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Resumen 

El desarrollo de metazoarios está regulado por la expresión coordinada de genes 

en el tiempo y el espacio. Esto hace que sea interesante el estudio de factores 

reguladores de la expresión génica que tienen funciones en el desarrollo. El gen 

blistered (bs) de Drosophila es el homólogo del gen que codifica en vertebrados para el 

Factor de Respuesta al Suero, un factor de transcripción con más de una función en el 

desarrollo. Se conocen algunas funciones de bs en el desarrollo de la mosca, y se sabe 

que hay una reserva materna de sus productos de expresión, la cual es depositada en 

los huevos durante la ovogénesis. En este trabajo se buscaron evidencias de una 

función temprana de bs generando embriones mutantes que además se desarrollaron a 

partir de una contribución materna mutante del gen, y se compararon la letalidad y las 

alteraciones morfológicas resultantes con las de embriones mutantes derivados de una 

contribución materna no alterada. Los resultados llevaron a concluir que bs es un gen 

que tiene, además de las conocidas, varias funciones en el desarrollo: a) una función 

temprana, que está dirigida especialmente por la contribución materna y se relaciona 

con la segmentación del embrión; y b) una función tardía, dirigida especialmente por la 

expresión de bs por el genoma del cigoto, relacionada con el cierre dorsal y la 

involución de la cabeza. 
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Abstract 

Development in metazoans is regulated by expression of genes in their proper 

time and space. This makes studying factors that regulate gene expression during 

development an interesting issue. The blistered (bs) gene in Drosophila, the homolog to 

the Serum Response Factor gene in vertebrates, is known to have more than one 

function during development. Some bs functions during fly development are known, and 

a bs maternal contribution has been noted, but not studied. Therefore, in this work, we 

studied the role of the bs maternal contribution during development. We generated 

embryos from a mutant maternal storage of bs; lethality and morphological phenotypes 

were analyzed and compared with those obtained from bs zygotic mutants. Results 

uncovered several new bs functions in development: a) an early function, directed 

primarily by maternal contribution regulating segmentation; and b) a late function, 

principally by bs zygotic expression, regulating dorsal closure and head involution. 
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I. Introducción 

Los procesos celulares que ocurren durante el desarrollo embrionario tienen 

como base cambios en los programas de expresión génica, que están modulados en el 

espacio y el tiempo por proteínas reguladoras (factores de transcripción) (Sanson, 

2001), y por esto su estudio constituye un tema importante para entender la dinámica 

del desarrollo. En este trabajo se caracterizó el papel del gen blistered (bs) de 

Drosophila melanogaster en procesos tempranos del desarrollo. Este gen codifica para 

una proteína homóloga al Factor de Respuesta al Suero, que es un regulador 

transcripcional de vertebrados (Montagne et al., 1996). Se sabe que bs se expresa en 

etapas muy tempranas del desarrollo, y que hay contribución materna de este gen 

(ARNm y proteína), contenida en el huevo desde antes de la fecundación (Affolter et al., 

1994; Guillemin et al., 1996; Montagne et al., 1996). Alelos mutantes de bs muestran 

letalidad embrionaria, la cual se ha explorado poco. Para entender cuál es la función de 

la contribución materna de este gen durante el desarrollo de Drosophila, se generaron 

embriones mutantes para bs a partir de huevos con una contribución materna también 

mutante. Esto se logró mediante la fecundación de hembras en las que se indujo la 

formación de clones de células germinales mutantes mediante la técnica de Chou y 

Perrimon (1996), de manera que los huevos generados a partir de estos clones 

contienen una contribución materna deficiente para bs. Se analizó el efecto sobre el 

desarrollo de una contribución materna mutante determinando la letalidad en etapas 

embrionarias, contando cuántos individuos de la progenie murieron como embriones; 

también se estudió qué alteraciones en la morfología externa del embrión se presentan 

en condiciones mutantes mediante la observación de cutículas. Además se hizo la 

comparación con los efectos en embriones mutantes desarrollados a partir de una 

contribución materna que no es mutante. Según los resultados, una mutación en bs 

genera: 1) letalidad en etapas embrionarias, la cual es mayor cuando la contribución 

materna también es mutante; 2) alteraciones que se relacionan con más de un proceso 

durante el desarrollo, y que en condiciones en las que la contribución materna también 

es deficiente, son más frecuentes aquéllas que muestran que bs tiene una función 

importante para la formación de segmentos en el eje antero-posterior del embrión. 
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II. Antecedentes 
 
2.1 Desarrollo embrionario 

Para el estudio del desarrollo embrionario, éste suele dividirse en distintas etapas 

tomando procesos particulares de relieve como referencia. Esta división, útil para 

describir el desarrollo embrionario, es sólo práctica y no natural, y no debe de perderse 

la perspectiva de que muchos de estos eventos se traslapan temporalmente (Campos-

Ortega y Hartenstein, 1997). Además, esta división ha permitido hacer comparaciones 

entre fenómenos que suceden en el desarrollo de especies distintas y se han 

encontrado algunas similitudes entre especies, lo que hace que las etapas generales en 

las que se divide el desarrollo embrionario, y que se describen a continuación, sean 

comunes a los metazoarios (Gilbert, 2003): 

2.1.1. Blastulación. Una vez que ocurre la fertilización, el cigoto se divide, y las células 

resultantes continúan con divisiones mitóticas seriadas para la generación de más 

células, los blastómeros, que forman la blástula. A partir de esta estructura, y por 

procesos complejos que involucran migración celular, se originarán las capas 

germinales. 

2.1.2 Gastrulación. Durante la gastrulación se forman las capas germinales, que son 

láminas de células que a su vez darán origen a las distintas estructuras del organismo 

maduro. Son tres capas: el ectodermo, del que se derivan las células que formarán el 

tejido nervioso y la piel; el mesodermo, que formará músculos, huesos, células de la 

sangre y riñones; y el endodermo, cuyas células constituirán los primordios del tubo 

digestivo, sus órganos relacionados y los pulmones. 

