLA 16

3 3

Tamafio de los clones bx”/bx” inducidos al comienzo del primer es-

tadio larvario y que muestran transformacién hacia mesotbrax.

n ne de quetas ne de células estructuras trans-
formadas.
1 70 10.000 notum
2 3 1.500 notum, costa y ala
3 46 . 1.500 ala
4 65 ’ 10.000 ' notum
5 40 1.000 ' ala
6 - . 2.000 ala
7 40 ’ 5.000 notum
8 4o 6.000 notum
9 - 500 ala
10 -- ' 500 ala
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c) Comportamiento de los clones gue muestran trans-

formacién.
l.- Influencia de la informacibn genética previa.

Antes de sufrir el cambio genético, las células del
halterio heterozigdtico para bx3 estaban desarrollindose como

.

c8lulas metatoricicas. Presumiblemente, la respuesta al cam-

bio genético estd influida por la informacidn previamente con-

tenida en las células. ’

Entre las estructuras cuticulares derivadas del dis-
co metatoridcico dorsal se distinguen varias regiones claramen-
te diferentes en cuanto a tipos de diferenciaciones y en la
disposicibn morfoldgica de sus elementos. Como en el caso del
disco metatoré&cico estas diversas regiones se originan a partir
de distintas regiongs del disco, indicando la presencia de una
informacidén diferencial especifica de regibn y responsable.de

esta diversificacibn.

Asi pues, la informacidn genética previa de las cé-
lulas en la gue se ha producido la recombinacidn esté& condicio-

nada por su situacibn dentro del blastcma metatoracico.

En la tabla 17, se exponen los tipos de diferencia-
ciones mesotorécicas que presentan los clones encontrados en

. . . . .l v
las diversas regiones metatorécicas y la localizacidn del clon
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TABLA 17

Tipos de diferenciacibén mesotorfcica de los clones aparecidos cn

diversas regiones metatorfcicas.

Regifn del A Ntmero de : Tipodde diferenciacibn mesotorfcica
metatorax clones (en % del total de casos)

notun costa ala
Metanotum 33 100 - o -
Scebelunm 3 - 100 -
Pedicelum 15 - 100 -
Capitelum 57 - 10’5 89,5
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en la cuticula metatorldcica. Todos los clones encontrados en
el metanotum producen diferenciaciones tipicas de mesonotum,:
los del pedicelum y escabelum producen diferenciaciones de cos-
ta y solamente un bajo porcentaje de los encontrados en el ca-
pitelum producen diferenciaciones de costa distal mientras que
la mayor parte se diferencia en estructuras de ala anterior.
AGn entre los encontrados en el capitelum y que diferencian
ala anterior, el tipo de diferenciaciones estid condicionado por
la localizacibn del clon; en los clones que presentan quetas,
todos los encontrados en la parte ventral del capitelum dife-
rencian quetas tipicas-de la parte ventral de la superficie
del ala y los que en hingﬁn caso un mismo clon presente dife-~
renciaciones de la parte dorsal y ventral a la vez. Estos re-
sultados indican gue las posibilidades prospectivas de las cé-
lulas a las cuales se le ha cambiado experimentalmente la in-
formacibn genética cstln restringidas dependiendo de la infor-
macidn genética previa y ademds que existe una homologia al
menos a nivel de sefiales o informaciones especificas de regidn
entre las diversas regiones del metatorax y del mesotorax. La
localizacidn de estas regiones hombdlogas en sus respectivos
segmentos sc¢ establece segln su posicidn en el eje prdéximo-
distal de tal forma que habria una homologia en sefales entre

las regiones mis proximales (metanotum y mesonotum) intermedias
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(escabelum, pédicelum y costa) y distales (capitelum y ala
distal). Este tipo de relaciones entre las diversas regiones
son idénticas a las encontradas por nosotros en el mutante Cbx,
que producen una transformacibn inversa a la de 253 (Seccibn C)
y hanssido descritas también en otras transformaciones homeio-

ticas (Gehring 1.966b).

Esta homologia cntre las regiones del mesc y meta-
torax puede explicarse en t&rminos de un mismo "prepattern"
(Stern 1.954%a, b) suponiendo que las propiedades especificas
de los blastemas presuntivos de las regiones homblogas son
idénticas y el finico cambio serfia el de la competencia de las
células para producir (dependiendo de su condicidn genética
Egi o 253) metatorax o mesotorax. Alternativamente, estos re-
sultados se pueden explicar suponiendo una similitud en la in-
formacibén genética ﬁresente en las regiones homdlogas del meso
y metatorax de tal forma que las sefiales genéticas que conducen
a la aparicibén de las estructuras del metanotum en el metato-
réx son idénticas a las que conducen a la formacién del mesono-
tum en el mesotorax. Esta interpretacidn estld apoyada ademis
por el hecho de que las propiedades que manifiestan los clones
mesotoricicos qgue aparecen en el metatorax presentan los mismos
tipos de restricciones de los clones mesotordcicos inducidos

en el mesotorax, sugiriendo la presencia de sefiales genéticas



comunes. Asi por ejemplo, la restriccién dorsal-ventral des-
crita en el ala normal se manifiesta también en capitelum y
la delimitacidén notum-ala en el mesotdrax se mantienen los
clones inducidos en el metatdrax. Esto esth apoyado ademas
de los clones inducidos en el metatdrax al principio del de-
sarrollo que como hemos visto manifiestan un crecimiento ma-
yor que los correspondientes del mesotdrax. Estos clones ma-
Yya '
nifiestan de nuevo la presencia de restricciones que a pesar
de su mayor crecimiento sbdlo producen en cada caso determina-
do tipo de estructura, dependiendo de la regibn donde apare-
ce. En algunos casos, las células del clon dan lugar a la
totalidad de las estructuras de una regidén en particular, sin
gue se observe ninguna estructura tipica de esta regibn. Es-
tos resultados, tomados en conjunto, indican que la informa-‘
cibn genética presente en las células previamente al cambio
experimental influye decisivamente en su comportamiento pos-

terior.

2) Aparicidn de la nueva informacién genética.

Los clones inducidos manifiestan su nueva informa-

cibn produciendo estructuras mesotoracicas. Asi, se han pro-
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ducido clonalmente elementos cuticulares de todas las regio-

nes mesotordcicas anteriores.

Una observacidn interesante es que muy frecuénte-
mente, los clones inducidos en el metatdrax se invaginan den-
tro del tejido metatoricico llegando en muchas ocasiones a
separarse totalmente gquedando un grupo de estructuras mesoto-
racicas dentro del metatoricico (foto 6). Lo contrario suce-
de también, de forma que el clon se evagina formando unas
estructuras que tienden a separarse del halterio. Este tipo
de comportamiento aparece cuando el clon presenta tricomas
de ala y los clonés que solamente presentan quetas no lo ma-
nifiestan. Este hecho de que los clones mesotoricicos tien-
dan a separarse del metatgrax es significativo desde que se
sabe (Nothiger 1964) que las células imaginales presuntivas
de - los diferentes discos imaginales muestran afinidades ce-
lulares especificas. Ademds, (Garcia-Bellido y Lewis, en pre-
paracibn), las c&lulas del disco meatoricico bithorqg mues-
tran afinidad con las células de la parte anterior del ala
y se separan de los del metatdrax mormal. Asi, probablemente

este comportamiento de los clones bx3

ey

es debido a un cambio

en las afinidades de las cé&lulas del clon gue manifiestan
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asi, aun antes de su diferenciacidn, su nueva constitucibn

genética.

La presencia de la nueva informacibn genética se
pone de manifiesto también en el andlisis de las estructuras
cuticul;res mesotoricicas diferenciadas por el clon. Las re-
laciones espaciales entre los diversos elémentos del clon
son del mismo tipo que las existentes entre los elementos
de la regibn correspondiente del mesotbdrax, indicando que
los procesos que operan en la formacibn de los distintos pa-
trones morfongicos son el resultado de la informacidn gené-
tica presente en cada una de las células del conjunto, inde-
pendientemente de la informacibén presente en el resto del
blastema, que en este caso, seria para mostrar los patrones

morfolbdgicos metatoricicos.
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2) Analisis clonal de la homozigosis del mutante bel.

a) Viabilidad de las células homozigbticas Ubx:/Ubx

Como ya se ha visto, el anAlisis genético de Ubx?t
indica que este mutante'produce la inhibicidn funcional de lo
alelos normales de bx, bxd y pbx localizados en posicibdn cis.
Asi pues, la condicibébn homozigdtica be]'(bel deberia pro-
ducir uﬁ fenotipo bx, bxd y 235. Sin emabrgo, la homozigo-
sis de Ehii es letal. No obsténte, la 1étalidad en indivi-
duos no indica necesariamente letalidad celular y aproxima-

damente el 83% de los letales zigdticos de Drosophila mela~

nogaster presentan una viabilidad celular normal (Ripoll y

Garcia-Bellido, 1973).

