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RESUMEN

Nuestro interés estd centrado en entender los mecanismos involucrados en dos
procesos del desarrolle de Drosophila: el cerrado dorsal y la formacién del térax. El
cerrado dorsal es un proceso que ocurre durante Ia embriogénesis y consiste
basicamente en el cambio de forma de células epiteliales ectodérmicas, el epitelio
lateral. Estas células se estiran y cierran por la parte dorsal al embrién en
desarrollo. Este proceso requiere de genes estructurales como miosinas no
musculares e integrinas y otras proteinas del citoesqueleto y de proteinas de vias
de sefalizacién como, la via de la cinasa de Jun y la via Dpp, este tdltimo un
homdélogo de TGF-§ de vertebrados. Se requiere también de otros genes como
pannier (pnr), un gen de prepatrén.

Durante la formacién del térax ocurre otro evento morfogenético conocido
como cerrado toracico en donde las células del borde del compartimento dorsal de
los discos imaginales del ala, experimentan cambios de forma hasta su fusién, en
la regién media del futuro térax. Algunos de los genes involucrados en el cerrado
tordcico también son miembros de la via de la cinasa de Jun y de la via Dpp y
también participan elementos del citoesqueleto y pnr. Por lo tanto, el cerrado
dorsal y el cerrado tordcico son procesos con mecanismos moleculares muy
similares.

El objetivo del trabajo fue identificar nuevos genes implicados en el cerrado
dorsal y en la formacion del térax. Esto se hizo usando como estrategia el tamizaje
genético de expresién modificada de genes enddgenos. Para llevar a cabo la
expresiéon modificada de genes endégenos se usaron lineas transgénicas de
Drosophila cada una de las cuales tiene un elemento P insertado en un gen
endégeno. Los elementos P tienen secuencias de unién para el activador
transcripcional Gal4 de levadura y su presencia altera la expresién del gen
adyacente al elemento P cuando hay Gal4 presente. En el tamizaje se usé un fondo
sensibilizado que es un fenotipo adulto dominante producto de una mutacién en
pnr. Esta consiste en una ligera hendidura en la parte media del térax como
resultado de defectos en el cerrado tordcico y falta de algunas quetas. Esta
mutacién se debe a la insercién de un elemento P en pnr que activa la expresién del

activador Gal4 en el patrén de expresién de pnr.



Se partié de la hipdtesis siguiente: aquellos genes en los que una alteracién
en su expresién produjera modificaciones al fenotipo mutante de pnr, estarian
involucrados en la formacién del térax y muy probablemente en el cerrado dorsal.
Se hicieron cruzas entre aproximadamente 2,100 lineas transgénicas y esta mutante
de pnr. Aproximadamente un 9% de las lineas transgénicas utilizadas mostraron
modificaciones del fenotipo de pnrGald. Algunas de las modificaciones fueron de
acentuacién, con alteraciones en el ndmero y/o localizacion de las quetas y
malformaciones en el notum. Otras modificaciones fueron de supresién del
fenotipo de pnrGal4d y en algunos casos también se produjo letalidad en diferentes
etapas del desarrollo. Varios de los genes identificados estdn ya caracterizados y
estd descrito que se requieren para la formacién del térax. Ademas, identificamos
resultados novedosos en otro grupo de genes que aunque ya estin caracterizados,
no se habian relacionado con el desarrollo de esta estructura: por ejemplo, los
genes de los complejos remodeladores de la cromatina como kismet. Estos
resultados son novedosos. Finalmente se identificé a un tltimo grupo de genes que
se localizan en 142 loci alin no caracterizados {correspondiendo al 85% de las lineas
transgénicas analizadas). Una linea de este tercer grupo de genes se ha estudiado
mas a fondo: poco pelo (ppo). Hemos demostrado que ppo es un gen requerido en
diferentes etapas del desarrollo en Drosophila. Algunos de los alelos mutantes de
ppo obtenidos son letales embrionarias con defectos en la elongacién-retraccién de
la banda germinal y defectos en el cerrado dorsal. ppo también se requiere en el
desarrollo del ala, del ojo y del térax. En particular, la falta de funcién de ppo en el
térax produce falta de 6rganos sensoriales, de ahf su nombre. poco pelo se localiza
en el brazo-izquierdo del segundo cromosoma y mapea en la regién 32D.
Resultados de experimentos genéticos nos permiten proponer que ppo interactGa
con un componente de la via [NK y con pannier y u-shaped, dos genes de
prepatrén. En conclusidn, el tamizaje genético de expresién alterada es una
herramienta muy util para identificar genes potenciales que participan en

diferentes etapas y procesos durante el desarrollo.



SUMMARY

We are interested in understanding the mechanisms involved in two processes
during Drosophila development: dorsal closure and thorax formation. Dorsal
closure is a process that occurs during embryogenesis, and consists of changes in
cell shape in the lateral epithelium. These cells spread and cover the embryo in the
dorsal region during midembryogenesis. In general, two kinds of genes are
required for this process: a) genes coding for structural proteins like nonmuscle
myosin, integrins, and proteins of the cytoskeleton, and b) genes coding for
proteins of signaling pathways like the JNK and Dpp cascades (Dpp is a homolog
of TGF-fB in Drosophila). Other genes like pannier (pnr), a prepattern gene, are also
required.

Thoracic closure occurs during thorax formation. In thoracic closure, the
cells of the dorsal imaginal epithelial sheets of the wing discs spread and assemble
the continuos epidermal structure of the future thorax. Several genes required for
embryonic dorsal closure including JNK pathways genes, genes coding for
cytoskeletal proteins, and others like pnr are also required for thoracic closure.
Thus, dorsal and thoracic closures are processes that share molecular mechanisms.

We sought to identify new genes required for dorsal closure and thorax
formation. In order to do so, we performed a misexpression screen using Drosophila
transgenic lines harbouring EP elements containing UAS sites where the yeast
transcription factor Gal4 can bind. We misexpressed genes 3’ of these insertions by
means of a Gal4-expressing line, a dominant mutant allele of pnr. This allowed us
to perform the screen in a sensitized genetic background. pnrGal4/+ flies have a
slight dorsal thoracic cleft, sometimes missing a few bristles. This allele is an
insertion in the pnr promoter. Our hypothesis was that genes 3’ of the insertions
misexpressed in the thorax could result in a modification of the pnrGal4
phenotype. These genes were good candidates for genes required for thorax
formation. The molecular similarities between dorsal and thoracic closures could
mean that genes recovered in the screen could also be required for dorsal closure.

We screened 2100 EP lines from which 9% produced modifications of the
pnrGal4/+ phenotype. Some of them showing alterations of thoracic bristles

(number and/or location), and notum malformations. Others produced



suppression of the pnrGal4/+ phenotype, or were lethal at different stages of
development. |

. From these, a few lines identified genes previously characterized in thoracic
formation. In contrast, most lines identified genes; that had not been implicated in
thorax formation. An example is the kismet gene of the BRM complex, a Drosophila
chromatin-remodeling complex. In total, we identified 142 hitherto
uncharacterized candidates genes required for thoracic closure (85% of the lines
screened).

We focused on the analysis of one of them: a gene we call poco pelo (ppo). We
demostrate that ppo is a gene required at different stages during Drosophila
development. ppo mutant alleles are embryonic lethal with defects at the extended
germ band and dorsal closure stages. Besides, ppo is involved in wing and eye
development, and loss-of-function clones of ppo in the dorsal thorax show loss of
bristles. The ppo insertion maps at 32D1 of the polytene chromosome map. In
adition, ppo interacts genetically with pnr and ush, two prepattern genes, and with

a member of the JNK signaling pathway.



INTRODUCCION

I. Desarrollo de Drosophila melanogaster.

1) Generalidades.

El modelo de Drosophila ha sido muy aGtil para estudiar varios aspectos del
desarrollo. La gran cantidad de informacién que se ha obtenido en este sistema
nos permite entender como los genes controlan el desarrollo del esquema corporal,
definiendo los patrones espaciales y temporales de los diferentes tipos celulares y
en consecuencia cada una de las partes del cuerpo. También es importante porque
nos permite conocer aspectos genéticos fundamentales del desarrollo animal, ya
que una gran cantidad de genes de Drosophila tienen homélogos en otros phyla
incluidos los mamiferos. Ademés, actualmente se ha completado la secuenciacién
del genoma de Drosophila, lo que brinda grandes ventajas para una amplia
diversidad de estudios funcionales {(Adams et al., 2000).

El desarrollo embrionario en Drosophila melanogaster dura aproximadamente
24 horas a partir de la fecundacién. Después, el embrién pasa por tres fases
larvarias con una duracién total de 4 a 5 dfas. Posteriormente, las larvas del tercer
estadio se transforman en pupas. Esta fase dura alrededor de 4 a 5 dfas y de la
pupa emerge el adulto o imago. A continuacion se describen los principales
cambios morfoldgicos que ocurren a lo largo de la embriogénesis con especial
énfasis en el momento en que se lleva a cabo el alargamiento/retraccién de la
banda germinal y el cerrado dorsal. Este tltimo es uno de los fenémenos a estudiar
en este proyecto junto con la formacién del térax al final de las fases larvarias y

durante la metamorfosis.
2) Desarrollo embrionario.

La fecundacién del huevo ocurre en el ttero. Durante las dos primeras horas, el
huevo es un sincitio, es decir, se llevan a cabo varias divisiones nucleares y los
nudcleos comparten un mismo citoplasma, lo que facilita la libre difusién de los
productos de los genes maternos. A partir de la tercera divisién se inicia la etapa 2,

durante la cual los nicleos se dividen cada 10 minutos en promedio y de manera



sincronizada. Después de 9 divisiones, la mayorfa de los nicleos migran hacia la
superficie del embridn y se da inicio a la etapa 3. En esta etapa varios de los
nicleos localizados adn en el centro del embrién forman ahi los vitel6fagos
mientras que otro grupo de nicleos se dirigen al 15010 posterior dando origen a las
células polares que son las precursoras de la linea germinal. La diferenciacién de
las células germinales es el primer ejemplo de diferenciacién celular en el embrién
de Drosophila. Bstas células polares se individualizan {(celularizan) del blastodermo
y contindan dividiéndose bajo su propio esquema.

Durante la etapa 4, los nicleos del bastodermo todavia como sincitio
experimentan las ultimas 4 divisiones nucleares. Estas se llevan a cabo cada 20
minutos. El embrién aumenta considerablemente de tamafio y la etapa termina con
el inicio de la celularizacién. En la etapa 5, la celularizacién ocurre gracias a la
fusién de vesiculas citopldsmicas derivadas del reticulo endoplédsmico,
produciéndose asi la formacién de las membranas plasmadticas. Durante este
proceso el tamafio de los nticleos aumenta de 3-4 um a 10-15 wm. Es al final de esta
fase cuando se inicia la gastrulacién que permitira la formacion de la mayor parte
de los 6rganos internos, un evento comin en el desarrollo animal. En la etapa 6,
un grupo de células blastodérmicas en la parte media ventral se invagina y forma
el mesodermo que dara origen a 6rganos internos y musculos. La capa de células
externas formardn el ectodermo que dara origen a la epidermis y a los sistemas
nervioso central y periférico. Un grupo de células del mesodermo y del ectodermo
a lo largo de la linea media ventral en direccién antero-dorsal formara la banda
germinal y parte del futuro sistema nervioso central.

En [a etapa 7 continda la gastrulacién y se hacen visibles dos pliegues, el
anterior transversal y el posterior transversal. Gran parte de las células que forman
los surcos constituyen el primordio de la amnioserosa, una membrana
extraembrionaria que juega un papel fundamental durante el cerrado dorsal, como
se describird mas adelante. A su vez, un grupo de células ectodérmicas localizadas
en la parte anterior del surco cefélico, en la parte dorsolateral, dara origen a los
neuroblastos del 1ébule procefalico (parte del cerebro). Al final de esta etapa y al
principio de la étapa 8, ocurre otro evento morfogenético que se describird con
- detalle mas adelante, la elongacién de Ia banda germinal. La banda germinal se

extiende hacia la parte posterior del embrién y se curva hacia arriba. En la etapa
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9, las células mesodérmicas experimentan una reorganizacién que se traduce en la
iniciacién de la segmentacién. Otro de los principales eventos es la segregacidn de
dos poblaciones de neurcblastos, pues el ectodermo neurogénico tiene una regién
Jaterodorsal que dard lugar a los ganglios supraeéofégicos y una ventromedial que
dara origen a los ganglios subesofégicos. Durante la etapa 10, las células polares
migran a ambos lados del primordio del intestino. En esta etapa se hace muy
evidente la segmentacién de la banda germinal. En la etapa 11 se hacen muy
notables los surcos intersegmentales. Para este momento hay una gran cantidad de
células ganglionares en el [6bulo procefédlico y empieza a evidenciarse el primordio
del I6bulo éptico y tres primordios del sistema nervioso estomagdstrico. En la
etapa 12 el principal acontecimiento es la retraccién de Ia banda germinal lo que
hace que la amnioserosa quede cubriendo la parte dorsal del embrién. También en
esta etapa migran las células polares hacia la posicién en donde se formarén las
génadas y el corddn nervioso ventral se separa completamente de la epidermis y
aparecen las primeras fibras y procesos neurales. Durante la etapa 13 se completa
el acortamiento de la banda germinal. En esta etapa las células de los primordios
de la mayor parte de los 6rganos empiezan su diferenciacién. Ocurren también dos
eventos morfogenéticos muy importantes: la invaginacion de la cabeza y el cerrado
dorsdl, (este dltimo, uno de los objetos de estudio del proyecto de investigacion}.
Durante esta etapa las células dorsolaterales del epitelio lateral empiezan a
alargarse sobre la amnioserosa hacia la linea media del embrién. Este es el inicio
del cerrado dorsal que se describird con detalle mas adelante. En esta fase, en el
sistema nervioso central se diferencian los ganglios supraesofdgico y subesofdgico.
En la etapa 14, continua el cerrado dorsal y la invaginacién de la cabeza en donde
varias regiones no segmentadas de la parte mas anterior de] embrién involucionan.
En la etapa 15 se completa el cerrado dorsal y la amnioserosa se invagina
experimentando apoptosis posteriormente. El intestino forma un tubo cerrado.
Puesto que las estructuras de la cabeza se desplazaron hacia el interior, los
segmentos del tronco experimentan una expansién. Durante las dos tltimas etapas
del desarrollo, etapas 16 y 17, la epidermis inicia la secrecién de la cuticula.
Aparece el proventriculo o vélvula cardiaca. Se hacen visibles las especializaciones
de la cuticula como los denticulos ventrales, las quetas dorsales, etc. Al finalizar la

etapa 17, los precursores de la epidermis del adulto que serd completamente

11



independiente de la epidermis larval, ya se han invaginado como discos
imaginales conectados a la epidermis larval. En esta etapa termina el desarrollo

embrionario (Campos-Ortega y Hartenstein, 1997).
a) Alargamiento/retraccién de la banda germinal y cerrado dorsal.