2.1.3 Organogénesis. Las células de las capas germinales pasan por fenómenos de 

diferenciación y migración, que después de un proceso de maduración, generan los 

órganos y tejidos diferenciados. 
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2.2 Drosophila melanogaster ofrece características que la hacen útil como modelo 
experimental para estudiar el desarrollo 

La regulación de los fenómenos celulares durante el desarrollo embrionario está 

dada por la expresión de un conjunto de genes y por las proteínas que codifican. 

Algunos de estos genes y proteínas tienen homólogos, tanto estructurales como 

funcionales, en distintas especies (Griffiths et al., 2000). La formación del eje dorso-

ventral ofrece un buen ejemplo: en Drosophila melanogaster, la mosca de la fruta; este 

eje se establece por oposición de gradientes de concentración entre Decapentaplegic y 

Short gastrulation, y en vertebrados, por la oposición de gradientes de concentración de 

sus homólogos, BMP4 y Chordina, respectivamente. Es interesante señalar que la 

orientación del eje dorso-ventral en invertebrados es inversa a la que ocurre en 

vertebrados, y de la misma manera, la distribución de los factores homólogos es inversa 

(Holley et al., 1995). Así como este ejemplo, hay otros que permiten sugerir que aunque 

existen diferencias anatómicas entre especies, el desarrollo puede ser entendido por el 

estudio de las moléculas que intervienen en este proceso (St Johnston, 2002). 

Básicamente, un considerable conjunto de genes reguladores identificados en 

Drosophila, y las proteínas reguladoras cifradas por ellos, están conservados en 

mamíferos y parecen gobernar procesos homólogos del desarrollo en muchos grupos 

de animales (Griffiths et al., 2000). Esto representa una característica muy valiosa que 

subraya la importancia de Drosophila como un modelo experimental en aspectos del 

desarrollo. Además, este modelo cuenta con las siguientes ventajas: un tiempo de 

generación corto con una progenie numerosa, la facilidad y el bajo costo de su cultivo 

en un laboratorio, muy pocos casos de redundancia en la función de los genes y un 

genoma relativamente sencillo, conformado por cuatro cromosomas, que pueden 

observarse fácilmente en preparaciones de cromosomas politénicos de glándulas 

salivales de larvas. Además, el genoma está totalmente secuenciado (St Johnston, 

2002). 
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2.3 Desarrollo embrionario de D. melanogaster 

El ciclo de vida de D. melanogaster comprende un periodo embrionario seguido 

de tres estadíos larvarios, uno pupario y el periodo adulto, al que se llega al décimo día 

después de la fertilización (Ashburner, 2005) (fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

El desarrollo embrionario dura alrededor de 24 horas, y para su estudio se ha 

dividido en las siguientes etapas (Campos-Ortega y Hartenstein, 1997): 

2.3.1 Blastulación. Después de la fertilización, el núcleo del cigoto se divide trece 

veces sin división celular, en un tiempo aproximado de tres horas. Hacia el final de este 

periodo y mientras se encuentran en sus rondas de división, la mayoría de estos 

núcleos migra a la periferia del cigoto en el periodo conocido como blastodermo 

sincitial. Después, a partir de la membrana del cigoto se forman invaginaciones que 

rodean individualmente a la mayoría de los núcleos y se celularizan, y con esto se 

forma el blastodermo celular (fig. 2). 

 

Fig. 1 Ciclo de vida de D. melanogaster (tomado y 
modificado de Weigmann et al., en prensa). 
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Fig. 2 Embriones de D. melanogaster durante la etapa de blastulación. a. Cigoto. b. Blastodermo sincitial. 
c. Blastodermo celular. La región anterior de los embriones apunta hacia la izquierda (tomado y 
modificado de Foe y Alberts, 1986). 
 
 

2.3.2 Gastrulación y elongación y retracción de la banda germinal. La gastrulación 

inicia cuando en la porción ventral del embrión, un grupo de células en el eje 

longitudinal se invagina para formar el mesodermo. Posteriormente, células en 

posiciones anterior y posterior a las que formarán el mesodermo se invaginan para 

formar la parte anterior y posterior del endodermo (fig. 3a). Después, las células del 

mesodermo y del ectodermo ventral, que en conjunto se conocen como la banda 

germinal, comienzan a migrar en una dirección postero-dorsal respecto a los ejes 

embrionarios; a este fenómeno se le conoce como elongación de la banda germinal, y 

se continúa con la retracción de la banda germinal (fig. 3b). Después de la retracción de 

la banda germinal, en la epidermis se notan hendiduras que demarcan los 14 

segmentos metaméricos del embrión. En cada uno de ellos se forma un patrón de 

elementos derivados del mesodermo y del ectodermo: músculos, tráqueas 

(componentes del sistema respiratorio), nervios periféricos y epidermis. Estos 

segmentos corresponden a regiones anatómicas del adulto: 3 segmentos para la 

cabeza, 3 torácicos y 8 abdominales. Además, las porciones terminales del embrión no 

son metaméricas: la parte terminal anterior es el acron, y la posterior es el telson (fig. 

4). 

2.3.3 Cerrado dorsal e involución de la cabeza. Después de la retracción de la banda 

germinal, la región dorsal del embrión se encuentra abierta, recubierta por la 

amnioserosa, un tejido extraembrionario. Durante los procesos finales de la 

embriogénesis, el primordio del epitelio dorsal se extiende y se fusiona en la línea 

media dorsal para cubrir esta apertura, proceso conocido como cerrado dorsal (fig. 3c). 
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Además, los segmentos metaméricos de la cabeza se internalizan, proceso conocido 

como involución de la cabeza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Micrografía electrónica de barrido de un embrión de D. melanogaster durante la retracción de la 
banda germinal. Los segmentos metaméricos están definidos por cada uno de los surcos 
intersegmentarios y corresponden a regiones anatómicas que se forman en el adulto: tres corresponden 
a estructuras de la cabeza (C1-C3), tres corresponden al tórax (T1-T3) y ocho corresponden a la región 
abdominal (A1-A8); además, se indican: la amnioserosa, que es un tejido que recubre la apertura que se 
forma en la región dorsal tras la retracción de la banda germinal, y las porciones no metaméricas del 
embrión: la anterior, o acron, y la posterior, o telson. Hacia las últimas etapas del desarrollo embrionario, 
los segmentos de la cabeza se internalizan, por lo que al final, en el exterior del embrión sólo pueden 
verse los segmentos torácicos y los abdominales (modificado de Gilbert, 2003). 