En nuestros experimentos, se ha analizado el com-
. 1 1 . . ..
portamiento de las cé&lulas Ubx /Ubx™ mediante recombinacidn
mitdética inducida en larvas de dos tipos genoiipicos:

Genotipo a) y/+; Sb63/mwh bel ¢ en este genotipo se de-

testan tres tipos diferentes de clomnes (figura 15a). Una re-
combinacibén en el cromosoma X producifé clones marcados con

Y homozigdticos, mientras que la inducida en el brazo izguier.
do del tercer cromosoma pfoduciré clones mwh y la inducida

. + .
en el brazo derechoe producirid clones marcados Sb_ que ademas
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ser&n homozigbticos para bel. Los clones marcados con y o
mwh se utilizan como control de la irradiacibn y de la via-

bilidad de las clulas Sbs

Genotipo b) Vf3§/Qpll5: Df115/mwh be% En este genotipo,
r

se detectan dos clases de clones (figura 1%b). Los inducidos
en el primer cromosoma, que irin marcados cony Yy f3 y Y
de los que la mayoria habrdn perdido la Dpll5, siendo por lo

tanto de constitutcidn genética Ubx'/Df115, (donde la Df115

representa la deficiencia de Ubx). Por otro lado, los indu-
cidos en el brazo izquierdo del tercer cromosoma, producirin

clones marcados con mwh y que no afectarén al genotipo bel{+.

En la Tabla 18 se exponen los tamafios de los clo-
nes y y §£:_ encontrados en el mesof&rax (donde Hﬁii 10 pro-~
ducen transformacién) de adultos del genotipo a). El tamafio
de awmbos tipos de clones, medidos en nflimero de quetas, es muy
parecido en todos los estadios, indicando que el mutante le-
tal Egzi manifiesta una viabilidad celular normal en el me~
sotérax. Lo mismo sucede en el abdomen, donde el tamaiio me-
dio de los clones y es 3,4 quetas/clon y el de los clones
§£: es de 3,3 guetas/clon. Asi pués, a pesar de su caricter
letal zigdtico, las células homozigbticas para Hggi son por-

fectamente viables.
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TABLA 18

Tamafio de los clones y y §_b_+ aparecidos en el mesotorax de moscas de

constitucién genética y/+3 mwh Ubx | /S’o63. FP comienzo de la pupacién.

Horas hasta FP Nfimero de quetas Nbmero de quetas

Nfmero de

desde la irradiasciém  discos y/elon sb*/clon
0-8 32 1,0 1,0
8-16 60 1,0 1,0
16-24 60 1,1 1,1
24-40 54 143 143
40-48 42 1,7 1,6
48-56 28 3,0 2,8
56=64 60 3,4 4,0
64~T2 28 5,0 4s5
72-80 22 10,0 : 10,5

80-120 ' T4 15,0 15,0




b) Anllisis clonal de la transformacibén prdducida por Ubx T

en las estructuras metatorfcicas.

Como en el caso de la homozigosis clonal para E§31
los clones belebxl aparecidos en las estructuras metatoréi-
cicas producen diferenciaciones tipicas de mesotdrax (fote
7), con la diferencia de que en este caso, la transformaciGn
afecta también a los clqnes inducidos en la parte posterior
del metatdrax, regibn esta que no se afecta por la homozigo-

3

sis de bx~.

St

La frecﬁencia de clones Sb® inducidos en diferentes
edades en larvas del genotipo a) se exponen en la tabla 19.
Como control se exponen las frecuencias de §2: detectadas en

el mesotbrax de los mismos individuos. (f/gvra /6)'

La curva de frecuencia es similar a la enconira-

da en los experimentos realizados con 252. La frecuencia de
clones §g: en‘el metatdédrax va aumentando durante gran parte
del desarrollo hasta unas 40 horas antes de la formacidn del
pupario, donde empieza a bajar, haciéndose nula aproximada-

mente 16 horas antes de la formacidn del puparioc. Por otro

. +
lado, la frecuencia de clones Sb_ en el mesotbrax y mwh en
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TABLA 19

Frecuencia de clones §g? por disco, aparecidos a diferentes edades,
en las estructuras mesotorfcicas y metatorficicas de moscas de constitu-
cibn genStica y/+3 mwh be?/Sb63. FP comienzo de la pupacifn.

Horas hagta FP Nfmero de Frecuencia Sb* Frecuencia Sb*
desde la irradiacifn discos Mesotorax Metatorax
¢-8 150 0,82 0,00
8-16 " 146 0,60 0,00
16-24 98 0,41 0,04
24-32 102 0,23 0,43
32-40 70 0,18 0,61
40--48 64 0,20 - 0,57
48-56 82 0,11 0,33
56-T2 76 0,06 0,13
7296 14 - 0,05
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el metatbdrax no manifiesta este comportamiento y sigue au-
mentando durante todo el desarrollo larvario indicando gue
el comportamiento andmalo de la curva de §2: en el metatd-
rax se debe a la homozigosis de ykzi, apareciendo de nuevo
el fendmeno de la perdurabilidad en los clones iniciados a
partir de 32-40 horas antes de la formacidn del pupario. El
mismo resultado se obtiene en los experimentos realizados en
moscas de genotipo b). Estos resultados indican que el fenbé-
meno de perdurabilidad no va ligado a una situacibén genética
concreta sino que es caracteristico de la transformacibn ho-

. & 3
meiotica.

El tamafio de los clones §£: detectados en el meta-~
tdrax de moscas irradiada; a diferentes edades larvarias, se
expone en la tabla 20 y figura 17F. Como control, se muestra
también el tamaiio medio de los clones §2: enéontrados en el
mesotbrax. Las dos curvas de tamaiios (medidas en nlmero de
qﬁetas) son similares durante todo el periodo de desarrollo
excepto en los clones inducidos al prindpio (de 80-120 horas
antes de la formacibén del pupario) donde la media de los me-
sotorfcicos es de 15,1 quetas/clon y la media de los meta-
tordcicos es de 38,4 quetas/clon, es decir son aproximada-
mente 2,5 veceé mayores. De nuveo este fendmeno es parecideo

3

a los encontrado en el caso de bx”; los clomnes iniciados al

e
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TABLA 20

Tamafio medio de los clones Sb* aparecidos en el mesotorax y metatorax
de moscas de constitucién genftica y/+jmwh beUSb63. FP comienzo de la pu
pacibn.

Horas hasta FP Nfmero de Nﬁ$ero de quetas Nﬁl}ero de quetes

desde la irradlacibn discos o0 /olen. s’ /olon.
0-8 32 1,0 -
8-16 60 1,0 -
16~-24 60 1,1 1,0
24~40 54 153 1,3
40-48 .42 1,6 1,6
48-56 28 2,8 3,1
5664 60 4,0 3,0
6412 28 455 3,5
72480 22 10,5 595
80-120 14 15,0 38,4
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principio del desarrollo en el metatbdrax son capaces de di-
ferenciar mayor cantidad de estructuras mesotoricicas que

las inducidas en la misma edad en el mesotdrax.

También como enel caso de 353, las diferentes es-
_tructuras mesotoricicas inducidas clonalmente, aparecen en
regiones especificas del metatdrax. Asi, diferenciaciones de
notum aparecen en el metanotum, las de la costa en el pedi-
celum anterior y parte proximal anterior del capitelum, y
las de la triple fila aparecen en la parte distal anterior
del capitelum. Entre las estructuras posteriores del halterio
en la parte postefior del capitelum, se producen diferencia-
ciones de doble fila y la pafte posterior del pedicelum se

producen diferenciaciones de ala.

El comportamiento de los clones mesotoradcicos in-
ducidos en el metatdrax, es similar a lo ya descrito para
3

los inducidos en el mutante bx“. En muchas ocasiones, las

So——
.

estructuras de ala inducidas se invaginan, separéndose de
las estructuras del metatdrax, probablemente debido a un
cambio en la afinidad celular. Adem&s, estas estructuras
manifiestan un patrdn morfolbgico mesotorbcico tipico, in-

dicando de nuevo que este patrdn se debe a las propicdades
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presentes en cada una de las células que lo componen, ya
que en este caso, como en el de bx3, la fnica informacidn
mesotoracica presente en las células del clon es la liberada

por esas mismas cé&lulas.

c) Andlisis clonal de la transformacidn producida por Ubx T

en el primer segmento abdominal.

Como ya hemos indicado en la seccidn de Andlisis
Genético, la combinacidn be1£bel manifiesta fenotipo bxd,
esto es, transforma el primer segmento abdominal en metatb-
rax. Como a su vez transforma el meta en mesotédrax debido
a la inhibicidn de RE: Yy Eh§+ , los clones belZbe1 en el
primer segmento abdominal deberian producir estructuras me-
sotoricicas. Sin embargo, tahto en las moscas de genotipo a)

como b) no se ha encontrado ninglin clon que manifieste esta

transformacibn.

No obstante, si se compara el nlimero de clones
Y f36 detectados en moscas de genotipo b) en el primer seg-
mento abdominal con los detectados en el segundo abdominal
(tabla 21), se observarad que aparecen muchos menos clones

x“f36 en el primer segmento abdominal (3 en el primero y

20 en el segundo) mientras gue el nlimero de los mwh detec-



TABLA 21

Nfinero de clones y__f_36 ¥ mwh detectados después de irradiacibn,
‘en el primer y segundo segmento abdominal de moscas de constitucibén
genética yf36/Dp1151 mwh be1 /Df115. FP, comienzo de la pupacibn,

horas hasta FP nfimero de 12 ebdominal 29 abdominal
desde la irradiacibn abdbmenes yf36 mwh yf36 mwh

0-24 15 1 1 6 2
24—48 30 1 4 6 4
48-T2 16 1 2 8 1

Total 61 3 T 20 1




tados es idéntico en ambos segmentos, lo cual indica

la frecuencia de recombinacidn mitdtica es la misma.