Entre las etapas 7 y 12 ocurre un evento morfogenético que se conoce como
alargamiento/retraccién de la banda germinal y que precede al cerrado dorsal. La
banda germinal comprende los primordios de los segmentos mandibular, maxilar
y del labial, los de los 3 segmentos torédcicos y los 8 abdominales. Cada primordio
de la banda germinal tiene la misma organizacién con componentes epidérmicos,
neurales y mesodérmicos {Campos-Ortega y Hartenstein, 1997). En la extensién de
la banda germinal hay mayor cantidad de rearreglos celulares que de cambios de
forma celular, intercalandose muchas células a lo largo del eje anteroposterior con
la resultante disminucién en el eje dorsoventral (Irvine y Wieschaus, 1994}, En esta
etapa la banda germinal tiene la caracteristica forma de “U”, con la par"ce caudal
plegada sobre la regién dorsal. Durante la retraccién de la banda hay una
combinacién de cambios de forma celular en la epidermis y rearreglos, siendo mas
importantes los primeros. Esto da como consecuencia el desplazamiento de la
parte caudal a la regién posterior del embrién. Se han descrito mutaciones en
varios genes del grupo “U-shaped”que alteran no tan solo el proceso de
alargamiento/acortamiento de la banda germinal sino también el cerrado dorsal.

El cerrado dorsal se lleva a cabo de las etapas 13 2 15.  Se conocen algunos
aspectos sobre la biclogia celular de los elementos que 'participan en el cerrado
dorsal gracias al estudio y caracterizacién de mutantes. El cerrado dorsal consiste
en una fase de diferenciacién de las células de la hilera guia (leading edge), la
hilera de células mas dorsales del epitelio lateral. Durante el acortamiento de la
banda germinal las células de la hilera gufa forman un epitelio columnar con una
polaridad bien definida. En estas células el nicleo se ubica ventralmente, es decir
hacia el lado opuesto a la amnioserosa y acumulan actina y miosina no muscular
de tipo I, en la parte apical. Otro aspecto notable es la ausencia de moléculas de
adhesién del tipo de la fasciclina III y la neurotactina entre estas células y la

amnioserosa. Hasta hace algin tiempo se considerd a la amnioserosa como un

12



sustrato pasivo durante el cerrado dorsal; sin embargo estudios mads recientes
muestran un papel muy activo de esta capa celular en el cerrado dorsal. Los
andlisis de filmaciones sobre el comportamiento de las células de la amnioserosa
durante el cerrado revelan una contraccién masiva en su superficie apical.
Imégenes de microscopia electrénica de transmision también han demostrado una
fuerte constriccidon en su membrana apical. Por lo tanto, el cerrado dorsal es el
producto de los movimientos coordinados de dos tejidos como respuesta a eventos
de sefalizacién entre la amnioserosa y el ectodermo dorsal (Stronach y Perrimon,
2001), en donde los movimientos son el alargamiento y desplazamiento de las
células del epitelio lateral y la contraccién de la superficie apical de las células de la
amnioserosa que favorece el acercamiento entre los frentes del epitelio lateral
(Jacinto y Martin, 2001). Conforme se acercan los dos frentes epiteliales se forman
filopodios y lamelipodios de las células de la hilera guia, que son extensiones a
base de actina (Jacinto et al.,, 2000). Una vez que las células de la amnioserosa
pierden contacto con las células epidérmicas, se acercan al corazén en desarrollo y
posteriormente experimentan apéptosis. Cuando se completa el cerrado dorsal las
células en la linea media dorsal permanecen alineadas un tiempo y después se
interdigitan (Figura 1).

Hilera guia
Amnioserosa| e

TESSCON |
'FALLA DE ORIGEN

Figura 1. Cerrado dorsal. En el lado izquierdo (A, B y C) se muesira un esquema de un embrién
durante el cerrado dorsal y en el lado derecho los camnbios de forma de las células del epitelio
Jateral (Tomado de Noselli, 1998)
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3) Etapas larvarias y metamorfosis

La gran mayoria de los érganos larvarios son reemplazados por otros érganos en el
adulto, practicamente solo persiste el sistema nervioso central. Varias evidencias
sugieren que la mayoria de las neuronas motoras y las interneuronas del adulto
son de origen embrionario, pero también hay un gran nimero de neuronas que se
afladen durante las etapas larvarias y la etapa pupal temprana (Truman, 1990}.
Como se mencioné anteriormente, las estructuras del adulto surgen de
epitelios especializados llamados discos imaginales que se desarrollan a partir de
precursores definidos desde la etapa embrionaria. Hay discos imaginales para cada
estructura: de alas y térax, de patas, de ojos y antenas, de halterios, de genitales vy
de estructuras labiales. Durante las fases larvarias los discos crecen en niimero de
células y en tamafio. Al finalizar la tercera fase larvaria ocurren cambios en los
niveles de la hormona ecdisona que inducen a la larva a un estado prepupal.
Después de la formacién del pupario hay solo una o dos rondas mas de divisién.
Es en este momento cuando los discos imaginales experimentan los cambios
morfogenéticos mas importantes como eversidén o evaginacidn, alargamiento,
expansion y fusién (Pristrom y Fristrom, 1993). Estos sacos epiteliales en unas
cuantas horas daran origen a estructuras perfectamente reconocibles como las alas,

el térax, las patas, los ojos, etc.
a) Discos imaginales.

Los discos imaginales son modelos ideales para estudiar la formacién de patrones.
Ademads los mecanismos moleculares involucrados en la formacién de patrones
tienen similitudes con los que regulan el desarrollo de las extremidades de los
vertebrados. En el desarrollo de este proyecto, nos interesaron los genes que
participan en la formacién del térax. Esta estructura surge a partir del disco
imaginal de ala y torax. Este disco se divide en 8 secciones, 4 en la lamina del ala y
cuatro en la regidn tordcica. Hay un limite de compartimento que separa el disco
en regiones anterior y posterior. El limite de compartimento en el ala adulta se
localiza entre las venas 3 y 4. En el ala del adulto hay 5 venas numeradas del borde

anterior al posterior. Las vias de sefializacién de hedgehog (hh) y decapentaplegic
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(dpp), un miembro de la familia TGF-B, establecen estas regiones (Morata y
Lawrence, 1975; Basler y Struhl, 1994; Ingham y Fietz, 1995). El disco también se
subdivide en compartimentos dorsal y ventral més tardiamente durante la
segunda etapa larvaria. En esta subdivisién intervienen genes como apterous {ap),
Jringe (fng} y la via de Notch definiendo el compartimento dorsal (Diaz-Benjumea y
Cohen, 1993; Blair et al,, 1994). El papel de estos genes se ha estudiado generando
clonas de falta de funcién: por ejemplo cuando se generan clonas homocigotas
mutantes para apterous en la superficie dorsal, las células adquieren una identidad
ventral formandose un margen ectépico del ala con el patrén caracteristico de
quetas. La via de Wingless interviene de manera importante en el establecimiento
del limite de compartimento dorso-ventral (Neumann y Cohen, 1997). Asi, el disco
imaginal queda dividido en regiones anterior y posterior, dorsal y ventral. A partir
de estas divisiones se irdn determinando y diferenciando las estructuras del disco

(Figura 2.

TESIS CON
FALLA DE ORIGFW

Superficie

ventral del ala

Figura 2. Compartimentos del disco del ala y del térax. En el recuadro superior se muestran los
compartimentos anterior (A), posterior (P), dorsal (D) y ventral (V) del disco imaginal. En la parte
inferior se muestran las estructuras que se originan a ?artir del disco imaginal (Tomado de Wolpert
et al., 1998).
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b) Cerrado toracico.

El térax dorsal 0 notum se desarrolla de las partes dorsales del disco imaginal del
ala y del térax. Estos discos (uno por cada ladoﬁc_lel organismo) se aproximan el
uno al otro y se fusionan en la parte media entre las 6 y 8 horas después de la
formacién de la pupa, proceso que se denomina cerrado tordcico y del que mads
adelante se describirdn algunas de las moléculas involucradas (Figura 3). Este
proceso tiene una gran similitud con el cerrado dorsal en términos de morfogénesis
y los mecanismos moleculares involucrados (Riesgo-Escovar y IHafen, 1997a;

Agnes et al., 1999; Zeitlinger y Bohmmann, 1999).

A
B
C
TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
D

Figura 3. Formacién del térax. En el esquema se muestra el par de discos imaginales de] ala y del
térax de la tercera etapa larvaria (A), los cambios morfogenéticos después de 6 horas de la
formacién de la pupa (B), a las 8 horas (C) y a las 9 horas (D) después de la misma. Las zonas mds

oscuras muestran fa expresién de pnr (Tomado de Zeitlinger y Bohmann, 1999).

Tanto en el cerrado dorsal como en el cerrado tordcico se requieren de

cambios de forma celular, pero no hay eventos de divisién celular ya que el uso de
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compuestos que inhiben la sintesis de DNA durante el cerrado tordcico no
interfieren con el desarrollo del térax mientras que el uso de citocalasina B, que
despolimeriza filamentos de actina, bloguea la morfogénesis de los discos y el

cerrado tordcico (Fristrom y Fristrom, 1993).
¢) Formacion de las quetas en el torax.

También durante la tercera etapa larvaria y el inicio de la etapa pupal ocurren en el
disco eventos que permiten el establecimiento de un campo morfogenético, que es
un grupo de células competentes entre las que estdn las que originaran a las
quetas. En estos campos morfogenéticos es necesaria informacién posicional y esta
informacion estd dada por gradientes de respuestas a vias de sefializacién
evolutivamente conservadas. Ejemplos de estas vias son: la del EGFR (Factor de
crecimiento epidérmico), la via Dpp, la via de Wingless, la via de Hedgehog y la
via de Notch. Estas vias se usardn en repetidas ocasiones durante el desarrollo,
para proveer informacién posicional en la formacién de la mayoria de las
estructuras. Ademads de estas vias, otros grupos de genes, los genes selectores
juegan un papel muy importante en estos procesos porque son los que controlan el
surgimiento de campos morfogenéticos.

Las células que forman estos campos deberdn interpretar la informacién
posicional dada por los efectores de las vias de sefializacion (Affolter y Mann,
2001). La interpretacién de esta informacién da como resultado el establecimiento
de un prepatrén (Stern, 1954) o combinaciones especificas locales de factores de
transcripcién. que a su vez prefiguran la formacién y localizacién de estructuras
como las quetas. Durante la tercera etapa larvaria, en el disco del ala y térax,
surgen pequefios grupos de 20 a 30 células llamados grupos proneurales, los cuales
son los responsables de prefigurar la formacién de las quetas toracicas mas
grandes llamadas macroquetas. Estas quetas adoptan posiciones perfectamente
definidas no sélo en Drosophila melanogaster sino en todos los miembros de este
género. Las posiciones y el ndmero de estos mecanoreceptores es perfectamente
constante y a cada uno se ha asignado un nombre, lo que permite utilizar el
desarrollo de estos érganos como un modelo en el estudio del sistema nervioso

central y periférico. A partir de cada grupo proneural surge un campo proneural
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del cual se selecciona a una sola célula, como célula precursora del drgano
~sensorial (SMC). Lsta célula experimentard cuando menos dos divisiones
asimétricas dando origen a cuatro células, las cuales después de completar su
diferenciacién darén lugar a los cuatro componentes basicos de un Sdrgano
sensorial: el pelo o queta y el “socket” que son los componentes externos y una
neurona y una célula glial (Hartenstein y Posakony, 1989). Tanto los grupos
proneurales como sus correspondientes SMC adquieren posiciones definidas

dentro del disco imaginal (Figura 4).

Disco imaginal

Grupos proneurales Organos sensoriales

Figura 4. Disco imaginal del ala y del t6rax y las estructuras a las que da origen. Del lado izquierdo
estdn representados los diferentes grupos proneurales con diferentes tonos de gris. Del lado
derecho se muestra la posicidn de las macroquetas y las sensilas que surgen a partir de cada grupo

proneural con los mismos tonos de gris (Tomado de Wolpert et al., 1998).

4) Participacién de genes en diferentes etapas del desarrollo.

a) Genes requeridos en la elongacién/retraccién de la banda germinal.