Fig. 3 Gastrulación y cerrado dorsal en embriones de D. melanogaster. a. En la parte ventral del 
embrión ocurre una invaginación de células que formarán el mesodermo (en rojo), y en los extremos 
anterior y posterior del mesodermo se invaginan células que formarán el endodermo (en verde). La capa 
germinal exterior, el ectodermo (no marcado con color), se encuentra rodeando al embrión. Durante la 
elongación de la banda germinal ocurre un movimiento de células en dirección postero-dorsal (indicado 
con la flecha). b. Después de la retracción de la banda germinal (dirección del movimiento indicado con 
la flecha) se evidencia el patrón de segmentos metaméricos en el eje antero-posterior, y la región dorsal 
queda abierta, cubierta por la amnioserosa (as). c. Al final del desarrollo embrionario, la amnioserosa 
queda cubierta por el primordio del epitelio dorsal. La región anterior de los embriones apunta hacia la 
izquierda, la parte dorsal apunta hacia arriba (tomado y modificado de Campos-Ortega y Hartenstein, 
1997). 
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2.4 Contribución materna 

La sucesión en el tiempo y en el espacio de los eventos durante el desarrollo 

embrionario depende de una serie de genes de control, o genes reguladores, que 

actúan de un modo jerárquico; esto es, la expresión de un grupo de genes depende de 

la activación previa de otro grupo de genes, siendo los primeros en esta jerarquía los 

genes expresados por la madre durante la ovogénesis y cuyos productos, la 

contribución materna (ARNm y proteínas) quedarán depositados en el ovocito durante 

su maduración en el tracto reproductor (Pankratz y Jäckle, 1993). El contenido de la 

contribución materna se reparte en el citoplasma celular, formando gradientes de 

concentración para algunos de estos productos de expresión génica. De estos 

gradientes dependen los primeros eventos en la formación del embrión, en los que se 

da el establecimiento de las regiones anterior, posterior y terminales en el eje antero-

posterior, y de las regiones ventral y dorsal en el eje dorso-ventral. Así, se dice que el 

ARNm y las proteínas depositadas en el huevo resultan de la expresión de genes de 

efecto materno (Gilbert, 2003). Las proteínas codificadas por los genes de efecto 

materno, que son factores de transcripción, conducen a la expresión de los genes de 

segmentación, de los cuales hay cuatro grupos. Un grupo de genes de segmentación 

regula a su vez la expresión de otro grupo de genes de segmentación, en patrones de 

expresión cada vez más restringidos espacialmente, y cuyo resultado final es que una 

combinación particular de genes expresados en una región del embrión regula la 

formación de las estructuras específicas de la misma (Gilbert, 2003). 

2.5 El gen blistered (bs) 

Se ha encontrado que el gen blistered (bs) de D. melanogaster tiene una función 

importante durante el desarrollo (Affolter et al., 1994; Fristrom et al., 1994; Guillemin et 

al., 1996; Montagne et al., 1996). Los primeros alelos mutantes que se estudiaron 

presentan una viabilidad disminuida; en los adultos que logran desarrollarse se 

observan ampollas en las alas (blister es la palabra en inglés para ampolla) y un 

aumento en el número y en el grosor de las venas de las alas. Cuando se ha inducido la 

formación de clones celulares mutantes para bs en el ala en desarrollo se encuentran 

en ellas características de vena y no de intervena, por lo que, se sugiere, bs participa 
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en el primordio del ala como factor regulador que determina la diferenciación hacia 

intervenas, que son epitelios con uniones adherentes, a diferencia de las venas, que 

derivan de epitelios que no se adhieren (Fristrom et al., 1994). Al comparar el efecto de 

las mutaciones en bs en fondos genéticos mutantes para otros genes que participan en 

la diferenciación de los epitelios del ala, se ha sugerido que bs podría estar funcionando 

como un regulador de la actividad de algunos de ellos, como rhomboid y Notch 

(Fristrom et al., 1994). 

Por otra parte, se ha encontrado una función de bs en la formación del sistema 

respiratorio de la mosca (sistema traqueal). Se ha demostrado la expresión de bs en las 

células que forman la punta de las ramas traqueales principales durante la formación 

del sistema traqueal en etapas embrionarias (Affolter et al., 1994). En alelos de bs que 

son letales en etapas larvarias, se encuentra una menor densidad de las ramas 

traqueales terminales (ramas finas, secundarias), que son prolongaciones de las ramas 

traqueales principales y que se forman para alcanzar a los distintos tejidos y proveerlos 

de oxígeno (Guillemin et al., 1996). Además, se han reportado otros alelos de bs que 

son letales como homocigotos, tanto en etapas larvarias como en etapas embrionarias, 

sin que se haya ofrecido hasta el momento una explicación para ello (Fristrom et al., 

1994). 

El interés por caracterizar el efecto de mutaciones en bs comenzó porque se 

encontró que es el homólogo en Drosophila del gen en vertebrados que codifica para el 

factor de respuesta al suero (Serum Response Factor o SRF) (Cahill et al., 1996). SRF 

pertenece a una familia de reguladores transcripcionales, la familia de la caja MADS 

(por MCM1-AG-DEFA-SRF, que son cuatro de los miembros de esta familia) (Shore y 

Sharrocks, 1995). La caja MADS es un motivo proteico con una secuencia de 56 

aminoácidos que se halla conservada en organismos filogenéticamente distantes, 

desde plantas hasta animales. En la mitad amino-terminal de la caja MADS se 

encuentran de manera predominante residuos con carga positiva (histidina, arginina y 

lisina), y que están implicadas en la unión a secuencias específicas en el ADN. La 

región carboxilo-terminal de la caja es necesaria para formar homodímeros y para 

interactuar con otras proteínas (Wynne y Treisman, 1992). En los sitios en los que se 
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une al ADN, SRF forma complejos ternarios con proteínas accesorias, cuya actividad 

parece estar regulada por fosforilación, a su vez modulada ésta por factores de 

crecimiento (Affolter et al., 1994). Este último hecho parece ser común a varios de los 

miembros de la familia de la caja MADS (Shore y Sharrocks, 1995). Se ha mostrado 

también la participación de SRF en la activación de genes de respuesta temprana, 

como c-fos (Montagne et al., 1996). 