‘

otro lado, los clones y f 6 encontrados en el primer

que

Por

seg-

mento manifiestan un tamaho y diferencian unas estructuras

tipicamente abdominales, indicando que probablemente

habido en ellos cambio genético.

no ha

Esta falta de deteccibdn de la mayor parte de los

36

clones yf inducidos se puede explicar por la diferente

dinfmica de crecimiento que muestran las estructuras
cicas y abdominales. Los histoblastos abdominales no
zan las divisiones (Garcia-Bellido y Merriam, 1971b)
llegar a la formacidén del pupario. A partir de aqui,
una serie de réapidas divi;iones celulares a un ritmo

mado de 3 horas por ciclo, verificindose las Gltimas

toré-
comien=-
hasta
realizan
aproxi-

divi-

sidnes aproximadamente 20-22 horas despuls de la formacidn

del pupario. Esto implica que independientemente del

mouiento

del periodo larvario en que las células han sido irradiadas,

el cambio gen&tico sdlo tendri lugar durante la pupacidn

después de la primera divisibn.

Por otro lado, el ritmo de divisibn de las células

imaginales mesotoracicas es de 8,5 horas pa ciclo (Garcia-
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Bellido y Merriam, 1971;). Esto guiere decir gque un cambio
genético que lleve a un‘histoblasto a transformarse en cé-
lula presuntiva mesotoracica hard que esta cé&lula se divida
en un ritmo de 8,5 horas por ciclo y como las divisiones de
los histoblasﬁos acaban a las 20-22 horas después de la for-
‘maci6n del pupario, estas cé&lulas podrln dividirse durante
17-19 horas, esto es, verificari dos divisiones celulares
produciendo un miximo de 4 c&lulas cuticulares. Un clon de
este tamano es dificilmente detectable en las estructuras
del terguito, y ademds hay evidencia experimental (Morata

y Ripoll,en prensa) de que células aisladas con un ritmo de
divisidn mAds bajo no son capaces de desanmvllarse en los dis-
cos imaginales. Estas son, probablemente, las razones de la
falta de deteccidn de los clones_xizg en el primer segmento
abdominal, e indica adem&s gue los clones inducidos homozi-
gbticos para Hﬁii estin respondiendo autbnomamente a su

nueva constitucibn genética.

36

La pequefia fraccibén de clones yf gue sc detectan
al diferenciarse como estructuras de terguito, representan
probablemente la fraccidn de recombinacibdn mitdtica inducida

entre la posicibn de 1la Dpll5 y el mutante f36, que no pro-
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duciria cambio genético ya que las células resultantes con-

tienen la D2115 Yy no son por lo tanto homozigdticas para be1



3) Andlisis clonal de la transformacidn producida por el

mutante bxd.

La mutacidn en el locus de 352: produce una transe.
formacibn del primer segmento abdominal en metatédrax. Debido
al efecto polar que muestra esta mutacidn sobre 225:, la par-
te posterior del segmento metatoricico a su vez se transfor-
ma en mesotdrax, mostrando una transformacidn incompleta.ha~
cia parte posterior del ala. Asi pués,‘la homozigosis de
este mutante manifiesta transformacidn homeidtica en el pri-

mer segmento abdominal y en la parte posterior del mesotérax.

El estudio clonal de este mutante, se ha realizado

irradiando larvas de constitucidn gendtica y/+, mwh Sb63/bxd.

Los tipos de recombinacidn mitbtica detectable son idénticos
2 los presentados en la figura 15a. Los clones §R: van aco-
plados a la condicibdn homozigbtica bxdlﬁbxdl. Como control,
se eséudian los clones marcados y o>con mwhy: que no van aso-

ciados al cambio genético producido por bxd.

a) Transformacidn clonal en el primer segmento

abdominal.

LLos resultados obtenidos de la transformacibn clo-

nal en el primer segmento abdominal sce¢ exponen en la tabla 22
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TABLA 22

Nfimero de clones celulares homozigbticos pare bxd que muestran
transformacibn en el primer segmento abdominal. FP comienzo de la -
pupwi&lo

horas hasta FP . nfmero de 1¢ gbdominsgl 29 gbdoninal
desde la irradiascién abdomenes Yy spt y sut
0-24 ' 54 6 - T 5
24-48 116 13 - 10 4
48-72 47 9 - 7 4
7296 11 - - 1 1
Total 228 28 - 25 14




donde se muestra el nflmero de clones y y Sb' encontrados
en el primer segmento abdominal. Como control, se exponen
también los encontrados en el segundo segmento abdominal,

el cual no se afecta por la homozigosis de bxd.

De un total de 228 abdbmenes estudiados, se han en-
contrado 28 clones y en el primer segmenté Yy 25 en el segun-
do, indicando que la frecuencia de recombinacibn somltica
es la misma en ambos segmentos. Sin embargo, el niimero de
clones §£+en el primer segmentd es cero, mientras que en el
segundo es de'14, indicando que como enel caso de ngi, no
se detectan los clones que producen transformacidn hacia me-
tatbrax en el primer segmento abdominal, debido como ya he-
mos visto, a la diferente dindmica de crecimiento de las cé-

Julas presuntivas de ambas estructuras.

b) Transformacibdn en el segmento posterior metato-

racico.

La transformacidn mesotorfcica producida por bxd
en el segmento metatorlcico posterior es debida (ver An&-
lisis Genético) al efecto polar de esta mutacibén sobre el
gen pbx, colocado a la derecha. Asi, los clones inducidos

bxd/bxd (Sb¥) en la parte posterior del metatobrax deben ma-




nifestar transfromacidn hacia mesotdrax posterior. En nues-
tros experimentos, (tabla 23) se ha encontrado cuna baja
frecuencia de clones que inducen transformacidn en el meta-
tbérax pbsterior, sugiriendé que no todos los clones bxdl/bxd1
manifiestan este tipo de transformacidn. Esto es debido, pro-
bablemente, a que el efecto polar de bxd sobre 325: no impi-
de totalmente la funcidn de 2251 (ver Andlisis Genético) si-
no que lo lleva a condiciones de hipomorfismo, de tal forma
que la transformacibn es‘parcial y s8lo-la manifiestan una

fraccibn de las cé&lulas.
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TABLA 23

RGmero de clones celulares homozigbtices para bxd que muestran
transformacifn en la parte posterior del matatatorax. FP comienzo de
la pupacibn.

Horas hasta FP Nfimero de Nfimero de clones que

desde la irradiacifn discos . muestran transformacidn
0-24 108 _
24~48 232 4
48-T72 94 1

T2-96 22




4) Andlisis clonal de la transformacibn producida por el

mutante R(pbx).

Como ya hemos visto (ver anflisis genético) 1la
mutacidn R(pbx), es letal homozigdtica, manifestando en
heterozigosis un fenotipo idéntico al.de pbx, aunque de
expresividad variable y con una penetrancia por disco de
4,4%. Asimismo, va asociada a una inversibn, con puntos
de ruptura desconocidos, en el brazo derecho del tercer

cromosomae.

En los experimentos que se detallan a continua-
cibn, se ha analizado el comportamiento celular de la ho-
mozigosis de R(be) mediante recombinacién metotica indu-
cida por rayos-X con objeto de estudiar la penetrancia del

carlcter en células homozigbticas para R(pbx).

a) El1 fenotipo de R(pbx).

En los casos en que se manifiesta fenotipicamen-
te, la mutacidn R(pbx) produce diversos grados de transfor-
macién de la parte posterior del halterio en parte posterior
de ala (foto 8). Las estructuras transformadas en ala apa-

recen en regiones especificas del halterio. Asi, el alula



aparéce en la parte posterior del pedicelum y la parte
posterior del ala aparece en la parte posterior del capi-
telum. En los casos de transformacidn parcial, la regibn
del halterio transformada puede ser indistintamente el pe-
dicelum y el capitelum sin due aparentemente exista ningu-
na correlacibn entre la aparicibn en una regibén u otra.
Asimismo, las transformaciones son simétricas con respec-

to al eje dorsal-ventral del halterio.

b) Influencia de la irradiacidn sobre la penetrancia del

carfcter.

Se sabe (Villeé 1.946L gue en algunos mutantes
que manifiestan penetrancia parcial, esta aumenta después
de la irradiacibn a diferentes dosis. Para comprobar es-
te hecho en el caso de R(pbx), se realizaron una serie de
experimentos en los culles se irradiaron larvas de dife-
rentes edades de constitucidn gendtica R(pbx)/+, midiéndo-
se los valores de penetrancia segln la dosis y el estado
de desarrollo de las larvas irradiadas. Los resultados
para dosis de 1.000 y 2.000 R, se exponen en la tabla 2k4.
Los valores de penetrancia muestran algunas oscilaciones
pero en conjunto presentan valores muy similares de 4,0
para 1.000 R y 3,6.para 2.000 R, que son tawbién muy pa-
recidas al valor de 4,4% que se obtienen en moscas no

irradiadase.
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Asi pues, se puede concluir que enrn nuestro caso
y a las dosis utilizadas, no hay alteracidn significativa

en los valores de penetrancia.

c) Anilisis clonal de la benetrancia en células homozi-~

gbticas para R(pbx).