Se han descrito mutaciones en varios genes cigéticos que afectan la retraccién de la
banda germinal. L.a mayorfa pertenecen al grupo conecido como U-shaped y son:
hindsight (hnt) (Wieschaus et al., 1984), tailup (tup) (Niisslein-Volhard et al., 1984),
serpent (srp) (Jirgens et al, 1?84) u-shaped (ush) (Niisslein-Volhard et al., 1984), v
pnr. Ademads, también afectan este fendémeno Egfr, el homélogo del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (Clifford y Schiipbach, 1989} e inr, el homélogo
del receptor de insulina en mamiferos (Fernandez et al., 1995). Los cinco primeros
son genes cuyos productos son factores de transcripcion del tipo de dedos de zinc.
Desde el inicio del alargamiento hasta el final de la retraccién, hint se expresa

en la amnioserosa y en el endodermo pero no en las células del ectodermo que son
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las que experimentan los cambios de forma durante la retracciéon de la banda
germinal. Como se mencioné anteriormente, la amnioserosa juega un papel muy
importante en la retraccién de la banda germinal y el cerrado dorsal. Las
mutaciones en los genes del grupo U-shaped préducen pérdida prematura de la
amnioserosa y esto trae como consecuencia defectos en la retraccién de la banda y
en el cerrado dorsal (Frank y Rushlow, 1996). Se han propuesto dos hipétesis sobre
la funcién de hnt: a) su participacién en el mantenimiento de las células de la
amnioserosa con quienes establecen contactos las células del ectodermo durante la
retraccién de la banda germinal, o b) su participacién en la regulacién de alguna
via de sefializacién de la amnioserosa hacia el epitelio lateral (Yip et al., 1997). En
embriones mutantes para hnt que ademads tienen una deficiencia que elimina tres
genes requeridos para la muerte celular, no hay pérdida prematura de la
amnioserosa. En estos embriones, sin embargo, no hay retraccién de fa banda
germinal (Lamka y Lipshitz, 1999). Se sugiere entonces que hnt participa come
factor de transcripcién en la expresidn de genes que finalmente controlan la
retraccién de la banda germinal. Un posible miembro de esta via de sefializacién
es INR (la via del receptor de la insulina) que se expresa en todo el embrién a
excepcién de la amnioserosa (Ferndndez et al., 1995). Cuando se sobreexpresa este
receptor en mutantes de hnt hay rescate de la retraccién de la banda germinal
(Lamka y Lipshitz, 1999). Recientemente se ha propuesto que hnt es un regulador
negativo de la via de la cinasa de Jun (JNK) en la amnioserosa. Antes de la
retraccién de la banda germinal hay expresién de puc y dpp en la amnioserosa, lo
~que puede reflejar un estado de activacién de la via JNK. Conforme ocurre la
retraccién de la banda germinal, la expresién de puc y dpp disminuye en la
amniosercsa y para cuando se inicia el cerrado dorsal, no hay expresion detectable
en esta capa celular pero hay una expresién elevada en las células de la hilera guia.
En mutantes de hnt, persiste la expresion de puc y dpp en la amnioserosa durante el
cerrado dorsal y este no se completa (Reed et al., 2001). Por lo tanto, es posible que
la inactivacién de la via JNK en la amnioserosa sea un requisito para que se lleve a
cabo el cerrado dorsal de manera adecuada. Hay evidencias de que hnt junto con
ush juegan un papel importante en la diferenciacién de las células de la hilera guia,
y que se requiere de interacciones inductivas entre la amnioserosa y el epitelio

lateral para tal fin (Stronach y Perrimon, 2001).
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ush tiene un patron muy dindmico de expresién durante la embriogénesis,
se expresa primeramente en el primordio de la amnioserosa en etapas muy
tempranas. Durante la extensién de la banda germinal, se expresa en el tracto
intestinal en desarrollo y en los precursores de los hemocitos; durante la retraccién
de la banda germinal en el epitelio lateral y en los precursores de los hemocitos, y
al inicio y durante el cerrado dorsal en la amnioserosa y el epitelio lateral (Fossett
et al., 2000): Se ha estudiado su participacién en el desarrollo cardiaco durante la
embriogénesis y en el desarrollo de los érganos sensoriales durante la
metamorfosis, pero no estd clara su funcién en la retraccién de la banda germinal
ni durante el cerrado dorsal. S6lo se sabe que se requiere para la especificacién de
la hilera gufa (Stronach y Perrimon, 2001).

La expresién de srp es muy similar a la de ush durante la embriogénesis y
aunque tampoco estd clara su funcién durante la elongacién/retraccién de la
banda germinal, se ha demostrado que es esencial para la expresién de ush (Fossett
et al., 2001} y esta interaccién genética juega un papel importante en estos eventos
morfogenéticos.

La expresién de tup se ha observado en las células de la amnioserosa en
desarrollo y en regiones de la futura epidermis dorsal al inicio de la gastrulacién.
Para esta etapa su expresién es muy similar a la de ush, excepto que en el caso de
tup se extiende a regiones més anteriores. Existe también otra diferencia con
respecto a los demads genes del grupo U-shaped, ya que mutaciones en tup no
producen apoptosis prematura en las células de la amnioserosa (Frank y Rushlow,
1996) y no hay alguna explicacién en cuanto a los defectos en la retraccién de la

banda germinal.

b) Genes requeridos en el cerrado dorsal y en el cerrado toricico.
Genes de la via DJNK

La via de ]a JNK es un miembro del grupo de las vias de cinasas activadas por
mitégenos (MAPK). La via JNK estd evolutivamente conservada y participa
principalmente en la regulacién de cambios de forma celular y en la respuesta a
condiciones de estrés celular (Noselli, 1998). Varios de los genes que conforman

esta via son oncogenes.
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Atn no se ha identificado el ligando ni el receptor de la via pero se tienen
algunas evidencias de que Dcdc42 y DRacl podrian participar (Harden et al,,
1999). Una vez que la sefial se recibe en la membrana, se activa una cascada de
cinasas y una de las primeras en participar es una proteina codificada por
misshapen (msn) una cinasa de tipo Ste20 (Su et al., 1998), la MAPKKKK, la MAP
cinasa cinasa cinasa cinasa. Misshapen a su vez activa a Slipper codificada por
slipper (slpr), una MAPKXK (Stronach y Perrimon, 2002). La siguientes cinasas de la
via en activarse son Hemipterous (Hep), una MAPKK (Glise et al., 1995) y Basket
(Bsk) la cinasa de Jun, una MAPK (Riesgo-Escovar et al., 1996). La cinasa de Jun
fosforila factores de transcripcién como Jun que forma heterodimeros con otro
factor de transcripcién, DFos (Riesgo-Escovar y Hafen, 1997b). Se desconoce si
existen otros factores de transcripcién que sean regulados por la via de la cinasa de
Jun. Se conocen al menos dos genes blanco del complejo Jun-Fos: puckered (puc),
que codifica para una fosfatasa que modula la actividad de la cinasa de Jun, y

decapentaplegic (dpp) (Noselli y Agnes, 1999).

GTPasas DCdc42?lL DRacl?
MAPKKKK Misshapen
MAPKKK Sli]glper
MAPKK | Hemi}terous
MAPK Ba%et

Jun + Fos

}
>

dpp puc

Figura 5, Esquema de la via de la cinasa de Jun en Drosophila.
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Mutaciones en miembros de la via como hep, bsk y DJun producen fallas en
el cambio de forma celular de la hilera guia en el epitelio lateral dando como
resultado un fenotipo de apertura dorsal. Se ha observado que en mutantes de hep
no se forman adecuadamente los filopedios y lamelipodios necesarios para la
fusion de los frentes del epitelio lateral, y el cerrado es defectuoso con un mal
alineamiento entre los segmentos correspondientes (Jacinto et al., 2000). La pérdida
de funcién de DFos produce un fenotipo similar al de los mutantes DJun (Riesgo-
Escovar y Hafen, 1997b). Estas evidencias muestran que heterodimeros Djun/Dfos
controlan el cerrado dorsal y la expresién génica derivada de la activacién de la
via, como la expresién de dpp. Dfos también interviene en las células ventrales ala
hilera gufa durante el cerrado dorsal pero la expresién de Dfos en estas células
depende de dpp.

Varios alelos hipomorfos de hep y DFos permiten que se complete el
desarrollo hasta la etapa adulta, pero producen un defecto de cerrado tordcico por
falta de fusién de los discos imaginales, y se observa una hendidura en la parte
media dorsal. Estas fueron las primeras evidencias del requerimento de la via JNK
en la formacién del térax (Riesgo-Escovar y Hafen, 1997b) y de la similitud en los

mecanismos moleculares del cerrado tordcico con el proceso del cerrado dorsal.
Genes de la via Dpp.

La activacién de DJNK por una sefial atin desconocida, lleva a la expresién de
genes como dpp (Riesgo-Escovar et al., 1996). Dpp tiene su blanco en las células del
ectodermo lateral en donde la sefial se recibe por medio de sus receptores, tkv
(thick veins) y punt (put) (Affolter et al., 1994; Letsou et al., 1995). En las mutantes
tkv, las células del ectodermo lateral no experimentan cambios de forma ni
migracién mientras que los cambios morfoldgicos en las células de la hilera guia
no se ven afectados. Ademds, la expresién de dpp o de formas activadas de tkv en
el ectodermo, suprimen los fenotipos de apertura dorsal de alelos mutantes de bsk
y de Djun (Riesgo-Escovar y Hafen, 1997) lo que demuestra que las células del

epitelio lateral responden a la sefial Dpp.
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En cuanto al cerrado tordcico alteraciones del nivel de expresién de dpp
(Martin-Blanco et al., 2000) o efectos de sobreexpresién (ver articulo anexo)
producen alteraciones durante este evento morfogenético. Los adultos tienen una
hendidura en el térax producto de la falta de forn{acién de filopodios que permiten
la fusién de las células de la hilera gufa en los discos imaginales. En el disco
imaginal de ala y térax, dpp se expresa en las células del pedinculo que daran
origen a la hilera guia. La expresion de una forma dominante negativa del receptor
tkv (Martin-Blanco et al., 2000) o la expresién ectépica de una forma activada del
mismo (ver articulo anexo}, producen defectos similares de cerrado tordcico. Todos
estos datos demuestran la participacién de esta via de sefializacién en el cerrado
dorsal ‘y tordcico y la importancia de la regulacién fina de su actividad en los

cambios de forma celular.

pannier {pnr), otro gen requerido en el cerrado dorsal y en la formacién del

torax.

En vertebrados existe una familia de factores de transcripcién que se unen al DNA
en secuencias “GATA” llamada factores de transcripcién tipo GATA que regulan
la transcripcién de varios genes como los de la globina en células eritroides. La
estructura terciaria de estos factores de transcripcién se caracteriza por poseer
dedos de zinc, fundamentales para el reconocimiento de secuencias en el DNA.
Mutaciones en genes GATA impiden que se lleve a cabo la diferenciacién de las
células eritroides. En vertebrados hay varios miembros: GATAL, GATA2, GATA3
y GATA4 y cada uno tiene patrones de expresién especificos.

En Drosophila se identificaron a dos genes miembros de esta familia con gran
homologia con los de vertebrados, srp y pannier (pnr) (Winick et al, 1993).

El locus pnr fue descrito por Jirgens y colaboradores en 1984 a partir de
alelos mutantes encontrados en un tamizaje genético de mutaciones que afectaban
la morfologia de la cuticula larvaria. El gen se localiza en el intervalo 89B4-9. Se
han identificado un gran nimero de alelos dominantes y recesivos de pnr. El alelo
que se usé en el presente trabajo fue pnrGal4, un alelo dominante viable que en
condicién heterocigota muestra una ligera hendidura en el térax y pérdida de

algunas macroquetas toracicas.
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pnr se empieza a transcribir dos horas después de la fecundacién del huevo
de Drosophila y los RNAm se localizan en la regién del blastodermo celular que
dard lugar a la amnioserosa y a la epidermis dorsal. Conforme transcurre el
desarrollo, la expresién de pannier queda restlzingida a la epidermis dorsal y
continiia hasta el final de la etapa de cerrado dorsal. En los embriones mutantes de
pnr, hay una degeneracién prematura de las células de la amnioserosa lo que da
como consecuencia un fenotipo de apertura dorsal (Ramain et al,, 1993). Sin
embargo, hay otro reporte en donde no observan este efecto (Herranz y Morata,
2001). Heitzler et al., en 1996 han demostrado que pnr también se expresa en la
region dorsal de los discos imaginales del ala y del térax, en donde surgira el
notum. pannier participa en el cerrado dorsal y en el cerrado tordcico, y estd
involucrado en la formacién de los 6rganos sensoriales. En el adulto, pnr se expresa
a lo largo de la linea media dorsal incluyendo la parte posterior de la cabeza y el
abdomen. En algunas combinaciones alélicas viables de este gen, se observa una
hendidura tordcica en la linea media dorsal porque no hay fusién de los dos
hemitoraces, muy semejante a algunos fenotipos mutantes de hep y de DFos.
Incluso en algunos mutantes con hendiduras muy marcadas también la cabeza y el
abdomen se ven afectados. Aunque existen varias evidencias de la participacién de
pnr durante el cerrado dorsal y el cerrado torédcico, no esta clara su funcién.
Recientemente se ha reportado que a diferencia de lo que ocurre al inicio de la
embriogénesis en donde pnr es un gen blanco de dpp, durante el cerrado dorsal la
expresion de dpp en la hilera gufa estd regulada por pnr. En mutantes nulos de pnr,
no hay expresién de dpp en la hilera gufa, pero no se afecta la expresién de dpp en
otros tejidos. Esto en principio parecerfa sugerir que se requiere de pnr para la
activacidn de la via JNK, sin embargo cuando se observa en mutantes de pnr la
expresion de puc, un gen que se activa en respuesta a JNK, esta no se afecta
(Herranz y Morata, 2001). Esto sugiere que la expresion de dpp en la hilera guia

depende por un lado de pnr y de manera independiente de la via JINK.