Se han encontrado aspectos que relacionan a SRF con funciones en el 

desarrollo. El homólogo en Xenopus laevis se expresa en el huevo no fertilizado y 

después en niveles cada vez mayores durante la gastrulación (Mohun et al., 1991), 

específicamente en el mesodermo embrionario y en el músculo del renacuajo 

(Chambers et al., 1992). En el desarrollo del ratón se ha encontrado la expresión de 

SRF en las células endoteliales de los vasos capilares. Cuando la expresión de SRF se 

bloquea específicamente en estas células se genera letalidad embrionaria en el día 

14.5, obteniéndose una densidad capilar reducida y fallas en la migración de las células 

endoteliales, un fenómeno muy parecido al que se encuentra en mutantes de bs 

respecto a la formación del sistema traqueal, y cuyo patrón de formación es muy similar 

al de la vasculatura de vertebrados (Guillemin et al., 1996). En experimentos in vitro, la 

angiogénesis inducida por VEGF y FGF no ocurre si se bloquea la función de SRF 

(Franco et al., 2008). 

Estos antecedentes muestran que en distintas especies, SRF y sus homólogos, 

incluyendo bs, tienen funciones importantes en el desarrollo. Además, se ha encontrado 

que el ARNm y la proteína codificados por bs se distribuyen de manera uniforme en los 

huevos de Drosophila no fecundados (Affolter et al., 1994); por lo tanto, hay 

contribución materna del gen. Esto permite sugerir que la función de bs es importante 

para eventos que ocurren en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario. Sin 

embargo, este aspecto no se ha explorado hasta ahora. La expresión de bs se detecta 

también al inicio de la embriogénesis, y desaparece gradualmente durante la 

celularización y la elongación de la banda germinal, para reaparecer después de la 

retracción de la banda germinal (Affolter et al., 1994). 
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III. Justificación 

Con base en estos antecedentes, en el presente trabajo nos dimos a la tarea de 

buscar evidencias sobre la función de la contribución materna de bs, para aportar 

información que ayude a entender a mayor detalle cuál es el papel de este factor de 

transcripción en el desarrollo embrionario de Drosophila. Dada la conservación 

evolutiva de mecanismos que intervienen en el desarrollo, Drosophila ha sido un 

modelo genético de estudio que ha permitido comprender varios aspectos del desarrollo 

de otras especies. En nuestro trabajo observamos el fenotipo de embriones mutantes 

para bs, determinando la letalidad y las alteraciones morfológicas resultantes, para 

buscar el efecto durante el desarrollo de una falla en la función de este gen y tener 

evidencia para conocer en qué tiempo y en cuáles estructuras se necesita de la 

participación de bs. Y después hicimos la comparación con el fenotipo de embriones 

mutantes que además se desarrollaron a partir de una contribución materna de bs 

también mutante, para entender cuál es la función de la contribución materna de este 

gen.
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IV. Hipótesis 

Una alteración en la contribución materna del gen bs produce letalidad en etapas 

embrionarias tempranas del desarrollo de Drosophila melanogaster. 



12 
 

 
V. Objetivos 

General 

Estudiar la función de la contribución materna de bs en el desarrollo embrionario 

de Drosophila melanogaster. 

 

Específicos 

• Analizar la letalidad en etapas embrionarias asociada al desarrollo de individuos 

a partir de una contribución materna mutante para bs. 

• Analizar las alteraciones morfológicas asociadas con el desarrollo de embriones 

a partir de una contribución materna mutante para bs. 

• Analizar y comparar los fenotipos de embriones mutantes para bs cuando se 

desarrollan a partir de una contribución materna también mutante con embriones 

mutantes con una contribución materna no alterada. 
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VI. Material y métodos 

6.1 Cepas de estudio 

Se usaron tres alelos mutantes de bs: bsP1292, bs2R14 y bsk7, los cuales son letales 

como homocigotos. Estos alelos se encuentran en heterocigosis con un cromosoma 

balanceador (bal). Este balanceador es un cromosoma modificado que es letal en 

homocigosis y que evita la recombinación homóloga; por lo tanto, no se pierde el alelo 

mutante, y además, permite el seguimiento del mismo porque también contiene una 

mutación dominante que produce un fenotipo fácilmente identificable (alas curvas). Para 

asegurar que el efecto mutante se debe específicamente a bs, además de generar 

cruzas entre individuos con el mismo alelo mutante de bs, se efectuaron cruzas entre 

los distintos alelos (cruzas interalélicas). 

 

6.2 Generación de clones de línea germinal (CLG) 

Para poder analizar embriones que se desarrollan a partir de una contribución 

materna mutante para bs, se generaron clones de células de línea germinal (CLG) 

homocigotos mutantes para bs en hembras heterocigotas, de manera que los huevos 

producidos por estas hembras tuvieran un contenido deficiente del gen. Esto se logró 

siguiendo la técnica FLP-DFS (por FLiPase target site-specific recombinase-Dominant 

Female Sterile), que permite la generación de CLG en hembras heterocigotas para la 

mutación ovoD1. Esta mutación es dominante y causa esterilidad en hembras. Sólo las 

células germinales que eliminen esta mutación por eventos de recombinación, y por lo 

tanto que sean homocigotas para el cromosoma homólogo, conducirán a la formación 

de huevos. La frecuencia de eventos de recombinación se incrementa notablemente por 

una recombinasa sitio-específica/flipasa de sitios de recombinación (FLP) cuya 

expresión se halla bajo el control del promotor de hsp70 y que reconoce y cataliza la 

recombinación de sitios específicos de recombinación para la FLP (FLP Recombination 

Target o FRT) entre cromosomas homólogos (Chou y Perrimon, 1996). Para la 

generación de los CLG de bs se utilizaron alelos mutantes de ovoD1 contenidos en el 
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mismo brazo del cromosoma que contiene al locus de bs, de modo que las únicas 

células de línea germinal que no tienen una copia de ovoD1, y por lo tanto las únicas que 

conducen a la formación de huevos, son las homocigotas mutantes para bs (fig. 5). 