Si bien el fenotipo de R(pbx) se manifiesta co-
mo dominante, la penetrancia es como hemos visto, un va- -
lor del 4,4% por disco. Era de esperar que este valor

aumentara en cé&lulas homozigdticas para el mutante.

El anflisis celular se ha realizado mediante
la induccibn por rayos-X de clones de c&lulas homozigh-
ticas para R(pbx) en dos genotipos diferentes (figura 18).

a) Larvas de constitucidn gen&tica y/+; mwh Ki/R(pbx).

En este experimento, la homozigosis de R(pbx) va marcada
. . .+ .
con la homozigosis de Ki . Es interesante hacer notar

63

gue como en el caso de Sb °, las c&lulas homozigbticas

ggi no son detectables en el metatorax excepto cuando el
clon produzca alguna diferenciacidn mesotordcica. Al es-
tar localizados Ki en el brazo derecho del tercer cromo-~

soma muy prdéximo al centromero, muy posiblemente la re-

combinacidn mitbtica proximal a Ki, lo serd también para



Fig. 18
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la inversidn que contiene R(pbx), con lo cual se evitarén
los efectos producidos por recombinacidn mitética en el
fragmento invertido que llevaria a la aparicidn de dicén-
tricos, aheuploidias, etc.. Yy en muchos casos letalidad
celular. Como coﬁtrol interno del experimento, se anali-

zan las frecuencias de clones y y mwh.

Se estudiaron las estructuras diferenciadas por
242 discos metatorlcicos de esta constitucidn genética y
no se encontrd ningln clon Egi_en el metatorax posterior,
indicando que no se producfa transformacidn hacia mesotorax.
La posibilidad de que las cé&lulas homozigbticas para
R(pbx) sean letales, queda eliminada debido al hecho de que
se detectan clones ﬁl: en el mesotorax y en el abdomen.
Los datos del abdomen se exponen en la tabla 25. Como com=-
paracidn, se daﬁ la frecuencia de recombinacidn para y en-
contrados en las mismas moscas. La frecuencia obtenida
para ﬁi: es de 0,21 y es la esperada para una dosis de
1.000 r (Garcfia-Bellido 1.972b). El1 tamaiio de los clones
g;i es ademés idéntico (medido en nfimero de quetas) al de
los y, indicando que la viabilidad celular de R(pbx) homo-
zigbtico es normal. Asi pues, la falta de deteccidn de clo-

_—
nes Ki en el metatorax se debe muy probablemente a que los



TABLA 25

Frecuencia y tamefio de los clones 1;y{§§f aparecidos en los terguitos
de moscas de constitucién genética y/+3 mwh Ki/R(pbx). FP comienzo de la
pupacibn, ‘

horas hasta FP nfimero de Frecuencia/abdomen Tamafio
desde la irradiacién abdSmenes Y kit y kit
0-~24 38 0,80 0,19 3,1 2,4
24~48 Y 1,10 0,19 2,8 2,3
48-72 ' 17 1,50 0,30 352 3:4
72-96 27 1,31 0,15 3,8 35T
Total 121 1915 0,21 355 353
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clones R(pbx)/R(pbx) muestran baja penetrancia celular

del carfcter de la transformacidn, comportéindose como las
c@lulas heterozigbticas, lo cual indicarfa que la penetran-

cia es independiente del nlimero de dosis mutante.

b) Larvas de constitucidn genética y/+; mwh Sb63/R(pbx).

En este experimento, figura 17b, la homozigosis
para el brazo derech§ del tercer cromosoma y por lo tanto
de R(Ebi), ird marcada por la homozigosis de Sb'. Los
clones §2: no son detectables en el metatorax a menos gue
muestre transformacibdn mesotorlcica. Como control inﬁerno
del experimento, se analiza la frecuencia de clones y y

mwh .

63

Al estar localizado el marcador Sb aproximada-
mente a la mitad del brazo derecho del cromosoma tercero,
existfa la posibilidad en este experimento de que una
fraccibén de los sucesos de recombinacidn mitdtica tuvieran
lugar en la zona invertida del cromosoma que lleva a

R(pbx), produciendo alteraciones estructurales cromosbmi-

cas que llevarian a falta de viabilidad celular.

Como en el caso del experimento anterior, no se

+ ' .
detectardn clones Sb  en las estructuras mesotorlcicas pos-
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teriores. Sin embargo, se detectaron clones §£: en el
mesotorax y en el abdomen. Los datos del abdomen se ex-
presan en la tabla 26 donde se muestran las frecuencias y
el tamaifio de los clones y y EE:' Las frecuencias encontra-
das son las normales para Y y‘§£: a una dosis de 1.000 r
(Garcfa-Bellido 1.972b) y los tamafios de los clones y y Sb'
son asimismo iguales. Estos resultados indican que se de-
tectan todos los clones §£: inducidos y apoyan la conclu-
sibn alcanzada en el experimento anterior de que la pene-
trancia de R(pbx) tiene los mismos valores en forma hete-
rozigbtica que homozigbtica. Ademds, indica que probable-
mente la inversidn que existe en el cromosoma R{pbx) tiene
los puntos de ruptura distales a §2:, o bien que es muy
pequeia y la fraccidn de récombinaci§n mitbtica inducida

en la inversidn no es detectable en nuestros experimentos.
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TABLA 26

Frecuencia y tamatio de los clones y y §_tf aparecidos en moscas de
constitucibn genética y/+3 mwh Sb63 '/R(pbx). FP comienzo de la pupacién.

horas hasta FP nfimero de Frecuencia/Abdomen Tamaiio

desde la irradiacién abdbmenes . y sp* y st
0-24 50 1,11 0,40 3,5 356
24-48 34 1465 0,68 3,8 2,7
48-72 65 2,05 0,83 353 344
96~120 23 1590 0,51 3,4 345
Potal 195 1,71 0,61 3,5 3,6
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DISCUSION
1) La funcibn del sistema bithorax.

Los genes comprendidos en la serie pseudoalélica bi-
thorax,controlan caminos especificos de desarrollo de los seg-~
mentos mesotoricico,metatoricico y primero abdominal de Droso-
phila melagonaster. Mutaciones en cualquiera de estos genes, -
resultan en la aparicién en un segmento o subsegmento, de las

estructuras tipicas de otro.

La delimitacibn en subsegmentos es,en algunos casos,
muy clara. Por ejemplo, la mutacidn 253 conduce a la traﬁsfor—
macidén de las células de la parte anterior del metatbdrax en -
las de la parte anterior del mesotdrax, pero no afecta en abso
luto (salvo en combinaciones genéticas que descubren el efecto
polar de 253 sobre be+) a las células de la parte postericr,
estableciéndose una clara delimitacibn entre las células ante-
riores, transformadas en mesotdrax y las pesteriores, no trans
formadas, e indicando que el producto normal del gen bithorax
no es necesario en la parte posterior del metatdrax. De la mis
ma forma, la mutacidén pbx conduce a la transformacion mesotora
cica del metatdrax posterior, pero no afecta al metatdrax an-

3

terior. Ademas, ni bx” ni pbx afectan al desarrcllo normal del

g

primer scgmento abdominal, gque necesita la presencia del pro~
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ducto normal de bithoraxoid.

Asi pues, parece ser que.existen tres productos, atri

buibles a bx+, pbx+ Yy bxd+, cada uno de los cuales es necesario

para el desarrollo normal de tres regiones especificas, metatd
rax anterior y posterior y primer segmento abdominal. Sin em-

bargo; a pesar que.los productos de estos genes ejercen una ac
cibdn especifica en diferentes regiones, su sintesis parece ser

controlada de forma comin a todos ellos.

En primer lugar, la mutacidén bxd manifiesta un claro
efecto polar sobre be+, y ademis este efecto polar se suprime
por mutaciones como su (Hw)z,que suprimen el fenotipo de bxd -

(Lewis 1.963), sugiriendo que los productos de bxd' pbx’ se
g q P y

transcriben, probablemente por medio de un RNA mensajero comin,
y se traducen juntos. Por otro lado, también algunas combinacio
3 o ! + -
nes del mutante bx” manifiestan efecto polar sobre pbx , sugi-
riende también una sintesis coordinada de ambos productos géni

1 130

cos. Ademds, las mutaciones en Ubx~ & Ubx impiden la funcidn

de los alelos normales de bx, pbx 8 bxd en cis. E1 hecho de que

esta inhibicibn afecten tanto a los genes colocados a la dere-

cha como a la izquierda de Ubx’ & Ubx 30 es diffcil de explicar

en términos de efecto polar debido a la falta de traduccidn de
los genes situados a la derecha del mutante en un RNA policis-

. . + . o
trénico. Probablemente las mutaciones en Ubx' actlian impidien-~
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do la transcripcidn del todo el sistema de tal forma que no -

1

parece ningin producto traducible de bx", bxd® & pbx+. El ani-

lisis clonal de la homozigosis para Egzi (ver Seccibén D) revela
que el fenotipo belebx1 es idéntico al de la triple combina-
cidn mutante de bx, pbx y bxd, no detectandose ninguna caracte
ristica especificamente atribuible al loéus.ng y sugiriendo -
que no existe un producto gé&nico ERE: sino que su funcibn seria
la de permitir la sintesis de los productos éénicos de 251, -

pbx+ y bxd'.