¢} Genes requeridos en la formacién de las quetas.
Previo a la formacién de las quetas, se requiere de gradientes de varios morfégenos
como Wingless, Hedgehog y Dpp, que como ya se mencioné anteriormente,

generan informacién posicional dentro de los discos imaginales durante la
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formacién de los compartimentos. Estos mismos morfégenos participan en el
establecimiento del prepatrén para la formacién de las quetas en el notum. Se
requiere de Dpp en cooperacién con Wg para la formacién de algunos grupos
proneurales (Tomoyasu et al., 1998). También la expresién ectépica de Hh en el
disco del ala produce SMC ectépicas y por tanto quetas extra (Mullor et al., 1997).

Entre los genes del prepatrén estan pannier (Cubbada et al, 1997; Haenlin et
al., 1997) y el compiejo iroquois (Gémez-Skarmeta et al., 1996). La expresion de pnr e
iroquois en los discos imaginales del ala y el térax se restringe a la regién que
contiene a las células precursoras de las regiones mediales y laterales del notum,
respectivamente. A su vez estos genes son responsables de la activacidén de los
genes proneurales, fundamentales en la determinacion de las células SMC.

Dos de los genes proneurales mas importantes son achaete (ac) y scute (sc),
los cuales codifican para reguladores transcripcionales con dominios hélice-vuelta-
hélice (bHLH). Estos genes le confieren a todas las células del grupo proneural el
potencial para llegar a ser una SMC (Garrell y Campuzano, 1991).

Debe mencionarse que estos genes proneurales también le dan el potencial
de diferenciarse en neuronas a las células ectodérmicas de la zona neurogénica o
neuroectodermo durante la formacién del sistema nervioso central. En este tltimo
caso se hace evidente la expresién de Ac y Sc en la diferenciacién de los
neuroblastos, después de la gastrulacidn, en los limites de los futuros segmentos y
en regiones un poco anteriores a estos.

Las células que acumulan el mayor nivel de proteinas Ac y Sc en el sistema
nervioso periférico se definen como SMC y siempre ocupan la misma posicién
dentro del grupo proneural (Campuzano y Modolell, 1992). La pérdida de funcién
de pnr produce una disminucion en la expresién de ac y sc y por lo tanto un menor
namero de quetas. Una ganancia de funcién de pnr produce sobreexpresién de los
genes proneurales lo que resulta en un mayor nimero de quetas. Se sabe que pnr
se une especificamente a una regién de complejo ac-sc con actividad de “enhancer”
(Gémez-Skarmeta et al., 1995) a través de secuencias GATA. Més adelante se
describirdn otras funciones de pnr a lo largo del desarrollo en Drosophila.

Por otro lado, hay productos de genes que regulan negativamente la
expresion de ac y sc como Hairy (H) que reprime directamente su expresién, y

extramacrochaetae (emc) que evita que Daughterless (Da) forme heterodimeros con
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Acy Sc. Otra proteina que también regula negativamente la expresién de los genes
proneurales y es considerado otro gen de prepatrén junto con pnr e iroquois, s u-
shaped (ush), un factor de transcripcién con dedos de zinc que forma dimeros con
pnr. La expresién de ush en el disco del ala sobreiapa en gran parte con la de pnr.
Algunos alelos mutantes de ush inducen una aumento en la expresién de ac y sc
induciendo un mayor niimero de SMC y la formacién de quetas extra (Cubbada et
al., 1997; Haenlin et al., 1997).
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Figura 6

Cuando se ha defirido la SMC, esta célula evita que las células vecinas
adquieran el mismo destino mediante el fenémeno conocido como inhibicién
lateral, por la via de Notch. Notch es un receptor de membrana y Delta es uno de
sus ligandos. La activacién de Notch por Delta inhibe la expresién de los genes
proneurales en las células vecinas a la SMC impidiendo as{ que adopten el destino
neural, diferencidndose entonces como células epidérmicas. En mutantes de falta
de funcién de Notch, se forman varias células SMC en cada grupo proneural y se

producen muchas quetas a partir del mismo grupo (Artavanis-Tsakonas et al.,
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1995). De manera antagonica al efecto inhibitorio de la via de Notch sobre el
desarrollo de los érganos sensoriales, la via Egfr parece promover el destino neural
(Diaz-Benjumea y Garcia-Bellido, 1990) por interacciones de cooperacién lateral
(Culi et al., 2001). ’

Por lo tanto la accién de los genes de prepatrén y la regulacidn positiva y
negativa sobre la expresién de los genes proneurales, son esenciales en la

formacion de los érganos sensoriales.
I1. Tamizaje o “screen” genético.

Una forma de hacer un anélisis genético para identificar genes requeridos en un
proceso biolégico, es a base de mutaciones. La radiacién ionizante (rayos X) ha
sido un popular mutigeno. Una de las principales desventajas en el uso de este
mutdgeno es la induccién de translocaciones, duplicaciones o inversiones que
complican el andlisis genético; sin embargo sigue utilizandose cuando el objetivo
es inducir rearreglos cromosémicos. Otro mutdgeno que resulta muy efectivo y de
baja toxicidad en moscas es el etilmetanosulfonato (EMS), que produce una gran
cantidad de mutaciones puntuales o deleciones pequefias y aberraciones
cromosdmicas (Greenspan, 1997). De hecho, la identificacién de gran parte de los
genes que participan en la formacion de patrones durante el desarrollo
embrionario temprano provino de un andlisis genético en Drosophila a partir de
una mutagénesis de saturacién con EMS (Niisslein-Volhard y Wieschaus, 1980).

Dos de las principales desventajas de las mutagénesis mencionadas
anteriormente son: la dificultad para la identificacién o clonacién de los genes
afectados, y en el caso de mutaciones letales que ocurren en etapas muy tempranas
del desarrollo, no permitir estudiar directamente la participacién de estos genes en
etapas mas tardias (Miklos y Rubin, 1996).

Por lo anterior se ha usado como alternativa la mutagénesis por insercién de
elementos P o transposones, un tipo de elementos méviles que se encuentran en
Drosophila. Hay construcciones de elementos P que llevan un gen reportero como el
de la P-galactosidasa. Este se expresa bajo el control de promotores enddgenos y
permite identificar la expresién de genes endégenos en el sitio de insercién (Bellen

et al., 1989). Una variante en este sistema consiste en la combinacidén de la
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mutagénesis por insercion de elementos P, con la expresién controlada de un
activador transcripcional (Brand y Perrimon, 1993), dando como resultado
expresién ectépica de RNAm sentido o antisentido de genes endégenos cercanos a
la insercién. Esto puede ayudar a revelar funciones del gen en cuestién que no se
habian detectado antes. Se han generado varias colecciones de lineas transgénicas
de Drosophila con inserciones al azar de elementos P con secuencias UAS
(Upstream Activation Sequence) capaces de expresar de manera ectopica
secuencias cercanas (Figura 5). Una de estas colecciones es la que se utilizd en el
presente trabajo, generada por Rerth (1996). Las secuencias UAS son sitios de
unién del activador transcripcidnal Gal4 de levadura (Ptashne, 1988). Gal4 no tiene
secuencias blanco endégenas en Drosophila, y por lo tanto cuando Gal4 se expresa
como transgen en un patrén especifico en Drosophila puede provocar expresién del

gen adyacente a estos elementos P-UAS.

sitios Gal4 endégeno

"driver" Elemento EP blanco

Figura 7. Estrategia para inducir modificaciones en la expresién de un gen endégeno. La linea que
se utiliza como "driver” induce la expresién del activador GAL4 con el mismo patrdn de expresién
que el gen adyacente. La linea EP blanco tiene a su vez sitios de unién a GAL4. Por lo tanto en la
descendencia producto de esta cruza, GAL4 estd presente y se producen modificaciones en la

expresidn del gen endégeno de manera tejido especifica (Tomado de Rerth, 1998).
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A la fecha, la gran mayoria de los elementos P de la coleccién obtenida por
Rerth se han mapeado citolégicamente por hibridacién in situ en cromosomas
politénicos. Estas lineas también se han mapeado molecularmente por medio de
PCR inversa, lo que permite localizar molecularmente las inserciones recuperando
y secuenciando DNA gendémico adyacente a la insercién. Se ha observado que la
mayoria de los transposones se insertan en las regiones reguladoras de un gen o
muy cercanos al sitio de iniciacién de la regién codificante, es decir hacia el
extremo 5’ del transcrito (Spradling et al., 1995}, de manera que estas inserciones P-
UAS pueden dirigir la expresién de transcritos completos.

Por otra parte se han generado lineas transgénicas con construcciones del
elemento P que inducen la expresién del activador Gal4d y cuya expresién se
encuentra bajo el control de diferentes promotores. De esta manera, y dependiendo
del sitio de integracién del elemento P en el genoma, se dirige la expresién tejido-
especifica de Gal4 en una gran cantidad de patrones en embriones, larvas y/o
adultos (Calleja et al., 1996). La linea Gal4 que se usé en este proyecto fue pannier
Gal4 (pnrGald), una linea en la que el activador se expresa exclusivamente en los
tejidos en donde se expresa pnr.

El uso de este tipo de tamizaje genético permite identificar genes cuyos
productos se requieren para una funcién y también permite identificar
interacciones genéticas si el tamizaje se realiza en un fondo sensibilizado (Simon et
al., 1991). En este caso el fondo genético no es el del tipo silvestre, sino el de una
mutacién en un gen Jo cual “facilita” visualizar efectos causados por alteraciones
en otro gene, sobre todo si hay una interaccién entre ambos. Nuestro proyecto
utilizé un fondo sensibilizado, una mutacién en pannier.

Entre las ventajas de este sistema estén a) la facilidad relativa con la que se
pueden subclonar las secuencias adyacentes al elemento P, b) el control de
transcripcion ectépica del gen adyacente al elemento P s6lo en las células que
expresan el activador transcripcional Gal4, ¢) la obtencién de fenotipos por la
expresién alterada, del gen vecino a la insercidn, d) la determinacién de
interacciones genéticas, y e) la obtencién de alelos por removilizacion imprecisa del
elemento P, a partir de las lineas P-UAS al adicionar una fuente de transposasa.

En el tamizaje, se usé como fondo sensibilizado pnrGal4, ya que esta linea es

a la vez un alelo hipomorfo dominante de pnr producto de la insercién de un
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elemento P Gal4, que expresa Gal4 en el patrén de pnr. El fenotipo de pnrGald es
facil de visualizar; ademas, el gen pnr es un factor de transcripcidén que participa en
la formacién del térax y en el cerrado dorsal (Heitzler et al., 1996), precisamente los
procesos de interés en este trabajo. Lineas P-UAS en donde la expresién alterada
por pnrGal4, de un gen (o genes) adyacente (s} al elemento P, que modificaron el
fenotipo mutante de prnrGal4/+ fueron seleccionadas en el tamizaje.

En ocasiones es recomendable comparar los resultados obtenidos en un
fondo sensibilizado con los efectos obtenidos en otro fondo también sensibilizado
pero diferente, con la finalidad de separar los efectos debidos a la expresién
alterada del gen en estudio, de los efectos de interaccién entre diferentes genes. (En
este trabajo se repiti6 parte del tamizaje utilizando como fuente del activador la

linea apGal4. apGal4 también se expresa en el térax dorsal en formacién.)

ITI. Obtencién de alelos por removilizacién de elementos P.

Como se menciond anteriormente, una de las ventajas de trabajar con lineas
transgénicas con elementos P, es la facilidad para obtener alelos mutantes del gen
adyacente. El elemento P insertado no contiene al gen que codifica para la
transposasa, la enzima requerida para la movilizacién del fransposén. Sin
embargo, si se cruza esta linea con otra que expresa a la enzima transposasa, se
induce la movilizacién del elemento P. Hay lineas transgénicas de Drosophila
usadas como fuente de transposasa que contienen un elemento P incompleto que
codifica para la enzima, pero sin los extremos del transposén, lo que impide su
movilidad (Robertson et al., 1988). Se hace una cruza entre hembras de esta linea y
machos de la linea P-UAS del que se desean obtener alelos, para que se lleve a cabo
la removilizacién del elemento P-UAS y después usar balanceadores para que no
se pierdan las mutaciones por recombinacién. Un balanceador es un cromosoma
que contiene inversiones maultiples y marcadores genéticos. Las inversiones
miultiples evitan la recombinacién enire los homologos Los marcadores genéticos
facilitan analizar los esquemas de cruzas y la seleccién de individuos.

Las mutaciones obtenidas por removilizacién de elementos P suelen ser

deleciones ya que con frecuencia el elemento P se escinde de manera imprecisa. 5i
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la insercién original es mutagénica, se obtendrdn también alelos por escisiones

parciales del elemento P, y cuando estas sean precisas, se obtendran revertientes.
I'V. Mosaicos genéticos

Una vez que se han generado alelos de un gen, es importante conocer los efectos de
la falta de funcién del mismo en diferentes etapas del desarrollo y en el adulto. Sin
embargo, cuando la mutacién es letal en etapas tempranas, es muy dificil saber si
en etapas mas tardfas participa dicho gen. Una forma de solucionar este problema
es generar mosaicos genéticos por recombinacion mitdtica utilizando el sisterna de
recombinacién Flipasa/FRT. Con este sisterna se obtienen animales mosaico a una
alta frecuencia, en los que la mayor parte de los tejidos estan formados de células
heterocigotas para la mutacién en estudio. Una minoria incluye clonas de células
homocigotas mutantes y clonas “twin spot” que contienen células homocigotas de
tipo silvestre. |

Anteriormente se inducian mosaicos genéticos por recombinacién mitética
por radiacién con rayos X . Este método tiene algunas desventajas: a) muy baja
frecuencia de mosaicismo, b) alto indice de muerte celular, y c) rompimientos
cromosémicos inespecificos.

El sistema de recombinacién Flipasa/FRT en Drosophila se implement6 a
partir del descubrimiento en levaduras, de la recombinasa FLI sitio especifica y
sus secuencias blanco FRT (Golic and Lindquist, 1989). Lo que se hizo fue
introducir elementos P con secuencias FRT marcadas con alelos dominantes cerca
del centromero de cada brazo de cada cromosoma (a excepcién del cromosoma 4
que es muy pequefio). La seleccién de la linea FRT a usar dependerd de la
localizacién del gen en estudio. Ademds, se construyeron cromosomas que Hevan
marcadores celulares para tejidos internos o marcadores de cuticula en el adulto,
de tal forma que se pueden distinguir territorios celulares con los diferentes
genotipos (Xu y Rubin, 1993).