 

 

Fig. 5 Esquema en el que se representa la secuencia de eventos para generar CLG mediante la técnica 
FLP-DFS. FLP permite el intercambio sitio-específico de segmentos cromosomales reconociendo el sitio 
FRT, lo que permite la recuperación de hembras m/+ con clones de línea germinal m/m. FLP, gen para la 
recombinasa sitio-específica/flipasa de sitios de recombinación bajo el promotor de hsp70; FRT, sitio de 
recombinación de la FLP; Fs, mutación que produce esterilidad en hembras; m, mutación recesiva letal 
(modificado de Chou y Perrimon, 1996). 

 

Se cruzaron hembras vírgenes  con machos . Para inducir la expresión de 

la recombinasa sitio-específica/flipasa en la progenie, las larvas en el primer día del 

tercer estadío que resultaron de esta cruza se sometieron a un choque térmico, en un 

baño de agua a 36° C por 1 h. Una vez que eclosionaron, se seleccionaron hembras 

vírgenes  (el genotipo se puede deducir por marcadores fenotípicos) y se cruzaron 

con machos  para lograr obtener embriones que se desarrollaron a partir de una 

contribución materna mutante para bs (fig. 6). 
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Fig. 6 Esquema en el que se resume el protocolo experimental para la generación de embriones 
derivados de CLG. 

 

6.3 Determinación de letalidad embrionaria 

Para determinar cuántos individuos resultantes de una cruza mueren en etapa 

embrionaria, se colocaron moscas adultas machos y hembras de los genotipos 

adecuados dentro de un vaso de plástico cuya boca se cubrió con una placa 

conteniendo un medio a base de agar y jugo de fruta. El vaso se colocó con la boca 

hacia abajo, de manera que el fondo del vaso quedó hacia arriba, y al cual se le 

hicieron unas pequeñas perforaciones para permitir el paso de aire. Se esperó un 

tiempo aproximado de 24 h para que en la placa hubiera un número suficiente de 

embriones. Se removió el vaso, y los embriones en la placa se mantuvieron a 

condiciones estándar de laboratorio (25° C y humedad relativa del 50%) para que 

continuaran su desarrollo por al menos dos días (el desarrollo embrionario dura sólo 

uno). Se revisaron las placas durante el transcurso de este tiempo y las larvas que se 

encontraron fueron retiradas y contabilizadas. Al término de los dos días se contabilizó 

cuántos huevos contenidos en las placas mostraron una coloración café característica 

de un embrión muerto en estado de descomposición. Al final, se determinó qué 

porcentaje representa el número de embriones muertos respecto a la progenie total (la 

suma tanto de embriones como de larvas resultantes de la cruza). 
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6.4 Preparación de cutículas embrionarias 

El epitelio embrionario secreta una cutícula que envuelve al embrión y que está 

constituida por proteínas y carbohidratos. Esta cutícula constituye el exoesqueleto. Las 

preparaciones de cutículas son útiles para observar defectos físicos que derivan de una 

mutación. 

Se recuperaron los embriones muertos y se sumergieron en una solución de 

cloro al 50% para retirar la membrana coriónica. Después, para degradar la membrana 

vitelina, se sumergieron en una mezcla de heptano:metanol:EGTA 0.5 M en una 

proporción 1:1:0.1 (v/v/v), agitándolos vigorosamente por 2 min. Este paso se repitió 

dos veces más utilizando sólo metanol. Enseguida, se rehidrataron los embriones en 

una solución de PBS con 0.1% de Triton. Se montaron los embriones en un 

portaobjetos, recubriéndolos con líquido de Hoyer, o alternativamente, con una 

preparación de polivinil alcohol (ambas sirven para degradar los tejidos blandos, de 

modo que se recupere únicamente la cutícula embrionaria). Se cubrieron con un 

cubreobjetos y se colocaron en una placa a 30° C toda la noche para dejar actuar el 

líquido de Hoyer (o en su caso el polivinil alcohol). Las observaciones de las cutículas 

se efectuaron en un microscopio óptico en campo oscuro. 

 

6.5 Análisis estadístico 

Para la comparación de las frecuencias de fenotipos entre las cutículas de 

embriones mutantes y embriones mutantes derivados además de CLG mutantes se 

llevó a cabo una prueba T de Student, con valor de α= 0.05. El análisis estadístico se 

llevó a cabo utilizando el programa Prism 5®, versión 5.00, desarrollado por GraphPad 

Software, Inc. 
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VII. Resultados 

7.1 Determinación de letalidad embrionaria en mutantes para bs 

Se han reportado alelos mutantes de bs que resultan ser letales en distintas 

etapas del desarrollo, sin que se tenga una explicación clara hasta el momento sobre la 

causa de esto (Fristrom et al., 1994). Como primer paso en este trabajo, nos dimos a la 

tarea de determinar si los alelos mutantes de bs con los que contamos son letales en la 

etapa embrionaria, colectando los embriones resultantes de una cruza  y 

contando cuántos mueren como embriones. 

Los alelos de bs con los que se trabajó están mantenidos en heterocigosis con 

un cromosoma balanceador (bal) (véase Cepas de estudio en Material y métodos); por 

lo tanto, en el resultado de una cruza  se esperan individuos tanto homocigotos 

para bs como homocigotos para el balanceador (tabla 1); los dos casos producen 

letalidad. Para poder discriminar qué porcentaje de los embriones resultantes de esta 

cruza mueren únicamente por el efecto de la homocigosis de bs, se determinó en un 

experimento separado cuál es la letalidad que resulta únicamente de la homocigosis del 

cromosoma balanceador. Esto se llevó a cabo contando cuántos individuos que 

resultan de una cruza  mueren en etapas embrionarias, y se determinó que este 

número representa el 15.2% (fig. 7). 