En el operdn de la lactosa, se creyd primeramente -
(Jacob y Monod 1.961la) que el sitio de iniciacidn dd 1la trans-
cripcidn era el mismo operador. Asi, a algunas mutaciones que
rebajaban el nivel de transcripcidn, se las 1llamd operador ce
ro (0°). Posteriormente (Jacob, Ullmann y Monod 1.964), se -
descubrieron mutaciones en el operador que no rebajaban el ni
vel de transcripcian y =se postuld un sitio especifico de trans
cripcibén, B1 "promotor", localizado junto al operador, pero en
un locus diferente. Posteriormente, Scaife y Beckwith (1.966)
ﬁan encontrado varias mutaciones en este locus. La posicibn -
del "promotor" es a la izquierda del locus del operadcer (Miller

et al. 1.968).

Probablemente las mutaciones del tipo de Eﬁﬁi' re~

presentan situaciones parececidas a las de la mutacidn en un -
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"promotor" de un operdn bacteriano. Sin embargo, y a diferen-
cia del "promotor" de E. coli, el gen Ubx no estld localizado -
al comienzo de la serie, sino que deja a su izquierda a los lo
ci de bx y Cbx y a la derecha a bxd y pbx y suéiriendo gue en
el caso de ser el locus Ubx donde se inicia la transcripcibn,

esta se verificaria en sentidos opuestos a partir del comienzo.

La mutacibén Cbx, que mapea inmediatamente a la izquier
da de Ubx, presenta de forma dominante un fenotipo que resulta
ser el reciproco al de las mutaciones en bx y pbx, transforman
do las estructiuras del mesotbébrax en las del metatbdrax. Es inte
resante hacer notar que a pesar del cafacter dominante dé la -
mutacidnyla deficiencia heterozigdtica para el locus de QEE: -
no presenta fenotipo Cbx, indicando que la mutacidén Cbx no equi
vale a la faltia de EEE:v sino que realiza una funcidn especifi
ca. Ademds, por andlisis clonal, hemos visto que la combinacibn

DfllS/belBO,que apagrentemente representa la falta de funciodon

total del sistema bithorax, no produce ningln tipo de transfor
macibén en el mesotdrax, indicando que muy probablemente no -

existe funcidn del sistema bithorax en el mesotdrax, a pesar -
de que se requiera la funcibn de un Cbx+'para el normal desa-

rrollo mesotorficico. Estos resultados sugieren gue Cbx' esti -
relacionado con la represidn de la funcibdn de los genes del -
sistema bithorax en el mesotdrax. La condicién mutante, por lo

tanto, llevaria a la derrepresidn de esta funcién. Por otro 1la
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do, el hecho de gque algunas mutaciones en cis con Cbx, como «

3

bx” Cbx/+ & Cbx bel/+ supriman el fenotipo de Cbx,indica que

este fenotipo es probablemente debido a la funcidn de los genes
estructurales en cis, apoyando la hipbtesis de que Cbx represen
ta una mutacidn constitutiva del operador que conduce a la de-

rrepresidn de la funcibén de los genes estructurales.

Asi pues, la transformacidn producida por Cbx es de-
bida a la expresibn en el mesotdrax de la funcidn del sistema
bithorax, donde normalmente estarfa reprimida. De esta forma,
la serie pseudoaléiica bithorax estaria organizada funcional-
mente de forma similar a los operones bacterianos. Existirfan

. , + .+ + .
varios genes estructurales, bx , bxd y pbx , junto con otros

gue controlan la expresidn de estos estructurales. Uno de ellos,
be+, estaria relacionado con la.iniciacibén de la transcripcidn
al modo de un "promotor" y otro Cbx " réprime la funcibn de los
estructurales en cis, probablemente reconociendo el producto -
represor de un gen regulador, como en c¢l caso del operdn de la

lactosa de E. coli (Jacob y Monod 1.96la,b).

Lewis (comunicacidn personal) supone que la mutacibn
R(pbx) representa una mutacidén hipomdérfica de un gen regulador.
Los datos obtenidos por nosotros de gue la penetrancia de -
R{pbx) cuando se enfrenta con Cbx tiene valor cero, apoyan es

ta hipdtesis, ya que la falta de producto del regulador no ten
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dria influencia sobre un -sistema en condiciones constitutivas
debidas a 255. Sin embargo, varios otros datos estin en contra
diccibén. En primer lugar, la mutacidn R(pbx) sblo produce, en
las condiciones de mixima expresibén, un fenotipo Pbx y no afec

ta a bx & bxd' sugiriendo que el finico gen regulado es pbx y

segln hemos visto, todos los datos hacen'pensar que la sinte-
sis de BEJ’EEQ y pbx, se realiza de forma coordinada y:se sin
tetizan todos los productos génicos simultineamente y es difi-
cil explicar el porgué en este caso sblo se detecta la falta -
de be+. En segundo lugar, hemos visto (Seccidn B) que en com-
binaciones genéticas que llevan los genes del sistema bithorax
a otro cromosoma, la penctrancia del carlcter B(ébx) es muy ba
ja, indicando que la expresibn de este cardcter mutante requie
re la presencia de los alelos del sistema bithorax en su posi-
cidén normal en el brazo derecho del tercer cromosoma. Como ade
m&s, la mutacidn R(be) estd asociada a una inversibn en el bra
20 derecho del tercer cromosoma, es posible que esta mutéci6n
represente un caso extremo de inhibicidén funcional debido a de
ficiente apareamiento de los cromosomas hombdlogos. Seria otro
ejemplo de "efecto trans" descrito por Lewis en 1.955. Se pue-
de especular con la posibilidad de que el punto de ruptura pro
Ximal estuviera situado entre bxd y pbx y se impediria el apa-

- [ J .
recamiento unicamente en pbx.
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En condiciones normales, el sistema bithorax funcio-
na en el metatdrax y en el primer segmento abdominal, pero no
funciona en el mesotbdrax. Esto indica que algin tipo de induc-
tor debe existir que impide la represibn de EEE: en el metatd-
rax y primer segmento abdomina;, bien directamente 8 bien me-
diante la combinacidn de un producto genicorepresor. No hay, -
hasta el momento, ninguna evidencia experimental de la presen-
cia de este inductor. Sin embargo, algunos tipos de tratamien-
tos experimentales aplicados durante el estadio blastodérmico,

producen fenocopias de bithorax y postbithorax (Gloor 1.947, -

Henke y Maas 1.946, Capdevila, no publicado). Estas fenocopias

no pueden interpretarse como una inhibicidén de la capacidad de

sintesis de los geneé bx ' v pbx ya que la funcidén de estos ge
nes parece ser continua a lo largo de casi todo el desarrcllo
y resulta dificil explicar pérqué las fenocopias sblo se detec
tan en los tratamientos aplicados en el blastodermo y no poste
riormente y ademas,porqué la continua funcidn de los genes Ezi
y pbx+ no salvan la inhibicidn producida durante el corto pe-
riodo de tratamiento (10 minutos). Se puede especular gue e¢s-
tos tratamicntos afectan a la funcidn de un inductor presente
en el blastodermo, que normalmente desencadenaria la funcibn -
de estos genes mediante la eliminacidn de la represidn debida
a Cbx’ en las células presuntivas del metatbérax. Este inductor

no existiria en el mesotbrax donde la funcidn del sistema bi- _

thorax permaneceria bloqueada. La falta dé este inductor en el .
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metatdrax, debida al tratamiento con eter, permite que cbxt -
continlie reprimiendo en este segmento la sintesis de los produc

tos de bx" N pbx+,dando lugar a la fenocopia.

2) La expresibn génica en los mutantes de sistema bithorax.

Las tpansformaciones homeibticas producidas por las
diveréas combinaciones mutantes del sistema bithorax manifies-
tan en algunos casos una expresividad total, esto es, todas las
células del segmento 8 subsegmento manifiestan la transforma-
cibn, y en otros casos manifiestan una expresividad parcizl, -
en los cuales el genotipo mutante solamente se manifiesta en -
una fraccibn de las células. Los resultados obtenidos en el -~
andlisis genltico (Seccibén B) indican que algunos de estos mu-
tantes se pueden considerar como hipomorfos, es decir, produ-
cen una cantidad insuficiente de producto normal que conduce a
la aparicidn de un'fenotipo de expresidn parcial. El anélisis
de estos fenotipos, revela gque la expresividad es variable de-
pendiendo de las regiones del segmento & subsegmento afectado
y estd de acuerdo con observaciones sobre otros mutantes homeid
ticos. Las causas que conducen a esta expresibdn fenotipica di-
ferencial permanecen desconocidas por el momento. Pueden exis-
tir diferencias regionales e¢n la actividad del gen responsable

6 bien los requerimientos del producto génico normal pueden -
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ser diferentes en cada una de las regiones.