Para generar animales mosaicos se necesita hacer una cruza entre la linea
FRT adecuada (en nuestro caso ya que ppo estd en la 'regién 32D1-D2,

correspondiente al brazo izquierdo del cromosoma 2, se utiliz6 la linea FRT40), con
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un marcador para distinguir el territorio mutante del “twin spot” y el fondo
genético heterocigoto.

El evento de recombinacién mitética es al azar y por lo tanto puede ocurrir
en cualquier célula en divisién. Si la mutacién tiene un efecto fenotipico sobre esa
célula y su descendencia se observara el fenotipo mutante en ellas, pero si la
recombinacién ocurre en una célula precursora de un tejido en el que normalmente
este gen no se expresa, no se vera ningdn efecto. También es importante el
momento en que se lleva a cabo la induccidén de la recombinacién puesto que se
pueden evidenciar distintos requerimientos temporales de los genes en estudio.

Una modificacién a esta técnica permite conocer si un gen se requiere
cigéticamente o es de efecto materno. Los genes cigdticos son aquellos cuyos
productos contribuyen al desarrollo temprano pero que se expresan
exclusivamente a partir del genoma del cigoto. Las mutaciones recesivas en este
tipo de genes solo producen fenotipos en individuos homocigotos mutantes. Los
genes de efecto materno afectan el desarrollo temprano también, pero al menos
parte de la expresion se da a partir del genoma materno durante la ovogénesis. Asi,
el fenotipo del cigoto dependera del genotipo de la madre y no del genotipo del
cigoto. Una mutacién recesiva en estos genes solo producird individuos mutantes
cuando la madre sea homocigota mutante.

La forma para determinar si un gen presenta contribucion materna es analizar ¢l fenotipo de huevos
derivados de madres que son mosaicos genéticos en el ovario. Para esta técnica se hace uso de mutaciones con
efectos de esterilidad dominante, como ovo®'. Una hembra heterocigota para esa mutacion es estéril y solo si
un evento de recombinacién mitdtica ocurre en sus ovarios durante la ovogénesis, podra surgir un ovocito
homocigoto de tipo silvestre que completara su programa de desarrollo (Chou et al., 1993). Cuando en el
cromosoma homoélogo af que lleva ovo” y que se va a recombinar estd presente una segunda mutacién, el
embrién resultante de la recombinacién no tendra ovo®' pero se desarrollard en homocigosis mutante para el
producto de este otro gen. En nuestro caso nos interesaba saber si habia un efecto en la faita de funcién de

poco pelo durante la formacién del ovocito.
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OBJETIVO

Identificar nuevos genes que participan en el cerrado dorsal y tordcico en

Drosophila melanogaster.

HIPOTESIS

Es posible identificar y caracterizar nuevos genes que participan en el cerrado
tordcico, el cerrado dorsal y en la formacién de quetas tordcicas, por medio de un

tamizaje genético de expresién modificada en un fondo genético sensibilizado.
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MATERIAL Y METODOS
I. Mantenimiento de las cepas.

Las moscas se mantuvieron a una temperatura constante de 25°C. El medio de
cultivo se prepara de la siguiente manera: 50 gr de levadura activa, 50 gr de aztcar
o piloncillo y 15 gr de agar. Se afora a 500 ml con agua desionizada y se esteriliza
en el autoclave. Se deja enfriar a 55°C aproximadamente y se afiaden 5 ml de 4cido
propiénico y 7 gr de grenetina. Se vierte el medio en viales de 10 X 3 cm,
previamente esterilizados. Los viales se mantienen tapados con algoddn y en

refrigeracion hasta su uso.
I1. Tamizaje o “screen” genético.

Para hacer el analisis genético, se hicieron cruzas entre hembras virgehes de
pnrGald con machos de las 2100 lineas P-UAS obtenidas por Rerth (1996). En la
descendencia en donde estaban presentes los dos elementos P, se indujo la
modificacidn a la expresién del gen adyacente 3’ al elemento P. De estas cruzas se
seleccionaron todas las lineas que produjeron modificaciones viables del fenotipo
adulto de pnrGal4, ademés de aquellas que causaron letalidad en alguna de las
etapas de desarrollo. Las moscas con modificaciones se fijaron en una mezcla de
alcohol etilico y glicerol (75:25) y se guardaron en la oscuridad. Los organismos
fijados se fotografiaron con una camara Optronics bajo el microscopio 6ptico o se

prepararon para microscopia electrénica de barrido.
I11. Colecta de embriones.

De las cruzas en las que se produjo letalidad en etapa embrionaria asi como de los
alelos obtenidos a partir de la EP(2)2478, se hicieron preparaciones de cuticulas
embrionarias para saber si habia efecto en el cerrado dorsal. Para colectar
embriones se ponen moscas adultas en vasos de precipitado de 100 ml de pléstico
invertidos y tapados con cajas de Petri de 5 cm que contienen el medio de puesta

descrito a continuacién, y levadura seca activada. El medio de puesta se prepara
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con 5 gr de agar y 4.2 gr de piloncillo en 250 ml de agua bidestilada. Se esteriliza
esta mezcla en el autoclave y se deja enfriar a 55°C. Se afiaden 5 ml de 4cido
propitnico y 250 ml de jugo de manzana. Se vierte este medio en las cajas de Petri
y se mantienen en refrigeracion hasta su uso.

Se colectan huevos por 24 h a 25°C aproximadamente. Las cajas de Petri se
cambian entonces y se mantienen a 25°C por otras 24 h para que todos los huevos
completen su desarrollo embrionario y se mueran aquellos con efectos letales.
Durante este proceso se revisan las cajas dos o tres veces para eliminar con pinzas

de punta fina las larvas que eclosionan.
IV. Preparacién de cuticulas embrionarias.

Para la preparacién de cuticulas, se afiade agua desionizada a las cajas de Petri y se
rethueven los embriones con un pincel. Se transfieren a una malla de nylon y se
colocan durante 4 min en hipoclorito de sodio al 100% para decorionarlos. Se
enjuagan entonces con agua desionizada sobre la misma malla y se lavan con tritén
al 0.1 % en PBS. Se transfieren con el pincel a un tubo eppendorf a una mezcla de
500 pl de heptano, 500 pi de metanol y 50 ul de EGTA 0.5 M. Se agitan durante 30
segundos y se elimina la capa superior (heptano) con cuidado, para no perder
embriones. Se afiaden 500 ul de metanol y se agitan durante unos segundos. La
mayoria de los embriones se depositan en el fondo del tubo. Se hacen otros dos
lavados con metanol y finalmente dos lavados con tritén 0.1 % en PBS. Los
embriones se ‘trans'fieren entonces a un portaobjetos con la punta recortada de una
pipeta automadtica para no dafiarlos. Se elimina el exceso de medio con papel
absorbente y se montan en medio de Hoyer. Las laminillas se colocan en un plato
caliente a 60°C para que se digieran todos los tejidos y solamente perduren las

cuticulas. Las cuticulas se observaron en un microscopio éptico de campo oscuro.
V. Obtencién de alelos por escisién imprecisa del elemento P.

Se cruzaron machos de la linea-EP(2)2478 con hembras virgenes de la linea a usar

como fuente de transposasa:
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w2478/2478 X w /w*;Sp/ CyO; SbA2-3/TM6

De esta primer cruza, se seleccionaron machos que tenian 0j0s TOj0S, alas
curvas y quetas cortas, lo que indicaba que levaban el elemento P de la linea

BP(2)2478 vy la fuente de transposasa.

w2478/ CyO; ShA2-3/+

En una segundé cruza, estos machos se cruzaron con hembras virgenes de
una linea que tiene un palanceador del segundo cromosoma ya que el elemento EP
de la EP(2)2478 esta insertado en el segundo cromosoma. Estos palanceadores
llevan marcadores que permiten seleccionar el genotipo deseado, la cepa que se

utilizé fue yw’; BcGla/CyO.

YW 2478/ CyO; SbAZ-3/+ X yw/yw; BeGla/CyO; +/+

En la sigulente generacion se seleccionaron machos de ojos blancos. Est0S
individuos portan sscisiones del transposén porque ya no tienen el gen reportero
de ojos (rojo) presente e ol elemento P. También debian tener quetas de tipo
silvestre pues es este el marcador del cromosoma que contiene la fuente de

transposasa.

yw {24781/ CyO+/+

Cada uno de estos machos fue producto de un evento independiente de
escisién y por ello se cruzaron de manera individual con hembras virgenes con el
palanceador descrito anteriormente para establecer lineas de escisiones aqui

repregentadas entre corchetes:

YW {2478}/ CyO+/+ X yw/yw; BeGla/CyOi+ JEs

e cada tubo se seleccionan machos y hembras virgenes de 0jos blancos, de
alas curvas y cuticula amarilla. Se obtuvieron 26 gscisiones.

Para determinar si en algunas de las lineas se produjeron escisiones letales,
se observo la descendencia. Aciuellas lineas en donde no surgieron_individuos

homocigotos mutantes, eran escisiones letales. Hstas se analizaron y se descubrid
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que eran letales embrionarias; por lo tanto se hicieron preparaciones de cuticulas

para conocer el fenotipo.

VI. Mosaicos genéticos

Generacién de lineas recombinantes.

Se seleccionaron las mutaciones letales ppo *, ppo® v ppo 7 para generar mosaicos

genéticos. Se cruzaron machos de cada alelo con hembras homocigas yw; FRT40 y*
yw ;ppo™/ CyO Xy w/y w; FRT40y /FRT40 y*

De esta cruza se seleccionaron hembras ppo */FRT40 v * y se cruzaron con

machos de un balanceador del segundo cromosoma:
Y w ppo*/FRT40 y* X y "w' BeGla/CyO

El elemento P de la linea FRT es una construccién que lleva un gen de
resistencia a gentamicina. BEste gen se usé como marcador dominante para
seleccionar individuos con la secuencia FRT. Por lo tanto la cruza se hizo
afiadiendo al alimento 100 pi de una solucién de 10 mg/ml de gentamicina.

Para distinguir los recombinantes deseados del resto de las moscas con
secuencias FRT, se selecciond contra la parte distal del brazo izquierdo del
cromosoma 2 . La parte distal estaba marcada con la insercién P[y *]. Por lo tanto la
seleccién de recombinantes FRT40 ppo*, se hizo seleccionando moscas vy,
resistentes a gentamicina y con el balanceador CyO.

El fenotipo ¥y~ indica que la insercién Py *] que estaba asociada con la parte
distal del cromosoma parental que lleva la FRT, se recombiné de la insercién FRT.
Asi el cromosoma recombinante resultante debié haber recibido una regién
equivalente del cromosoma parental que lleva la mutacién ppo ™, por lo que muy
probablemente esta se recombiné en el brazo que lleva la FRT.

Ya que cada individuo fue el producto de un evento de recombinacion
independiente, cada uno se cruzé de manera individual con machos o hembras del

balanceador del cromosoma 2:
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y “w; FRT40 (ppo ) /CyO Xy “w’; BeGla/CyO

De cada cruza se seleccionaron machos y hembras virgenes de alas curvas y
con ojos no Glazed que es un marcador dominante del cromosoma BcGla, es decir
que las moscas seleccionadas llevaban una copia del cromosoma recombinante y
una del balanceador CyO. Una vez expandidas estas lineas, 20 de cada escicidn, se

hicieron cruzas de prueba con la escisién misma, por ejemplo:
y'w; FRT40 ppo*/CyO X yw, ppo* / CyO

Se eliminaron todas aquellas lineas FRT de las que nacieron individuos de alas
rectas porque significaba que el cromosoma recombinante no tenia la mutacién de
ppo. De esta forma solo se mantuvieron dos lineas yw; FRT40 ppo*/Cy0O, 3 lineas
yw; FRT40 ppo®/CyO v 2 lineas yw; FRT40 ppo”/CyO

Induccion de clonas mutantes.

Después de generar los cromosomas recombinantes que llevan la secuencia FRT y
una mutacion en ppe en el mismo brazo, se indujeron clonas de células
homocigotas para la mutacién. Para ello se cruzaron machos de cada recombinante
con hembras que llevan la misma secuencia FRT pero también llevan una
construccién en otro cromosoma para inducir la expresién de la flipasa (Fip)
mediante un choque térmico. La flipasa es una recombinasa sitio especifica que
reconoce los sitios FRT y promueve la recombinacién mitética entre secuencias
FRT. Para marcar el territorio mutante , la parte distal del brazo que lleva la FRT en
la linea que lleva la fuente de flipasa, también lleva una construccién con un
marcador de cuticula. Ya que nos interesaba ver efectos en las quetas, el marcador

que se usé fué ck f*. Por lo tanto la cruza fué:
y “w’; FRT40 ppo*/CyO X fFlp; FRT40 ck f*/ CyO

Las larvas de 48 £ 12 hrs, 60+ 12 hrs y 72 £ 12 hrs después de las puestas de

los huevos, se sometieron a choque térmico de 37° C durante una hora. Se
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mantuvieron a 25° C para que completaran su desarrollo hasta adultos y se analizé
la descendencia. Las clonas de células homocigotas para la mutacién en ppo,
-generadas con este procedimiento, se identificaron como cuticula con quetas f~ (f
ppo ™}, mientras que las homocigotas de tipo silvestre, también denominado “twin
spot” (f ; ppo *), produjeron quetas ck ~. El resto de las células son heterocigotas
(f*; ppo*/f " ppo ).