 

Tabla 1 Cuadro de Punnett en el que se analiza la letalidad teórica en 
embriones mutantes para bs 

 bs cromosoma 
balanceador 

bs letal viable 

cromosoma 
balanceador 

viable letal 
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Fig. 7 Letalidad en embriones mutantes para bs. Se muestra el promedio de los porcentajes de 
embriones muertos que resultaron de cruzas entre sujetos heterocigotos para cada uno de tres alelos 
mutantes: bsP1292, bs2R14 y bsk7. Estos alelos se encuentran en heterocigosis con un cromosoma 
balanceador (ver Cepas de estudio en Material y métodos). También se muestra la letalidad en 
embriones que resultaron de la cruza entre sujetos heterocigotos para el cromosoma balanceador, el cual 
se encuentra en heterocigosis con un cromosoma silvestre. Se indica el error estándar y entre paréntesis 
el número de embriones analizados. 

 

Enseguida se determinó la letalidad embrionaria en cruzas  para los tres 

alelos de bs (fig. 7). Los porcentajes de letalidad en relación con los tres alelos rebasan 

la letalidad esperada únicamente por homocigosis del cromosoma balanceador, con lo 

cual se muestra que la homocigosis de estos tres alelos de bs produce letalidad en 

embriones. El porcentaje de letalidad debido únicamente a la homocigosis de bs, que 

se obtiene restando la letalidad debida al cromosoma balanceador de la letalidad que 

resulta de las cruzas  , alcanza valores cercanos al 25% (tabla 2), que es el 

máximo teórico si todos los individuos homocigotos para bs murieran en etapa 

embrionaria (tabla 1). Esto es cierto para dos alelos, bsP1292 y bsk7, lo cual sugiere que 

estos alelos se relacionan con una falla importante en la función del gen, por lo que 

podrían ser alelos hipomorfos fuertes o alelos nulos, a diferencia del alelo bs2R14, que se 

relacionaría con una falla parcial, una condición hipomorfa. 

 

 

bsP1292 
 

bsk7 
 

bs2R14 
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Tabla 2 Letalidad en etapa embrionaria debida a la homocigosis de alelos 
mutantes de bs 

alelo mutante de 
bs 

A 

letalidad total 

B 

letalidad debida a  

A-B 

letalidad debida a  

bsP1292 41.2 ± 2.0% 15.2 ± 2.5% 26.0 ± 3.7% 

bs2R14 21.8 ± 1.3% 15.2 ± 2.5% 6.6 ± 2.79% 

bsk7 38.2 ± 4.4% 15.2 ± 2.5% 23.0 ± 5.06% 

 bal= cromosoma balanceador; se indica el error estándar 

Existe el reporte de que hay contribución materna de bs (Affolter et al., 1994), lo 

cual sugiere un requerimiento muy temprano del gen. Teniendo en cuenta que los datos 

de letalidad embrionaria que se presentan arriba se deben a una deficiencia en la 

expresión de bs por el genoma del cigoto, buscamos si la letalidad que encontramos en 

mutantes para bs aumenta en embriones mutantes en los que además la contribución 

materna del gen también está alterada, la cual depende de una deficiencia en la 

expresión de bs por el genoma de la madre. Para ello, se generaron clones de línea 

germinal (CLG) mutantes homocigotos para bs en hembras heterocigotas, de manera 

que los huevos que generaran estas hembras tuvieran una contribución materna 

mutante para bs. Se efectuaron cruzas entre estas hembras y machos heterocigotos , 

para generar mutantes derivados de CLG, en los que la letalidad teórica debida a 

homocigosis de bs es del 50% (tabla 3). 

 

Tabla 3 Cuadro de Punnett en el que se analiza la 
letalidad teórica en la etapa embrionaria de mutantes 

derivados de CLG de bs 
 bs bal 

bs letal viable 
bal= cromosoma balanceador 
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Tal como se esperaba, la letalidad en embriones derivados de CLG aumenta en 

comparación con la letalidad debida a una deficiencia únicamente en la expresión 

cigótica del gen (fig. 8). Esto es cierto para los alelos bs2R14 y bsk7. Para el alelo bsk7, la 

letalidad superó el valor máximo teórico, revelando que todos los homocigotos 

murieron, e inclusive algunos de los heterocigotos, que aún teniendo una copia normal 

del gen, murieron debido a la deficiencia en la contribución materna del gen. Por otra 

parte, aunque la letalidad para el alelo bs2R14 en comparación a la que se obtuvo para 

los mutantes cigóticos fue mayor, no llegó al valor máximo, apoyando la idea de que 

este alelo se relaciona con una pérdida parcial de la función del gen. 

 

Fig. 8 Letalidad en embriones derivados de CLG mutantes para bs. Se muestra el promedio de los 
porcentajes de embriones muertos que resultaron de cruzas entre hembras que fueron sometidas al 
tratamiento para crear CLG, con machos heterocigotos mutantes para bs. Se analizaron los mismos 
alelos de bs que se utilizaron para determinar la letalidad en embriones mutantes (fig. 7). Se indica el 
error estándar y entre paréntesis el número de embriones analizados. 

 

Se obtuvo un resultado conflictivo para el alelo bsP1292. La proporción de letalidad 

en embriones derivados de CLG es menor que cuando únicamente es deficiente la 

expresión cigótica. Como posible explicación pensamos que ocurre lo siguiente: dado 

que para determinar la letalidad embrionaria se contaron los huevos con una coloración 

 

bsP1292 
 

bs2R14 
 

bsk7 

 

_bsP1292_ 
   bs2R14 

 

 

_bsP1292_ 
    bsk7 

 

 

_bs2R14_ 
    bsk7 
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café (característica de un embrión de mosca en proceso de descomposición), y no se 

tomaron en cuenta los huevos que permanecieron blancos (que es característico de los 

huevos no fecundados), existe la posibilidad de que algunos embriones derivados de 

CLG mutantes para este alelo de bs no alcancen a llegar a la etapa de blastodermo 

celular, y que mueran en la etapa de blastodermo sincitial, y que en un embrión de esa 

etapa el proceso de descomposición no sea evidente mediante su coloración. Para esto 

es necesario realizar experimentos en los que se marquen con un colorante los núcleos 

celulares, para conocer si estos huevos que no se contaron tienen más de un núcleo, lo 

que indicaría que sí son embriones y que no son huevos no fecundados.  