Posthlewait y Schneiderman, 1969, 1.971, han llevado

a cabo un anllisis clonal del mutante Anntennapedia, que trans

forma con expresidn variable las extructuras de antena en pata,
con oﬁjeto de conocer 1la fenoménologia celular de la expresidn -
génica variable de este mutante. Concluyen que el cambio homeid
tico estid ligado a un cambio en'la determinacidn, que ocurre -
en grupos de células del disco mutante en un momento especifi-
co, a partir del cual los descendientes heredan esta determina
cibnjyde forma que ée producen dos linajes celulares separados,
uno compuesto de célu;as presuntivas de antena y otro de célu-
las presuntivas de pata. E1 cambio homeidtico va acompafiadc -

del disco mutante por un mavor ritmo de divisidn celular.

.

Los resultados obtenidos por nosotros (Seccibdn C) en
el andlisis clonal del mutante CBx, no se puede explicar segin
esta hipbétesis. En primer lugar, no se ha encontrado evidencia
de separacidon clonal entre las estructuras de ala y halterio -
en Cbx, ya que se han encontrado clones que engloban ambas es-
iructuras en todos los estadios examinados (excepto cn edades
muy cercanas a lé pupacidn donde el pecquefio tamafio del clon ha
ce muy difficil definirse por el tipo de estructuras diferencia
das) y si existe un momento de determinacidn este seria wmuy al

final del desarrollo. Sin embargo, si esto fuera asi, la cuti-
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cula mesotorécica de Cbx 'se presentaria como un mosaico de pe-
queﬁos grupos celulares diferenciados en halterio § ala y dis-
tribuidos por toda la cuticula y lo que sucede es que en algu-
nas regiones la manifestacidn del caricter halterio es total -
(por ejemplo la parte posterior), sugiriendo una determinacibn
temprana, y en otras se encuentra gran cantidad de mosaicismo,

.

sugiriendo una determinacibén tardia.

Estos resultados indican que a diferencia del caso -

de Antennapedia, en el caso de Cbx no se detecta un momento es

pecifico de determinacidn que separe de ferma irreversible dos

diferentces linajes celulares.

En segundo lugar, el ritmo de divisién no parece ju-
gar un papel en el caso de la transformacidn homeibtica, ya -
gue el tamanio de los clones que engloban estructuras de ala Yy

en
los de halterio, es igual y aﬁn’fos gue engloban ambas estruc-
turas, ¢l tamano relative de la zona de halterio y ala eé al -
azar. En este punto hay gue hacer notar que en los experimen-
tos de Posthlewait y Scheneiderman no se valora el crecimien-
to de las regiones de pata y antena del disco mutante y su con
clusidn se deriva del aparente mayor nfimero de divisiones celu
lares que preseunta el disco mutante en relacidn con eludisco -

normal en los estadios finales de desariollo.



Nuestra interpretacidn de la expresividad parcial de
Cbx se apoya en los datos obtenidos en el andlisis genético -~
del mutante. Como hemos visto, esta mutacidn conduce a la fun-

cidn de los genes bithorax y postbithorax en el mesotdrax, con

lo cual éste se transforma, con expresidn variable, en metatd-

rax. Sin embargo, el grado de funcibn de bx+ y pbx+ en cis con

Cbx no alcanza el nivel normal, como se deduce de las transfor
maciones de metatédrax en mesotbrax que producen las combinacio

nes de Cbx. en trans con los alelos mutantes de Ultrabithorax y

con la Dfil5. Esta hipofuncidn de bxt y pbx+, da lugar a gue -

la transformacibén homeibtica producida por Cbx, presente una -
expresidn paréial y solamente una fraccibdn del blastema mani-

fieste el caracter mutante. Seghn esta hip&tesis, la expresidn
del fenotipo Cbx depende del nivel de producto génico de 25: y
be+, presente en cada una de las células del disco al final -
del desarrollo. Esta interpretacién estd apoyada ademids por -
los resultados obtenidos en los experimeﬁtos expuestos en la -
Seccidbén D, donde se muestra que la normal determinacibn de las
células dec halterio puede cambiarse experimentalmente hasta -
edades muy cercanas al final del desarrollo del disco eliminan

. +
do el producto génico de bx

. Esta hipbtesis ademéis, explica -
la razdn de la falta de clonalidad de la expresibn mutante, ya

gue esta no depende de un particular linaje celular, sino de -
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la presencia, en cada una de las células, de un nivel basal de

productos de bx"’ v pbx+.

Esta interpretacidn, sin embargo, no explica porqué
la expresividad varfa en las diferentes regiones, aunque es PO
sible que el nivel de actividad génica o _los requerimientos ce

lulares muestren diferencias especificas de regidn.

3) Respuesta celular al cambio en la informacibn genética.

Determinadas variaciones genéticas (mutantes homeid-
ticos), fisioldgicas (transdeterminacibdn) o tratamientos expe-
rimentales (fenocbpias), interfieren con los procesos de deter
minacidn celular. Todas estas variaciones, sin embargo, afec-
tan al comportamiento de todo un blastema o una fraccidn de &1,
sin ninguna indicacidn de cdmo estas variaciones se ‘expresan -

en cada una de las. células afectadas.

La técnica de recombinacidn mitbtica inducida median
te rayos X nos ha permitido valorar la respuesta de cé&lulas -~
ajisladas al cambio en la informacidn genética producido por va

rios mutantes howmeidticos del sistema bithorax.

Los experimentos descritos en la Seccidon D, revelan
que el cambio genétice va acompafiado por un cambio en el com-

portamiento celular que se manifiesta en todas las células des
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P e v e

cendientes de la que ha sufrido el cambio genético. Este cam-
bio en las propiedades celulares, asociado con el cambio gené&-
tico, da lugar a la adquisicidn de un nuevo estado de determi-
nacidén en las células afectadas. Estos resultaaos permiten con
cluir gue la expresidn del estado normal de determinacidn re-
quiere la presencia, en cada una de las células, de productos
génicos especificos. Estatdependencia se mantiene durante la
mayor parte del desarrollo del disco excepto en los estadios -
finales, en los cuales el cambio genético mno se acompaifa pof -
un cambio en la determinacidn. Este hecho,perdurabilidad, pare
ce ir asociado a la fenomcnologia del cambio de la determina-
cibdn. Asi, se ha  encontrado (Garcia-Bellido y Merriam 1.97lc;
Santamaria, Morata y Garcia-Bellido, en preparacidén) que varia
bles genéticas que afectan a la determinacidn tricoma-queta, -
manifiesten perdurabilidad cuandovel cambio genético se induce
al final del desarrollo. Los mismo Sucede en el caso del mutan
te homeidtico engrailed (Garcia-Bellido y Santamaria 1.972).
En todos estos casos el fenbmeno esta ligado con la presencia
0o ausencia de'determinados productes génicos, indicando que a
partir de un determinado momento, estos productos, gue son ne-
cesarios para los procesos de determinacidén, no son ya requeri
dos (han ejercido su funcibn) y lac células muestran una rigi-

da determinacidn que conduce de forma irreversible a un camino
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especifico de desarrollo; El momento en que estos genes dejan
de ser necesarios puede ser variable en los diversos tipos ce-
lulares, asi, la éparici6n de los tricomas mesotoricicos mani-
fiestan mayor perdurabilidad que las quetas mesotoréicicas, su-
giriendo unos reguerimientos diferenciales de productos géni-

cos para ambas estructuras.

El cambio en la determinacidn producido por los mu-
tantes homeibticos se expresa en la adquisicidn de las propie-

dades tipicas del nuevo estado. En el caso del mutante engrai-

led, Garcia-Bellido y Santamaria (1.972) han mostrado cbmo las
células de la parte peosterior del disco mesotoréicico muténte -
crecen durante todo el desarrollo de forma similar a las de la
parte anterior del disco, mostrando en disociados, afinidades

especificas con ellas. Asi pﬁes, la falta de un producto géni-
co especifico conduce a la expresidn de un nuevo estado de de-
terminacidn. El andlisis llevado a cabo por nosotros en el ca-
so de la transformacibdn producida por los mutantes_hﬁz Yy pbx,

lleva a la mismwa conclusibdn. Como hemos visto, (Seccibén C), ecl

nimero de cé&lulas al principio del desarrollo del disco metato

ridcico mutante para b

Yy pbx es el mismo que el del disco me-
sotorécico normal, gue es aproximadamente 4 veces mayor que el
ntmero de células del disco metatoricico normal. Este resulta-

do indica que el cambio genético debido a la mutacibén en bitho-
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rax y postbithorax condiciona el desarrollo del disco desde el
comienzo y durante todo el desarrollo posterior, ya gue como =~
se ha visto, el crecimiento del disco metatoricico mutante pa-
ra 253 y pbx es idéntico al del disco mesotordcico normal. Asi
mismo, los clones homozigbticos bx3/bx3 que aparecen en el me-
tatbrax normal de moscas bx3£+ adquieren.las propiedades tipi-
cas del mesotéréx, manifestando unas afinidades celulares dife

rentes de las del metatbdrax y dando lugar en Bus descendientes

a la aparicidn de los patrones tipicos mesotoricicos.