La misma estrategia se usd para generar clonas de células homocigotas
mutantes en los ojos con marcadores apropiades ya que en los experimento‘s
anteriores se observé que una alteracion en la expresion de poco pelo producia

efectos en los ojos.  Se usé la linea yw; FRT40 w * para marcar clonas en los ojos.
Clonas de linea germinal.

Se generaron clonas de linea germinal de una linea FRT a partir de escisiones de

cada grupo de complementacién (ver resultados), haciendo la siguiente cruza:
FRT40 ppo*/ CyO X ovo "FRT40 w *

Las larvas de tercer estadio producto de esta cruza se sometieron a un choque
térmico a 37° C durante una hora y se mantuvieron a 25° C hasta completar su
desarrollo. Se seleccionaron hembras virgenes (con clones somdticos marcados por
w )y se hizo una segunda cruzacon machos de las escisiones correspondientes,

por gjemplo: : -
FRT40 ppo* ovo © X ppo */ CyO

Estas cruzas no se mantuvieron en frascos sino en cajas para puestas de
embriones para hacer preparaciones de cuticulas y observar los fenotipos

embrionarios, con el método que se mencioné anteriormente.

VIL Diseccién de discos imaginales e inmunotincién
Se cultivaron moscas yw como contrel en frascos de 250 ml con medio de cultivo

para obtener una gran cantidad de larvas. Se disectaron los discos imaginales de
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- las larvas de 3er estadio. También se disectaron discos imaginales de larvas de la
cruza pnrGald con la EP(2)2478. La diseccién se hizo de la siguiente manera. Se
coloct a la larva sobre un portaobjetos con unas gotas de buffer de fosfatos (PBS)
para evitar la deshidratacion y con una pinza de punta fina se le sujet6 por la parte
central del cuerpo mientras que con otra pinza se cortd el tercio posterior del
mismo. Este se desechd. La parte anterior se sujetd con una pinza a la altura de las
mandibulas, con la parte dorsal hacia arriba. Con la otra pinza se rasgé la cuticula
lo més anterior posible para exponer el conjunto de discos imaginales. Se elimind e]
tejido graso y digestivo y se colocaron los discos en PBS en un tubo Eppendorf de
1.5 ml en hielo. Se colectan discos imaginales. Los discos se fijaron entonces en
paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos durante 20 minutos. Se lavaron
después 3 veces con buffer de fosfatos-Tritén 0.3% (PBT), durante 10 minutos en
agitacién cada vez. Se bloquearon los discos durante una hora con PBT-BSA. Se
incubaron los discos durante toda la noche a 4° C con el anticuerpo anti-Scute
preabsorbido y en una dilucién 1:200. Se lavaron después los discos 3 veces
durante 15 minutos cada vez con PBT. Se incubaron los discos con un segundo
anticuerpo anticonejo en dilucién 1:100 durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
lavaron 4 veces con PBT durante 10 minutos cada vez y se revelaron con

diaminobenzidina (1.25 mg/ml). Se montaron los discos y se fotografiaron.

VIII. Fijacién de ojos y cortes para observacién de clonas mutantes de poco

pelo.

Se anestesiaron las moscas con clonas mutantes en los ojos, y se separaron las
cabezas del cuerpo con pinzas de punta fina. Se seccionaron las cabezas por la
mitad para separar los dos ojos y se colocaron en solucidén de Ringer para
Drosophila en hielo. La solucién de Ringer se prepard con 1.36 g de KCl, 0.27 g de
NaCl, 0.033 g de CaCL 1,0y 0.121 g de Tris-base disueltos en 80 ml de H,O. Esta
solucién se ajustd a un pH de 7.2 y el volumen a 100 ml con H,O y se esterilizé en
el autoclave. Una vez colectados los 0jos, se sustituy? la solucioén de Ringer por 1
ml de la solucién de fijacién. La solucién de fijacién se prepard con 500 ul de
tetradxido de Osmio al 2%, 120 pl de glutaraldehido al 25%, 250 pl de buffer de

cacodilatos 2X y 210 pl de agua desionizada. La fijacién se hizo durante 30 minutos
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en hielo. Se hizo una segunda fijacién en tetraéxido de Osmio al 2% durante 2
horas, en hielo. Se deshidrataron durante 5 minutos en cada una de las siguientes-
soluciones: acetona al 30, 60, 30 y 96% y durante 10 minutos en acetona al 100%. Se
dejaron durante toda la noche en Spurr-acetona (1:1) a temperatura ambiente. Por
la mafiana se sustituyé la mezcla por Spurr y se incubd durante 4 hr a temperatura
ambiente. Se rellenaron hasta la mitad los moldes con media cabeza en cada uno
de ellos, orientando el ojo hacia abajo. Se rellend el molde y se dejé solidificar de 18
a 70 hrs a 60-65°C. Se hicieron cortes en el microtomo de 12 pm de grosor y se
tifieron con azul de metileno. Se observaron al microscopio 6ptico y se

fotografiaron con una cdmara Optronics.
IX. Fijacién de adultos para microscopia electrdnica de barrido.

La fijacién de las moscas completas se hizo en glutaraldehido al 4% en PBS durante
2 horas habiendo hecho algunas perforaciones con pinzas de punta fina en la parte
ventral del abdomen y del térax. Se sustituy¢ el giutaraldehido con acetona al 50%
en PBS y se guardaron en acetona al 70% hasta el momento de procesarlas para
microscopia electrénica de barrido. Se hizo una deshidratacién de punto critico.
Por tratarse de tejidos suaves, se hizo la técnica de "sputter coating"” que consiste en
depositar una capa de metal sobre la superficie del especimen y asi evitar
deformaciones del mismo al someterlo al haz de electrones. Se observaron al

microscopio electrénico y se tomaron fotografias.
X. Hibridacién in sifu en embriones mutantes de poco pelo.

Se colectaron embriones ppo®, ppo5/CyO y CyO/CyO de puestas de 24 horas y se
lavaron con agua desionizada. Se decorionaron con hipoclorito de sodio al 100 %
durante 4 minutos. Se lavaron nuevamente los embriones con agua desionizada y
se transfirieron a un tubo Eppendorf de 1.5 ml que contenia 800 pi de heptano, 600
1l de PBS y 200 pl de formaldehido al 36.5 %. Se incubaron durante 25 minutos con
agitacién lenta a temperatura ambiente. Se removid la fase inferior y se afiadio 1
ml de metanol. Todos los siguientes pasos se hicieron en condiciones libres de

RNAasa. Se agit6 fuertemente el tubo durante 1 minuto. Se eliminé la mayorfa del
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liquido con cuidado {la mayoria de Ios embriones se sedimentan), se afiadid
nuevamente 1 ml de metanol y se agit6 el tubo suavemente por unos segundos. Se
hizo un tercer cambio con metanol. Se eliminé el metanol y se hicieron tres
cambios con etanol. Se hizo un cambio por un mezcla de etanol:xileno (1:1). Se
cambio a xileno y se incubaron después de 1-4 horas con agitacién suave. Después
del tiempo de incubacién se hizo un cambio a etanol:xileno (1:1) y posteriormente
tres cambios en etanol. Se incubaron los embriones durante 5 m_inutos en una
mezcla de etanol y solucién de fijacién (1:1). La solucién de fijacién es PBT y 5% de
formaldehido al 36.5% (el PBT es PBS y Tween al 0.3%). Posteriormente se
incubaron los embriones durante 25 minutos en solucién de fijacién en agitacién y
después se hicieron tres cambios con PBT. Se incubaron durante 2 minutos en una
solucién de proteinasa K de 4 pug/ml en PBT. La actividad de la enzima se detuvo
haciendo tres cambios en PBT. Se incubaron nuevamente los embriones por 25
mihutos en solucién de fijacidn, en agitacidn. Se hicieron tres cambios de PBT con
incubaciones de 2 minutos cada uno. Se mantuvieron en agitacién por 10 minutos
en una mezcla de solucién de hibridacion y PBT (1:1). La solucidn de hibridacién se
preparé con formamida al 50%, SSC 5X, 100 pg/ml de DNA de esperma de salmén
y Tween 20 al 0.1%. Los embriones se incubaron durante 1 hora a 55°C en una
solucién de hibridacién. Se eliminé la mayor parte de la solucién de hibridacién y
se anadid la sonda desnaturalizada. La sonda que se utiliz6 fué una sonda de dpp
(1 pl de la sonda en 100 pl de la solucién de hibridacién) y se desnaturalizéd
~ incubandola durante 10 minutos a 80°C e inmeditamente después colocandola en
hielo. La incubacién de los embriones con la sonda desnaturalizada fue durante
toda la noche a 55°C. Al sigujente dia se recuperd la mayor cantidad de sonda
posible, ya que se reutiliza varias veces, y se hicieron los siguientes cambios de 15
minutos cada uno a 60°C: a) 2 veces con solucién de hibridacién, b) 800 ul de
solucion de hibridacién y 200 pl de PBT, ¢) 600 pl de la solucién de hibridacién y
400 pl de PBT, d) 400 pl de la solucién de hibridacién y 600 pl de PBT, ) 200 ul de
la solucién de hibridacién y 800 pl de PBT, v f) 2 veces con PBT. Durante estos
cambios se incubaron algunos embriones de tipo silvestre fijados con el anticuerpo
anti-Digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina en una dilucion 1:200 en PBT,

manteniéndose en agitacién a temperatura ambiente para preabsorver al
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anticuerpo. Al término de los cambios se incubaron los embriones hibridados
durante 1 hora y 45 minutos con el anticuerpo anti-Digoxigenina diluido 1:2000 en
PBT. Después de la incubacién se hicieron tres cambios de 15 minutos cada uno en
PBT. Se hicieron dos cambios mds de 5 minutos cada uno en la siguiente solucién
salina: NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM y Tris-HCI 100 mM, pH 9.5. Al final se afiadié
1 mi de [a solucién salina conteniendo 20 ul del sustrato. El substrato consiste en

una mezcla de NBT (nitroblue tetrazolium) y BCIP (bromo-cloro-indolil-fosfato). |
La reaccién se detuvo lavando con PBS, aproximadamante a las 2 horas. Los
embriones se colocaron en un portaobjetos, se eliminé la mayor parte de PBS con

papel absorbente y se montaron en Pol}imbunt.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se cruzaron 2100 lineas transgénicas con inserciones de tipo UAS, obtenidas
por Rerth con el alelo de pnrGald. De todas esas cruzas, en el 9% (191 lineas) se
encontraron modificaciones del fenotipo adulto de pnrGal4/+. La mayoria
muestra fenotipos mds acentuados (falta de mds quetas, hendidura tordcica mas
pronunciada, etc.) y menor cantidad de supresion del fenotipo. Esto se debié
probablemente a que el fenotipo de pnrGald/+ es muy débil y es més dificil de
distinguir. Encontramos también efectos de letalidad en diferentes etapas de
desarrollo. Los resultados de este andlisis se muestran con detalle en el articulo
{ver Tabla 1). -

Se consultd la base de datos del Proyecto del Genoma de Drosophila
(http://flybase.bic.indiana.edu/), para obtener informacién sobre los sitios de
insercién de los transposones de todas las lineas que produjeron algin tipo de
modificacién. En varias de las lineas, el elemento P est4 insertado en un gen ya
conocido y que se sabe participa en la formacién del torax. En estos casos nuestros
resultados corroboran reportes previos y sirvieron como nuestros controles
positivos.

Un ejemplo de lo anterior son las lineas EP(3)0415, EP(3)3087, EP(3)3614, vy
EP(3)3620, que son inserciones en el gen emc. Las inserciones dan fenotipos
extremos de acentuacién, con moscas sin quetas en el drea de expresién de pnr.

En otras lineas, el elemento P estd insertado en un gen ya conocido pero no
relacionado con la formacién del toérax por lo que los resultados son novedosos.
Algunos ejemplos son las lineas EP(2)0563 (kismet) y la EP(X)0355 (Dsp1). Estos
genes se han relacionado con eventos de organizacién de la cromatina y control
transcripcional en otros procesos del desarrollo pero no en el cerrado tordcico.

Por dltimo, encontramos varias lineas en las que el transposdn esta
insertado en un gen no caracterizado. Estas lineas son muy buenas candidatas para
identificar genes nuevos que participan en la formacion del térax y que se deben
estudiar a fondo. Debido a la imposibilidad de estudiar todas estas ultimas lineas,
analizamos la informacién contenida en las bases de datos para seleccionar una de’
ellas y estudiarla a profundidad. Los criterios utilizados para la seleccién fueron: a)

que el fenotipo de expresion ectépica fuera muy evidente, b) que no estuviera
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caracterizado el locus, ¢) que existieran una o varias clonas con DNAc para facilitar
su caracterizacién molecular y d) que existiera material genético, como otras lineas
EP o P o deficiencias en la region o letales. Seleccionamos la linea EP(2)2478 porque
cumplia con estas caracteristicas. Ademds, cuando analizamos en el laboratorio el
fenotipo de una letal embrionaria insertada muy cerca de EP(2)2478, 1a letal
1{2)k15817, encontramos un fenotipo de apertura dorsal. Esto tltimo resulta muy
interesante ya que como objetivo queremos describir nuevos genes que participan
en la formacién del torax y el cerrado dorsal.

Por todo lo anterior, caracterizamos el locus representado por EP(2)2478, al
que llamamos poco pelo {(ppo). El nombre deriva del fenotipo resultante al alterar sus
niveles de expresidén en el térax. Este fenotipo se caracteriza por pérdida de varias

macroquetas y microquetas (ver articulo, Figura 3C).

poco pelo.