 

7.2 Caracterización de fenotipos mutantes de bs 

La cutícula embrionaria de Drosophila, segregada por el epitelio en la etapa 

embrionaria, sirve como registro de la constitución externa del embrión, por lo que las 

alteraciones derivadas de una mutación genética pueden observarse en ella, siempre y 

cuando estas mutaciones produzcan una alteración obvia en la morfología externa del 

embrión, algo que es frecuente cuando las mutaciones afectan procesos tempranos. 

 

7.2.1 Fenotipos en embriones mutantes para bs 

Se hicieron preparaciones de cutículas de embriones muertos que resultaron de 

cruzas entre individuos heterocigotos para alelos mutantes de bs, tales como las que se 

describen en la fig. 7. Los fenotipos que se encontraron con más frecuencia fueron 

(tabla 4, fig. 9): ausencia (fig. 9b) o desorganización de los segmentos (fig. 9c), apertura 

dorsal (fig. 9d) y fallas en la involución de la cabeza (fig. 9e). 

Estos datos sugieren que bs tiene más de una función en el desarrollo: podría 

estar actuando en una etapa muy temprana, participando en la determinación de los 

segmentos metaméricos, y además podría estar actuando en las últimas etapas, 

durante el cerrado dorsal y la involución de la cabeza. Esto se relaciona bien con lo 

reportado acerca del patrón de expresión de bs durante el desarrollo embrionario, en el 
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que se observa contribución materna del gen, que sugiere actúa en etapas tempranas 

del desarrollo (la determinación de los segmentos metaméricos es un proceso 

temprano); después, una disminución de la expresión en la etapa intermedia del 

desarrollo, y la reaparición de su expresión justo después de la retracción de la banda 

germinal (en una etapa inmediatamente anterior al proceso de cerrado dorsal e 

involución de la cabeza) (Affolter et al., 1994). 
 

 

 

 

Fig. 9 Fenotipos observados en las cutículas analizadas: a. Cutícula embrionaria sin defectos. b. 
Ausencia de segmentos. c. Desorganización de segmentos. d. Apertura dorsal (con el asterisco se indica 
el agujero en la región dorsal del embrión). e. Falla en la Involución de la cabeza (la flecha indica la 
porción de la cabeza del embrión que normalmente involuciona). Las fotografías son representativas de 
cada uno de los fenotipos. 
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Tabla 4 Fenotipos más frecuentes en embriones mutantes para bs 

fenotipo bsP1292 (n=139) bs2R14 (n=28) bsk7 (n=105) 

falta de segmentos  
12.2% 21.4% 10.5% 

desorganización de 
segmentos 9.4 14.3% 5.7% 

apertura dorsal 13.7% 3.6% 5.7% 
falla en la involución de 
la cabeza 
 

48.9% 3.6% 32.4% 

Se muestran los porcentajes correspondientes a n embriones con fenotipos mutantes analizados. Sólo aparecen los fenotipos con 
los porcentajes de ocurrencia más altos, por lo tanto la suma total no es igual a 100%. 

 

7.2.2 Fenotipos en CLG 

Aunque el número de embriones derivados de CLG analizados fue bajo en 

comparación a los mutantes únicamente para la expresión cigótica, se encontró que los 

fenotipos más frecuentes son los mismos que los encontrados en los mutantes 

cigóticos; sin embargo, encontramos un hecho interesante: los porcentajes 

correspondientes a los fenotipos de ausencia de segmentos son significativamente 

mayores que en los mutantes cigóticos (tabla 5, fig. 10). Esto sugiere que la 

contribución materna de bs tiene un papel funcional importante en estos procesos. 

 

Tabla 5 Fenotipos más frecuentes en embriones derivados de CLG mutantes para bs 

fenotipo bsP1292/bs2R14 (n=7) bs2R14/bsk7 (n=24) bsP1292/bsk7 (n=27) 

falta de segmentos  28.6% 25.0% 29.6% 

desorganización de 
segmentos 14.3% 16.7% 3.7% 

apertura dorsal 28.6% 4.2% 14.8% 

falla en la involución de 
la cabeza 
 

28.6% 0.0% 3.7% 

Se muestran los porcentajes correspondientes a n embriones con fenotipos mutantes. Sólo aparecen los fenotipos con los 
porcentajes de ocurrencia más altos, por lo tanto la suma total no es igual a 100%. 
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Además, otro hecho notable es que el fenotipo de falla en la involución de la 

cabeza tiene porcentajes de ocurrencia levemente menores en embriones derivados de 

CLG, lo que sugiere que una condición en la que se combina una alteración en la 

contribución materna de bs con una alteración en la expresión del gen por el cigoto, 

provoca que un número mayor de embriones muera en etapas tempranas del 

desarrollo, debido a la falta de la función temprana del gen, y no alcancen a llegar a 

etapas más tardías, como en las que ocurre la involución de la cabeza. 

 

 
Fig. 10 Frecuencias de los fenotipos encontrados en las preparaciones de cutículas embrionarias. La 
comparación de las cutículas de embriones derivados de CLG y de mutantes cigóticos muestra, que para 
los primeros, la frecuencia de los fenotipos de ausencia de segmentos es significativamente mayor 
[t(4)=5.661, p<0.05] 
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VIII. Discusión 

Las funciones del Factor de Respuesta al Suero (SRF) en vertebrados son 

diversas, y se han demostrado algunas de ellas en eventos del desarrollo embrionario, 

como la especificación del mesodermo, el desarrollo de los músculos esqueléticos 

(Arsenian et al., 1998), los músculos cardiacos (Parlakian et al., 2004), y la formación 

de los vasos capilares en el sistema vascular (Franco et al., 2008). 

En Drosophila melanogaster se ha encontrado un solo gen con homología a 

SRF, el gen blistered (bs) (Affolter et al., 1994). Se sabe que bs tiene funciones en el 

desarrollo de la mosca, específicamente en el sistema respiratorio durante la 

embriogénesis (Guillemin et al., 1996) y en el desarrollo del ala durante la metamorfosis 

(Fristrom et al., 1994, Montagne et al., 1996). La letalidad de algunos alelos en 

homocigosis y el reporte de que existe contribución materna de bs sugieren otras 

funciones, aún no exploradas, de bs en el desarrollo de D. melanogaster (Affolter et al., 

1994). 