De lo anteriormente expuesto, surgen dos conclusicnes;
1) los mecanismos responsables de la determinacibn operaﬁ a ni
vel de células aisladas, la suma de cuyas propiedades define -~
el estado de detecrminacibdn de un blastema, y 2) los diferentes
estados de determinacibén de un blastema parecen depender de la
presencia o ausencia de productos génicos especificos durante

la mayor parte del desarrollo,

La respuesta cclular al cambic de la determinacidan -
muestra una serie de caracteristicas que orientan sobre proce-
s0s que operan en las sucesivas etapas de determinacibén. Hemos
visto (Seccibén D) que el tipo de estructuras mesotoricicas di-
ferenciadas por los cloncs homozigdticos para 252 gue aparecen
en el mectatbdrax estid condicionado por la regidn meﬁatorécica -

donde se lucaliza el clon, estableciéndosc una homologia entre



regiones mesotoricicas y metatorfcicas. Las mismas relaciones
de homologia se encuentran en el caso de la transformacidn in-
versa a la anterior (transformacidn de mesotbdrax en metatdrax)
producido por el mutante Cbx. Estos resultados indican la pre-
sencia de una serie de restricciones en las posibilidades pros
pectivas de las cé&lulas y sugieren la. existencia de una serie
de propiedades especificas de las diferentes regiones del dis-
cogy que conducen a caminos cada vez mas restringidos de desarro
llo. Estas propiedades regionales delimitarian los sucesivoé -
estados de determinacibn ybhan sido puestas de manifiesto, lo
mismo en experimentos de transplantacidén y cultivo de fragmen-
tos de disco (Hadorn y Buck, 1.962) gque mediante andlisis clo-
nal (Garcia-Bellido y Merriam 1.971la; Ripoll 1.972; Garcia-Be-
llido, Ripoll y Morata en prensa). Las relacciones de homologia
entre diversas regiones del metatdrax y mesotdrax se pueden ex
plicar suponiendo que algunos de 105 facteres gue controlan el
normal desarrollo de algunos segmentos son comunes y conducen

a propiedades similares en las regiones hombdlogas.

4} Herencia celular de la determinacibn.

E1l andlisis experimental del estado de determinacidn
en los discos imaginales mediante las técnicas cllsicas de -
trensplantacidn y cultivo (Hadorn 1.965; Gehring 1.966a) reve-

la que egte estado es esencialmentle estable y ha permitido de-



finirlo -en funcidn de las propiedades de diferenciacidén prospec
tivas gue manifiestan las cé&lulas de los diferentes discos o -

diferentes regiones de un mismo disco.

LLa estabilidad de este estado de determinacidn, atn
después de muchas generacioneslcelulares en cultivo, indica -
gue la determinacidn se hereda de una generacidn celular a -
otra y las c&lulas estln de forma irreversible (excepto cuando
se da el fenbdmeno de transdeterminacibn) condicionadas en un -~
particular camino de desarrollo. Sin embargo, hemos visto a lo
largo del presente.trabajo gque el mantenimiento del estado de

determinacidn estid condicionado por la presencia de una serie

de productos génicos como son los de bithorax y postbithorax -

(gque controlan el normal desarrollo de las estructuras metato-

ricicas), bithoraxoid (que controla el normal desarrollo del -

primer segmento abdominal), engrailed, cecute, achaete, etc. de

tal forma que la falta de cualguiera de estos productos génicos
da lugar en las células afectadas a la adquisicidn de un nuevo
estado de determinacidn. Es decir, la herencia de la determina
cidén esté& condicionada por la presencia, en cada generacidn ce
lular, de estos productos génicos. Esta conclusidn implica que
la determinacibdn no es un proceso irreversible, ya que depende

del genotipo funcional de las células.
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Sin embargo, existe un momento a partir del cual el

genotipo celular no afecta a los procesos de determinacidn. He

3

mos visto que el cambio genético de bx3/+ a be/bx , inducido

después de 8 horas antes de la pupacidn no afecta a la diferen
ciacidn prospectiva de las células, que no manifiestan la trans
formacidén homeibdtica. Este fendmeno de perdurabilidad ha sido
descrito también en otras variaciones genéticas que afectan al
proceso de determinacidén (Garcia-Bellido y Merriam 1.97lc; Gar
cia-Bellido y Santamaria 1.972; Santamaria, Morata y Garcia«ﬁg
llido, en preparacidbn) e iﬁdica gue a partir de cste momento,
las ctlulas estin ya rigidamente determinédas ¥y no es posible
cambiar su diferenciaéién prospectiva. Solamente en este caso
se puede concluir que una c&lula esti determinada y' transmiti-

ri esa determinacibn a sus descendientes.

El mecanismo mediante el cuai estos productos géni-
cos conducen a la expresidbn de un estado de determinacibdn no -
estid totalmente explicado; sin embargo, hemos visto que su fun
cién parece consistir en la activacibn de un grupo de genes -
responsables de una serie de propiedades celulares que en cou-
junto definen un estado de determinacibn. La expresidn de es-
tas propiedades celulares requiere continuamente la presencia
del producto génico inductor. Estos productos génicos actuarian
por consiguicnte comoﬁselectores“ de la funcidn de otro grupo

especifico de genes,"realizadoresY responsables de cada una de
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las propiedades celulares.

Esta hipbtesis estid apoyada por el anilisis de la -~

funcidn de los genes bithorax y postbithorax en el segmento me

sotoracico. Estos genes en circunstancias normales no funcionan

en este segmento. Cuando, debido a la mutacidn Cbx, aparecen -

en el mesotbdrax los productos de bithorax y postbithorax, las
células de este.segmento adquieren las propiedades y diferen-
cian las estructuras tipicas de metatdrax, es decir, la adqui-
sicidn de estas propiedades (debida a la funcibén de los genes
realizadores) se deriva de la presencia de los productecs géni-

cos de bithorax y postbithorax.

El hecho de que la transformacibn debida a €bx mues-

tra expresividad parcial (debida a la hipofuncidn de bx y pbx+

en cis) es interesante en este contexto, ya que como hemos vis
to, se pueden detectar clones gue engloban estructuras de hal-
terio y ala iniciados en cualquier estadlo de desarrollo, indi

cando que no cxiste un suceso de determinacidn para halterio o

ala, o bien, que este fendmeno es reversible y puecde cambiar

deruna generacidn celular a otra dependiendo de la cantidad,

en cada una de las células,del producto génico de bithorax o -

postbithorax. Por consiguiente, la hipofuncidn de¢ estos genes

hace que en el caso de Cbx no exista una determinacidén celular

hercdable para ala.o halterio.
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Estos resultados indican qgue el concepto de determi-
nacibén tal como cladsicamente se ha definido a partir de los ex
perimentos de transplantacibn y cultivo, no tiene validez a ni
vel genético ya gque, en estos experimentos, la herencia celu-~
lar que manifiesta el estado de determinacibn se debe a que el
genotipo funcional permanece invariado y estln presentes en ca
da una de las células los productos génicos selectores que dan
lugar a la funcidn del equipo de genes responsables de cada -~

una de las propiedades que en los experimentos clésicos de -

transplantacién y cultivo definen un estado de determinacidn.

Estos productos génicos selectores son los que'permi
ten la aparicidn de sucesivos estados de determinacibn. Asi, -
los genes del sistema bithorax dan lugar a la funcidn en el me
tatdrax de un equipo génico diferente del que funciona en ¢l -
mesotdrax, engrailed da lugar a la funcidn de un equipo génico
especifice en la parte posterior de los segmentos torlcicos, -
difercente del gque funciona en la parte anterior, los productos

génicos de scute y achacte, dan lugar a la funcidn de los ge-

nes que controlan la formacidbn de guetas por una fraccidn de -
las células de los discos, etc. Probablemente existen otros -
productos génicos de este tipe que no son conocidos en forma -

mutante.
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Asi pues, podenmos concluir que la definicibén experi-
mental del estado de determinacidn, no es sino la visualizacibn
de una serie de propiedades, presentes en determinados grupos
celulares, debidas a la funcibén de un equipo génico especifico.
La actividad de este grupo especifico de genes estd inducida -
por la presencia de otros productos génicos como los de bitho-

rax o engreiled que actuarian como selectores.
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RESUMEN_Y_CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se han analizado las caracteris
ticas del desarrollo y determinacién celular de los segmentos me
sotoricico, metatorficico y primer segmento abdominal de Drosophi
la, y la relacién de los procesos de desarrollo de estos segmen-

tos con los productos génicos de la serie bithorax.