1. Expresién alterada de poco pelo con diferentes lineas Gald

Con el objeto de comparar el efecto producido por la expresién modificada de poco
pelo en el fondo genético pnrGald con otros fondos genéticos, se usaron otras lineas
Gal4, apGald y C765. Estas lineas expresan el transactivador en dreas mas extensas
del disco imaginal del térax y el ala, y permitieron evidenciar la participacién de
poco pelo en el ala.

apterous {ap) es un factor de transcripcién con dominios LIM vy
homeodominios que participa en la formacién del sistema nervioso, de los
halterios y de las alas (O'Keefe et al., 1998). En la etapa larvaria, ap se expresa en
grupos de células del compartimento dorsal del disco del ala, que dard origen al
térax, donde también se expresa pnr, y en la regién que dara origen a la superficie
dorsal del ala. Los adultos heterocigotos apGal4 tienen alas y torax de tipo silvestre.
La cruza de la EP original de poco pelo con ap Gal4 dio moscas con falta de
microquetas en la region media dorsal del térax, aunque no tan evidente como el
fenotipo de la EP de ppo con pnr Gald (ver articulo, Figura 3D). En ocasiones
también faltan algunas de las macroquetas dorsocentrales. Como el transactivador

también se expresa en el ala, vimos que la alteracién en la expresién de poco pelo
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produce modificaciones en el nimero y distribucién de las quetas del borde del ala
(ver articulo, Figura 5D) y venas ectdpicas en esta estructura.

La modificacién de la expresién de ppo con la linea Gal4 en C765 también
produce falta de macroquetas escutelares, de algunas dorsocentrales y de pocas
microquetas. El transactivador Gal4 también se expresa en el ala y en conjuncién
con la EP de ppo produce venas ectdpicas, falta de sensilas en la vena LIl y
alteracion en la distribucién y ntimero de las quetas del margen anterior del ala
tanto en la superficie dorsal como en la ventral.

De lo anterior deducimos que independientemente del fondo genético en el
que se induzca la alteracién en la expresién de poco pelo, hay defectos en la
formacién de quetas en el térax y el ala. El efecto més acentuado con pnrGald
sugiere una interaccion genética entre pnr y poco pelo.

apGal4 también se usd con otras 19 lineas EP que dieron modificaciones del
fenotipo de pnrGal4. En la mayoria de ellas se producen efectos similares, aunque
en algunas hay efectos diferentes y en 4 lineas no se observa ningtin efecto. Esto
confirma la confiabilidad del “screening” y da evidencias a favor de que los genes
cuya expresién fue explicada posiblemente participan en los procesos de formacién

del térax (ver articulo, Tabla 1).
2. Obtencion de alelos por escision imprecisa del elemento I

La caracterizacidn genética de poco pelo se inicidé con la obtencién de alelos por
escisiones imprecisas del elemento EP. Se obtuvieron 24 lineas. En cinco de estas
lineas, la escisién produjo letalidad embrionaria en homocigosis. Las 19 lineas
restantes son homocigotas viables. Se hicieron pruebas de complementacién para
determinar si las letales eran alélicas y se hicieron preparaciones de cuticulas para

ver los fenotipos embrionarios.
. 3. Pruebas de complementacién.
Se hicieron pruebas de complementacién para determinar alelismo. Los resultados

se presentan en la tabla 1.
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Los resultados indican que existen dos grupos de complementacién, uno
que incluye a ppo %, ppo *y ppo 7 (Grupo 1) y otro grupo que incluye a ppo * y ppo *
(Grupo I1). La complementacién entre los alelos del grupo I con los del grupo II,
sugiere la posibilidad de que los grupos de complementacion sean alelos de dos
genes diferentes de tal manera que su combinacién produce un fenotipo de tipo
silvestre. Esto es posible si se trata de dos genes que estdn muy préximos o
- sobrelapados. De esta manera al llevarse a cabo la escicién se puede afectar a los
dos loci. Los fenotipos embrionarios de los dos grupos son muy similares. Esto
también puede implicar que se trata de un solo locus con complementacién
intragénica. Para poder discernir entre estas posibilidades es indispensable clonar
a poco pelo y mapear molecularmente las escisiones. Sin embargo, la forma mas
rapida y facil de determinar sobre estas posibilidades es repetir las cruzas en un

fondo genético que inhiba la transveccién, 1o cual permitirfa corroborar o eliminar

- algina de las opciones.

Tabla 1. Resultados de las pruebas de.complemen‘tacién entre los diferentes

grupos letales obtenidos por escisiones imprecisas del elemento EP(2)2478.

Grupos Resultado Fenotipo
ppo * X ppo?® Complementan Tipo silvestre
ppo * X ppo* Complementan Tipo silvestre
ppo * Xppo ° No complementan Letal embrionario
ppo * Xppo 7 No complementan Letal embrionario
ppo * Xppo * No complementan Letal embrionario
ppo * Xppo ° Complementan Tipo silvestre
ppo * Xppo’ Complementan Tipo silvestre
ppo ¢ Xppo ° Complementan Tipo silvestre
ppo * Xppo’ Complementan Tipo silvestre
ppa * Xppo 7 No complementan Letal embrionario

4. Fenotipo embrionario de las diferentes escisiones de poco pelo.

El andlisis de las cuticulas embrionarias de las lineas de los dos grupos de

complementacién dieron resultados muy parecidos. Se observé un defecto muy
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evidente de cerrado dorsal. Esto valida claramente la hipétesis planteada en la
tesis, ya que se demostrd que un gen que participa en la formacién del térax,
también participa en el cerrado dorsal. Las cuticulas ademas muestran defectos en
el proceso de elongacién/retraccién de la banda germinal y defectos en la cabeza.
Los problemas durante la elongacién/retraccién de la banda germinal dan como
producto un fenotipo que recuerda a los mutantes del grupo “U-shaped”, ya que
varios de los segmentos posteriores permanecen plegados sobre la parte dorsal del
embrién (ver articulo Figura 4B). Lo anterior puede interpretarse como defectos en
el alargamiento de la banda germinal que impide que se complete este evento
morfogenético, o defectos en la retraccién de la misma. La primera interpretacion
es la més probable debido a los resultados que se describen més adelante en
pruebas de interaccién con u-shaped (ush). Es posible que poco pelo participe en la
elongacién de la banda germinal. hindsight (Lamka y Lipshitz, 1999), pnr y ush, del

grupo “U-shaped” presentan fenotipos similares.

5. Interacciones genéticas.

a} poco pelo y pannier.

Los heterocigotos de las escisiones letales de poco pelo tienen un fenotipo de tipo
silvestre. Para estudiar si existen interacciones con pnr, se hicieron cruzas entre pnr
y estos alelos letales y se examinaron los dobles heterocigotos obtenidos (ver Tabla
2).

Los datos muestran que hay interacciones genéticas entre los grupos de poco
pelo y pannier. E1 grupo [ muestra una supresién del fenotipo de pnrGal4/+, al igual
que algunas de las lineas que se obtuvieron en el “screening” de expresién
modificada, y sugeriria que este grupo de poco pelo y pnr interactGan.

El fenotipo del grupo II es' muy similar al obtenido con la EP de poco pelo (ver
articulo Fig 3C). Esto puede tener diferentes explicaciones. Por un lado, se puede
pensar que el elemento EP de la linea 2478 esta orientado para producir un
transcrito antisentido. Existen varias lineas EP en donde se sabe que la insercién es
antisentido (Rerth et al.,, 1998; Abdelilah-Seyfried et al., 2000). De esta forma, en _

presencia del transactivador Gal4, lo que se genera es un transcrito antisentido de
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poco pelo y el resultado final es una falta de funcién, en lugar de una

sobreexpresion.

Tabla 2. Resultados de las interacciones genéticas entre los grupos letales de

poco peloy pnrGald,
Genotipo Fenotipo
Control prrGald/+ Falta de alguna macroqueta postvertical y algunas
| microquetas en la regidn media central tordcica.
Hendidura tordcica muy ligera.
poco pelo EP(2)2478/+; pnrGald/+ Faltan macroquetas dorsocentrales y escutelares y
microquetas en la regién de pnr. El escutelo esta
deformado.
7 ppo 2/Jr,'panal4:/+ : Térax de tipo silvestre,
Grupo 1 ppo */+;pnrGald/ + Térax de tipo silvestre.
ppo "/+;pnrGald/+ © Térax de tipo silvestre
ppo * [+;pnrGald/+ Falta la mayoria de las microquetas en la regién de
Grupe II ppo * J+;pnrGald/+ expresidn de pnr, faltan las macroquetas dorsocen-

trales y las escutelares.

También existe la posibilidad de que tanto la ganancia como la pérdida de
funcién de poco pelo tengan el mismo efecto. Situaciones similares han sido
reportadas para otro genes como el mismo pnr (Heitzler et al., 1996). Nosotros 1o
hemos demostramos para dpp (ver articulo). En este segundo caso la insercién
podria también ser de sentido es decir, producir un transcrito normal y generar |
entonces expresion ectépica de ppo. Sin embargo, de una u otra manera, la falta y /o
ganancia de funcién de poco pelo en combinacién con una condicion hipomorfa de
pannier, tienen efecto y demuestran una interaccién genética.

Para estudiar més a fondo estas interacciones genéticas entre pannier y
grupoé de poco pelo se hicieron cruzas entre la linea UAS-pnr/Cyo ; pnr Gald /TMz2ry
y la linea EP(2)2478 o bien con un representante de cada grupo letal de poco pelo.

Esto nos permitié ver simultaneamente en los adultos los efectos de cambios en la

TESISCON -
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expresion de pnr y poco pelo en heterocigosis. Los resultados se muestran en la tabla
3.

Vemos que la expresién modificada de poco pelo y pannier simultaneamente,
tiene un efecto muy marcado cuando se usa la linea original EP(2)2478. El fenotipo
producido es muy similar al que se observa cuando se sobreexpresa emc (ver
articulo, Figura 1C), un antagonista de los genes proneurales (Posakony, 1994).
Este resultado indica que un balance entre los niveles de poco pelo y pnr en la
formacién de estos 6rganos sensoriales es importante y sugiere una posible
interaccién directa entre los productos de estos genes. Los efectos observados
cuando se usa ppo’ o ppo® son muy similares a los que se presentan en la tabla 2, lo

que apoya las ideas ya propuestas.

Tabla 3. Efectos de la expresion alterada de poco pelo y pannier.

Genotipo Fenotipo
UAS-pnr; pnrGald/+ Tipo silvestre
UAS-pnr /2478; pnrGald Ausencia casi total de macroquetas y microquetas

en la regién dorsocentral tordcica e incluso abdo-
minal.

UAS-pnr/ ppoa; prrGald Faltan varias microquetas y en ocasiones macro-
quetas dorsocentrales o escutelares.

UAS-pnr/ppo’; pnrGald Tipo silvestre.

b) poco pelo y u-shaped.

Ush y Pnr interacttian directamente. En vista de la interaccién entre poco pelo y pnr
ydela sirnilitud en el feriotipo que tienen las cuticulas de los mutantes de poco pelo
y las de mutantes nulos de ush, se hicieron experimentos de interaccién genética
entre ambos loci.

ush se requiere para a)-el mantenimiento de la amnioserosa (Frank y
Rushlow, 1996), b} la retraccién de la banda germinal (Frank y Rushlow, 1996} , ¢)

la diferenciacion de las células cardiacas (Fossett, et al., 2000), vy d) antagoniza la
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funcién de Pnr en el establecimiento del patrén de las quetas tordcicas en el adulto
regulando la expresién de los genes proneurales (Haenlin, et al., 1997; Garcia-
Garcia, et al., 1999; de Celis, et al.,, 1999 y Sato and Saigo, 2000). Los alelos nulos de
ush son letales, con defectos de retraccién de la banda germinal y en el cerrado
dorsal. Las cuticulas embrionarias del mutante nulo ush * tienen forma de “U” ya
que la banda germinal no se retrae y la mitad posterior del embrion est& plegada
sobre la mitad anterior. En el laboratorio se gener6 una recombinante con el alelo
nulo ush™ vy la letal ppo®. Las cuticulas embrionarias del doble mutante muestran el
fenotipo embrionario de ppo’. En estos embriones la mitad posterior del embrién
estd menos plegada sobre la mitad anterior, en comparacién a las cuticulas
embrionarias de ush * (Figura 8). Los resultados en condiciones de homocigosis y

heterocigosis se muestran en la tabla 4.

Figura 8. Fenotipos embrionarios resultantes de las pruebas de interaccién genética entre poco pelo

y ush. Se muestran las cuticulas embrionarias de tipo silvestre (A), ppo®/ppo’ (B), ush®/ush® (C),
ppo’ush®™ /ppo® (D), ppo*ush® /ush™ (E) y ppoPush™ /ppcPush®™ (F).

Para hacer una estimacién mads precisa de los defectos en el
alargamiento/acortamiento de la banda germinal en el doble mutante se hizo lo
siguiente: se contd el nimero de bandas de denticulas abdominales en posicién
ventral en las cuticulas embrionarias, lo que evidencia la posicién de los segmentos

abdominales, en una linea recta imaginaria. En el caso de los mutantes ush®™/ush®,
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la mitad posterior del embrién esté totalmente plegada sobre la mitad anterior y.en
promedio hay alrededor de 4.3 bandas de denticulas en la linea recta imaginaria
ventral. En el caso de los mutantes ppo’ush™/ ppo*ush™ hay en promedio 6.8 bandas
de denticulos en la recta imaginaria. Esto no es estadisticamente distinto a los
mutantes ppo’® (ver Grafica 1). Sin embargo existen diferencias significativas entre

los fenotipos tipo “ush y “ppo”.

Tabla 4. Resultados de los fenotipos embrionarios en cuticulas de la linea
recombinante ppo’ush®™/+ en diferentes combinaciones de homocigosis y/o

heterocigosis para ambos loci.

Genotipo » Fenotipo

ppo’ [ ppo’ Defectos en el alargamiento de la banda germinal y
defectos en el cerrado dorsal. [Fenotipo “ppo”].

ush® /ush™ Defectos en la retraccidn de la banda germinal, defectos
en la cabeza y defectos de cerrado dorsal. [Fenotipo
“ush”].

ppo*ush®™ /ppo® Fenotipo ppo.

ppo’ush®™ /[ ush™ Fenotipo ush.

ppotush®™ /ppo*ush®™ Fenotipo ppo.