En este trabajo buscamos evidencias de la función de bs en procesos tempranos 

que ocurren en el desarrollo embrionario de D. melanogaster. Primero encontramos que 

dos de los alelos mutantes (bsP1292 y bsk7) en homocigosis resultan ser letales con una 

penetrancia casi completa, y que otro de los alelos (bs2R14) muestra letalidad parcial. 

Por lo tanto, la función de bs se necesita durante el desarrollo embrionario de 

Drosophila, y los alelos bsP1292 y bsk7 corresponden a una pérdida importante de la 

función del gen, lo que sugiere que estos alelos pueden ser hipomorfos fuertes o nulos, 

mientras que bs2R14 corresponde con una pérdida parcial, una condición que lo hace un 

hipomorfo débil. Para obtener información sobre cuál es la función de bs durante el 

desarrollo embrionario además de la que se ha demostrado en la formación del sistema 

traqueal (Guillemin et al., 1996), se analizaron cutículas embrionarias a partir de cruzas 

en las que se generaron embriones homocigotos mutantes para bs. Encontramos que 

los fenotipos más frecuentes relacionan a bs con funciones en más de una etapa del 

desarrollo: la segmentación metamérica, el cerrado dorsal y la involución de la cabeza. 

Tal como ocurre con SRF en vertebrados, bs es un gen pleiotrópico del desarrollo. 



 

26 
 

Además de estas funciones, la presencia de productos de expresión de bs en el 

huevo no fecundado permite sugerir que la actividad de este gen es relevante para 

eventos que ocurren en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario. Buscando 

una evidencia de la función de la contribución materna de este gen, se generaron 

clones de células germinales homocigotas mutantes para bs en hembras heterocigotas, 

para que formaran huevos con una contribución materna mutante de bs. Los embriones 

desarrollados a partir de estos huevos entonces son deficientes no únicamente para la 

expresión cigótica del gen, sino que además lo son para la contribución materna de bs. 

Para uno de nuestros alelos fuertes, bsk7, estos embriones son completamente letales 

en homocigosis, y más aún, algunos de los heterocigotos, aún teniendo una copia 

normal del gen, no sobreviven sin la contribución materna; así que bs es, al menos de 

manera parcial, haploinsuficiente, es decir, que una sola copia silvestre del gen no es 

suficiente para llevar a cabo su función de manera completa. Se conocen otros loci, 

como decapentaplegic, que presentan haploinsuficiencia (Wharton et al., 1993). La 

letalidad del alelo débil, bs2R14, también aumentó. Por lo tanto, la contribución materna 

de bs tiene una función importante durante el desarrollo. 

Al analizar las cutículas de los embriones mutantes derivados de CLG, se 

encontraron los mismos fenotipos que cuando se altera únicamente la expresión 

cigótica del gen. Sin embargo, la proporción del fenotipo de ausencia de segmentos, 

que se relaciona con una etapa muy temprana del desarrollo embrionario, es mayor en 

estos mutantes en comparación con los mutantes únicamente para la expresión 

cigótica, lo que demuestra que una alteración en la reserva materna de bs provoca que 

un mayor número de embriones muera en etapas muy tempranas del desarrollo. Por lo 

tanto, se puede hablar de dos tipos de funciones de bs durante el desarrollo, uno muy 

temprano, cubierto mayoritariamente por la contribución materna, y uno posterior, dado 

en su mayoría por la expresión del genoma del cigoto. 

Un dato conflictivo es el que se encontró para el alelo bsP1292. Este alelo se 

comporta como un alelo fuerte en mutantes cigóticos, pero cuando además se quita la 

contribución materna, la letalidad resultó ser algo menor. La probable explicación es 

que se esté dejando fuera del conteo de embriones a aquellos huevos blancos que 
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normalmente se toman como huevos no fecundados, y que algunos de éstos en 

realidad sean embriones que murieron en una etapa muy temprana, en la que no 

alcanzaron a formar cutícula. 

Un hecho muy interesante es que el fenotipo de ausencia de segmentos que se 

encontró principalmente en embriones derivados de CLG mutantes es común en 

mutaciones de genes gap, como el gen Krüppel y el gen knirps. Los genes gap son los 

primeros genes que expresa el genoma del cigoto, y son regulados por los genes de 

expresión materna, cuyos productos de expresión se encuentran depositados como 

contribución materna en el huevo durante la ovogénesis (Levine, 2008). Los genes gap 

codifican para factores de transcripción, y determinan la formación de zonas amplias 

(un número determinado de segmentos metaméricos) en el eje antero-posterior del 

embrión. La mutación de un gen gap genera un fenotipo de letalidad, en el que se 

observa que a los embriones les hace falta cierto número de segmentos metaméricos 

(Jürgens et al., 1984). Por lo tanto, sería posible que la contribución materna de bs 

regulara la expresión de alguno de los genes gap, y que, en consecuencia, se obtenga 

el fenotipo de ausencia de segmentos en mutantes para bs. De hecho, uno de los 

genes gap, hunchback, tiene un papel doble, como gen de contribución materna, y 

como gen gap cigótico. El contenido de hunchback en el huevo no fecundado se halla 

disperso, en un patrón similar al que se ha encontrado para bs (Tautz et al., 1987). 

Así, con este trabajo se pudo demostrar que tanto la contribución materna de bs 

como su expresión por el genoma del cigoto se necesitan en más de un proceso del 

desarrollo embrionario de Drosophila, y que su función temprana actúa especialmente 

durante la segmentación del embrión, abriendo como posibilidad que esta función esté 

dada por la regulación de bs sobre genes gap. 
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IX. Conclusión 

El gen blistered es importante en el desarrollo de D. melanogaster, en el cual 

tiene más de una función; se necesita para que ocurra de manera normal la 

segmentación metamérica, en la que es especialmente importante la contribución 

materna del gen, y además durante el cierre dorsal y la involución de la cabeza, en los 

cuales es importante su expresión por el genoma del cigoto. 
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