En primer lugar (Seccibn A), se describen las estructu
ras cuticulares que se diferencian en estos segmentos y se estu-
dian mediante anflisis clonal los parimetros de crecimiento de ~
las estructuras presuntivas de estas diferenciaciones cuticulares
(discosimaginales), tales como ritmo de divisién celular, mimero
de divisiones celulares, ndmero de células al principio y al fi-
nal del desarrollo, etc. En el caso del disco metatoricico, este
anflisis ha sido realizado por primera vez en el presente traba-
jo, encontrindcse que su crecimiento es muy similar al del disco
mesotoricico, manifestando un ritmo de divisién celular de 9,4 -
horas/ciclo, iniciando el desarrollo con 12 células y termirnando
con 5.,000-6,000 células y realizfndose aproximadamente 9 divisio

nes cclulares,

En el segundo apartado (Seccifn B), se han estudiado ~
las caracteristicas de varios mutantes pertenecientes a la serie

bithorax, que interfieren con la normal determinacién de estos -

WIS NS
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segmentos. La organizacién funcional del sistema bithorax es en
varios aspectos muy similar a las de los operones bacterianos,

Se han caracterizado y analizado genéticamente mutaciones en ge-

nes estructurales como bithorax (h&s), bithoraxoid (bxd) y postbi-

thorax (pbx) y en varios tipos -de genes reguladores de la funcidn

13C
de los estructurales como Ultrabithorax (be1 y Ubx 3 ), Contra~

bithorax (Cbx) y Regulador de postbithorax (R(pbx)), obteniéndo-

se como principales conclusiones:

1) Las mutaciones 259 bxd y pbx muestran diversos gra-~
dos de hipomorfismo,. 253 es casi totalmente amorfa, mientras bxd
¥y pbx son mutaciones claramente hipomérficas. Los mutantes g§3 y
+

bxd manifiestan efecto polar sobre pbx Este efecto polar, sin

. . NP . +
embargo, solamente produce una inactivacién parcial de pbx .

2) Las mutaciones bel y be130 manifiestan efecto po-

lar en dos sentidos, afectando la funcién tanto de los genes co-
locades a su derecha como de los colocados a su izquierda. En el
.1 } . .
caso de Ubx , el efecto polar produce una inactivacién total de
. +
los alelos normales de los genes colocados a su derecha (bxd y
+ . . . . + : .
pbx ) y una inactivacibén parcial del alelo bx colocsdo a su iz

quierda, La mutacidn 23;130

Sl AR W

da lugar a la inactivacién total de

todos los genes conocidos de la serie,

3) La mutacibén Cbx da lugar a la sfntesis de los pro-
ductos génicos del sistema hithorsx cn el segmento mesotoricico,
" SN RN ST
donde nermalmente no son sintetizados. Este efecto es independien

. 4
te del ndunero de dosis de Cbx  presentes,
TRk girad -
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4) La expresividad parcial del genotipo Cbx en el seg-
mento mesotoricico es debida a una hipofuncién de los genes es-

tructurales en posicién cis.

5) La mutacién R(pbx) no es una mutacién en un gen re-
gulador, Los datos obtenidos en el presente trabajo indican que
probablemente se trata de un nuevo ejemplo de efecto "trans®" del

tipo de los descritos por Lewis, 1.955.

6) La falta total de funcién del sistema bithorax sola
mente afecta el desarrollo de los segmentos metatoricico y pri-

mer segmento abdominal,

En el tercef apartado (Seccibén C) se ha estudiado me-
diante anflisis clonal las propiedades de las células de varios
discos imaginales que muestran transformaciones homeidticas debi
do a algunas combinaciones mutantes del sistema bithorax, obtc-

niéndose como principales conclusioness
1) Las propiedades de las células de los discos imagi--
nales que sufren la transformacibn homeiltica son idénticas a las

de las células de los discos cuyas estructuras repiten,

2) En el caso de los genes bitborox y postbhithorax, su

funciln controla el desarrollo del disco metatoricico desde el -
periodo de la formacién del blastodermo, siendo éste el ejemplo

de funci&n mis temprana cenocida cn los genes morfogenfticos.
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3)'En el caso de transformaciones homeibticas de expre
'sién parcial, como la debida a la mutacién Cbx, la diferenciacién
de un grupo de células manifestando el fenotipo mutante y otro -
grupo manifestando el fenotipo normalyno se debe a un suceso de
determinacién que separe ambos grupos celulares en un momento -
del desarrollo, sino que depende del nivel presente en cada una
de las célﬁlas y al final del desarrollo, de los productos géni-

cos que controlan la transformacién,

En el cuarto apartado (Seccién D), se ha estudiado me-
diante anflisis clonal la respuesta de células aisladas a un cam
bio en la informacidn genética del sistema bithorax y cémo este
cambio afecta al éstado de determinacién que posefa previamente

la cflula. Las principales conclusiones son:

1) El mantenimiento de los estados de determinacién tf
pices del disco metatorfcico esti condicionado por la presencia,
en cada una de las células, de los productos génicos de bithorax

¥y postbithoraz. El producto génico de bithoraxoid es requerido a

su vez por las cflulas del primer segmento abdominal. La sustity
cibn del alelo normal por el mutante, de cualquiera de estes ge~
nes, se expresa en la cflula afectada y en sus descendientes me-
diante la adguisicibn de un nuevo estado de determinacién. Esto

indica gue la herencia celular de la determinacién estf condicigo

nada por la presencia de productos génicos especificos.

2) Los productes génicos de bithorax y postbithorax =

son nccesarios durante la mayor parte del desarrollo excepto deg
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de 8-16 horas antes del comienzo de la pupacién. A partir de es-
te momento el cambio en la informacién genética no se expresa en
un cambio en la determinacién de la célula afectada y existe una

rfgida herencia celular del estado de determinacién.

3) La informacién genética previa que posefa la célula
condiciona decisivamente su comportamiento posterior al cambio -
genético, definiendo el tipo de estructuras que esta célula y -

sus descendientes pueden diferenciar,

4) La expresién de la nueva informacién genética con-
siste en la aparicién en la célula afectada de las propiedades =
tfpicas de un nuevo estado de determinacién, Asf, el cambio de -

bx3[+ a bxs/bx3 se expresa en la célula del metatbrax anterior -

mediante la adquisicién de las propiedades de las células del me
sotbrax anterior, Algunas de estas propiedades tales como afini=-
dades celulares o formacién de patrones morfol8gicos pueden visgg‘

lizarse cxperimentalmente,

5) Se discute ¢l concepto clfsico de determinacifn a la

luz de este anflisis genético,
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Fotografia 1.

Clones de los diferentes mutantes marcadores ce-
s 36 63 .
lulares utilizados, a) y, b) £°°, «c¢) Sb -, d) Ki,

e) mwh jv.
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Fotografia 2.

Mutantes del sistema bithorax. a) bXBZbXB,

3 pbx/bx3<gbx,

b) pbx/pbx, ¢) la doble combinacidn mutante bx

d) bel£+, e) Cbx.
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Fotografia 3.

Demostracién del efecto polar de bx3 sobre be+:

a) Transformacidn del halterio de moscas de constitucidn

3

gendtica bx’ pbx' /Df 115. Obsérvese (flecha) la dé&bil trans-

formacidén en la parte posterior del halterio; b) Transfor-

macidn del halterio de moscas de constitucidn genética

bx?/Qp bxdloo bx’ Df 115. La transformacidn anterior debi-

do a bx3 desaparece debido a la presencia de un bx" en la
Dp bxdloo, pero no su efecto polar sobre be+. Obsérvese

(flecha) la presencia de la d&bil transformxidn posterior.
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Fotografia 4.

Transformacidn inducida en el mesonotum de moscas

l30: a) E1 notum mesotorici-

3

co normal y el metatoracico debido a bx

de constitucibdn gen&tica bx> /Ubx

son exactamente
iguales; b) Por anomalias en el desarrollo, a veces se pro-

duce una fusibn cambial entre los segmentos mesotorlcico y

130

metatoricico de las moscas bx3/be . En este caso, el he-

minotum de la izquierda es de origen metatoricico y el de la
derecha es mesotoricico, formandose a partir de células de

diferentes discos imaginales un notum perfecto.
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Fotografia 5.

Diferentes grados de expresividad del genotipo
Cbx entre a) que transforma todo el ala en halterio has-
ta d) donde solamente se transforma la parte posterior

del ala.
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Fotografia 6.-

3

Diferentes tipos de clones RxB/bx aparecidos en

el halterio de moscas de constitucidn-gen&tica Df(1) sc8;

stcJ4 ﬁpbxdloo red bx3/mwh jv bx3 que muestran transforma-

cidn hacia mesotd4rax: a) Quetas de la triple fila media;

b) Transformacibn en tricomas de ala. Obsérvese como el clon
se ha separado de las estructuras de halterio gquedando atra-
pado dentro del capitelum; c) Estructuras de ala distal ori-
ginadas élonalmente; d) Estructuras de mesonotum oriéina~

das clonalmente.






Fotografia 7.

Diferentes tipos de clones bel/bel aparecidos

en el halterio de moscas de constitucidn genética y/+; mwh

jv bel/Sb63 que muestran transformacidn mesotoricica:

a) Estructuras de costa; b) Ala posterior; «c¢) Triple fila

ventral; d) Placa humeral y costa; e) Mesonotum.
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Fotografia 8.

Diferentes grados de expresividad del genotipo
R(pbx)/+. Puede variar desde a) Que produce un pequefio gru-
po de tricomas mesotoricicos, hasta d) Que transforma toda

la parte posterior del halterio en parte posterior de ala.
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