El fenotipo embrionario de la doble mutante es como el de ppo’, y sugiere
que poco pelo tiene una participacién en la embriogénesis anterior a la participacién
de ush, siempre y cuando el alelo sea de falta de funcién . Ademas, no sabemos si el
efecto es durante el alargamiento o la retraccion de la banda germinal pero
independientemente de cual sea el efecto, las consecuencias son defectos en el
cerrado dorsal. Para determinar exactamente si hay problemas durante el
alargamiento o durante la retraccién de la banda, serd necesario otro tipo de
estudios como por ejemplo, filmaciones in vivo de embriones mutantes. También

sera necesario estudiar estas interacciones con el otro grupo de poco pelo.
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Grifica 1. Defectos en el alargamiento/retraccidn de la banda germinal en cuticulas embrionarias.
Los genotipos de los embriones son: ppo’/ppo® (A), ush®%/ush™ (B), ppo’ush®™/ppo® (C),
ppotush®/ush™ (D) y ppo’ush®™/ppo*ush™ (E). Los datos graficados son los promedios + el error

estandard del ndmero de bandas de denticulos en posicién ventral en 100 embriones.

Se generé también una linea recombinante UAS-ush EP(2)2478/+. Esta
recombinante se cruzé con la linea pnrGal4 para inducir simultdneamente la
sobreexpresién de ush y modificacién en las expresiones de poco pelo y pnr. Esta
cruza produjo adultos de tipo silvestre. Este resultado apoyaria la interpretacién de
que la EP(2)2478 produce transcritos antisentido y que ush es hipostatico sobre poco
pelo, compensando la falta de funcién de poco pelo con la sobreexpresiéon de ush.
También sugerirfa que ppo y pnr actdan en el mismo sentido.

Existen varios reportes en la literatura en donde se demuestra que pannier y
ush interactian directamente formando dimeros (Haenlin et al., 1997; Cubbada et
al, 1997) en la formacién de las quetas tordcicas. Ambos son considerados genes de
prepatron. Los genes de prepatrén prefiguran la formacién de patrones con cierto
grado de refinamiento (Stern, 1954), delimitando dreas o territorios embrionarios
por medio de combinaciones especificas de factores de transcripcién. Nosotros
hemos demostrado interacciones genéticas entre poco pelo y pannier en la formacién
de los 6rganos sensoriales y epistdsis entre ush y poco pelo en la embriogénesis
durante el alargamiento/retraccion de la banda germinal y durante la
metamorfosis, en la formacién de las quetas. De esta forma tanto nuestros

resultados como los antecedentes nos permiten sugerir que poco pelo es
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probablemente otro gen de prepatrén como pannier y ush. Sin embargo, se
requieren estudios moleculares de estos tres loci, ademés del andlisis clonal de falta
de funcién de poco pelo (ver més adelante), para probar esta hip6tesis. También serd
necesario obtener recombinantes entre ush™ y alguna linea del grupo I para

comparar con los resultados presentados.

6. Efectos de la falta de funcién de poco pelo sobre la expresién de dpp durante el

cerrado dorsal.

Recientemente, se ha demostrado que hindsight (hnt), otro gen del grupo “U-
shaped”, regula la actividad de la cinasa de Jun (JNK) (Reed et al., 2001). Cuando
se sobreexpresa hnt en el epitelio lateral embrionario se observa una disminucién
en la actividad de la via JNK en las células de la hilera guia. Esto produce defectos
de cerrado dorsal. Ademds, existen evidencias de que la interaccién entre hindsight
y ush se requiere para la diferenciacién de la hilera guia (Stronach and Perrimon,
2001) y que pannier se requiere para la activacién de la via Dpp de manera
independiente a su activacién por la via JNK en la hilera guifa (Herranz and
Morata, 2001). Como hemos demostrado interaccién entre pnr y poce peld. a lo largo
de la elongacién/retraccién de la banda germinal y el cerrado dorsél, decidimos
investigar si la via de la cinasa de Jun estd afectada en ausencia de poco pelo. Para
ello hicimos hibridaciones i situ en embriones mutantes de poco pelo, utilizando la
sonda de dpp como marcador de la diferenciacién de las células de la hilera guia.
Observamos falta de expresién de dpp en los embriones homocigotos mutantes de
poco pelo en las células de la hilera gufa (Figura 9). Estos datos son argumentos a
favor de que poco pelo puede estar regulando la actividad de la via JNK, y tal vez
interaciuando directa o indirectamente con hi’ndsight, ush y pnr, durante el cerrado
dorsal. Esto y el fenotipo de las cuticulas de ppo, sugieren ademas que ppo, como

hnt, ush y pnr es un gen del grupo “U-shaped”.
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Figura 9. Expresién de dpp al inicio del cerrado dorsal. Se muestra la expresién de dpp por
hibridaciones in situ en embriones de tipo silvestre (A) y en embriones mutantes de poco pelo (B).
Note la expresién de dpp en las células de la hilera guia (flechas) en los embriones de tipo silvestre y

la falta de expresién en el embrién mutante ppo.

7. Efectos de la falta de funcién de poco pelo en el adulto.

a) Clonas mutantes de poco pelo en el térax y el ala.

Se generaron clonas de células homocigotas mutantes de ppo para estudiar los
efectos de falta de funcién. Se estudiaron clonas homocigotas mutantes en cuando
menos una linea de cada grupo de complementacién. Se generaron lineas FRT40
con los alelos ppo*, ppo®y ppo’ como estd descrito en los métodos. Para las tres lineas
estudiadas se obtuvieron clonas en el térax, en las alas y en los ojos.

En el térax, los territorios mutantes tienen menor densidad de microquetas
y faltan macroquetas dorsocentrales o escutelares cuando la clona incluye las
zonas en donde surgen estos érganos sensoriales (ver articulo, Figura 3G). En
algunos casos, estas macroquetas estdn presentes pero son mesoquetas, mas
pequefias. En el ala se altera la distribucién y /o el nimero de quetas en el borde
anterior en la superficie dorsal o ventral del ala, cuando el territorio mutante
incluye esa regién, lo que recapitula el efecto obtenido al inducir alteraciones en la
expresion de ppo con la linea apGal4 (ver articulo, Figura 5C y 5D). Cuando la

clona mutante incluye alguna vena, aunque el efecto se observa principalmente en
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la vena LII, surgen venas ectdpicas, un efecto similar al que se produjo cuando se
usd la linea C765 para modificar los niveles de ppo en el ala.

Todos estos datos apoyan la participacién de poco pelo en la formacién de
6rganos sensoriales en el térax y en el ala. En el térax esta funcién se lleva a cabo
en interaccién con pannier y ush, pero en el ala no, ya que ni pannier ni ush se
expresan ahi. En estos individuos mosaico se observaron ciertos efectos en los ojos
y por ello se decidi6é generar clonas mutantes de poco pelo usando un marcador

genético especifico de ojos, white* (w").

b) Clonas mutantes de poco pelo en el ojo.

Las clonas mutantes de la linea ppo°® en los ojos producen zonas necréticas o
apoptoticas. Para determinar con mayor detalle el efecto de falta de funcién de poco
pelo en los ojos, , se fijaron las cabezas de individuos con clonas en los ojos y se
hicieron cortes histolégicos (ver métodos). Lo que se observé fue degeneracién del
tejido (Figura 10). Sera necesario utilizar alguna técnica para determinar si hay

procesos apoptdticos o no.
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Figura 10. Clona mutante de poco pelo en el ojo. Se muestran cortes tangenciales de ojo de
individuos mosaico. En el territorio mutante ppo (marcado por la falta de pigmento) se observa
degeneracién de la retina, tanto a menor aumento (40X, la imagen superior) como a mayor aumento

(100X, las imagenes inferiores).
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Se indujo también la alteracién en la expresién de poco pelo cruzando la linea
original EP(2)2478, con eyGAL4 y con GMRGAL4, lineas que expresan el
transactivador GALA4 en el 0jo. En ambos casos se produjeron defectos en el ojo.
Con eyGALA4 los ojos son de menor tamaiio y rugosos (Figura 11) y con GMR los
ojos son rugosos y los omatidios estdn muy desorganizados. En ambos casos serd
necesario hacer cortes histolégicos para determinar con precisién los efectos. Falta

atin generar clonas en los ojos con las lineas letales de poco pelo del grupo IL

s
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Figura 11. Modificaciones en la expresién de poco pelo en el ojo. En (A) se observa el ojo de un
individuo de tipo silvestre (note el arreglo regular de los omatidios); en (B) el ojo de un individuo
producto de la cruza EP(2)2478 X GMRGAL4 (note el arreglo irregular de los omatidios), y en (C) el
ojo producto de la cruza EP(2)2478 X eyGAL4 (note la disminucién en el tamafio). En todos los casos
la parte superior equivale a la regién dorsal, la parte inferior a ventral, el lado izquierdo a anterior y

el lado derecho a posterior. Todos los ojos fueron fotografiados a 10X.

¢) Clonas de linea germinal

Se generaron clonas de linea germinal con las lineas letales de poco pelo (ver
. métodos). Se observé que sus fenotipos son muy semejantes a los de los embriones
homocigotos mutantes, lo que indica que poco pelo es un gen de efecto cigético y no
de efecto materno (ver articulo, Figuras 4B y 4C). Un gen de efecto cigético es aquel
cuyo producto participa en el desarrollo temprano y se expresa exclusivamente en

el cigoto.
8. Efectos de la falta de funcién de poco pelo sobre la expresion de scute.

Puesto que se requiere de la expresién de genes proneurales para la formacién de

las quetas, se decidié analizar la expresion de uno de ellos, scute (sc), en el disco
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imaginal de térax y ala cuando hay modificacién de la funcién de poco pelo usando
larvas EP(2)2478/+; pnr Gal4/+. Se observé una reduccién en la expresion de sc
en la regién del grupo proneural dorsocentral y en el escutelar (Figura 12), lo que
sugiere que poco pelo podria estar involucrado en la regulacién de la expresién de
los genes proneurales. Este es otro argumento para sugerir que poco pelo al igual

que pannier y ush, es un nuevo gen de prepatrén.
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Figura 12. Expresién de scute en disco imaginal del ala y del térax. Se muestra la expresién de scute
en un disco de ala de la tercera etapa larvaria de tipo silvestre (A) y en un disco de un individuo
EP(2)2478/+; pnr Gal4/+. Las flechas en (A} indican la posicién de los grupos proneurales
dorsocentrales y escutelares: grupos que en (B) presentan disminucién o ausencia de expresién de

scute.

Estd descrito que pannier se une especificamente a un “enhancer” del
complejo proneural ac-sc¢ y de esta forma activa su expresion (Gémez-Skarmeta et
al., 1995). A su vez, la actividad de pannier depende de la de ush, un regulador
negativo de los genes proneurales. Es muy posible que poco pelo interactiie con los
productos de estos dos genes formando un complejo que regule la expresion de los
genes proneurales. De acuerdo a las pruebas de complementacién entre las
diferentes lineas obtenidas de poco pelo, se predice que el locus es complejo. Como
se mencioné anteriormente, puede ser que se trate de un locus con subelementos y
que estos sean capaces de experimentar complementacién intragénica. Un ejemplo
de un locus en el que hay complementacién intragénica es kayak (Riesgo-Escovar
and Hafen, 1997b). Para demostrar si este es nuestro caso, serd necesario repetir las

pruebas de complementacién en un fondo que impida que se lleve a cabo el
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fenémeno de transveccién. Si en este caso no hay complementacién entre los dos
grupos de poco pelo, estaremos hablando de 5 alelos. Pero si en esa misma
condicién seguimos observando complementacién entre los dos grupos de poco
pelo, nos inclinaremos a pensar que la region incluye dos loci es decir, que
probablemente sean dos genes contiguos y que participan en la misma funcién.
Esto no es dificil de imaginar ya que en Drosophila existen varios grupos de genes
con sus zonas de regulacién organizadas en complejos que participan en la misma
funcién como los miembros de complejo ac-sc (Campuzano and Modolell, 1992},
los del complejo iroguois (Gomez-Skarmeta et al., 1996), los del complejo Bar (Sato
et al, 1999) v los del complejo spalt/spalt-related (De Celis et al, 1999). Los
miembros de cada complejo participan en la misma funcién, la formacién de
érganos sensoriales en el térax de Drosophila. En el caso de poco pelo, si podemos
demostrar que se trata de dos loci, los dos estarian participando durante la
embriogénesis en los procesos de elongacién/retraccion de la banda germinal y en
el cerrado dorsal. En etapas posteriores su participaciéon es en la formacién de las
quetas y otros érganos sensoriales.

poco pelo es un gen del grupo "U-shaped" junto con hnt, ser, tup, ush y pnr,
dada la similitud en el fenotipo embrionario de la falta de funcién de poco pelo, con
el fenotipo de mutantes nulos de estos otros genes ya caracterizados. Sin embargo,
su participacién es, al parecer durante la formacién de la banda germinal mientras
que al menos algunos de los otros genes “ush” presentan problemas de retraccién
de la misma. ’

Ademads, poco pelo al igual que pnr y ush, funciona como un gen de
prepatrén. Demostramos que hay interacciones genéticas entre poco pelo y ;ﬁnr y
entre poco pelo y ush. Se ha propuesto que el térax en desarrollo estd dividido en
varios subdominios en los que gobiernan diferentes combinaciones de genes de
prepatrén y asi prefiguran el desarrollo de los érganos sensoriales. Serd muy
importante determinar el patrén de expresién de poco pelo en diferentes etapas de
desarrollo y ver si efectivamente se coexpresa al menos parcialmente con estos u

otros genes de prepatron.

59



CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra que los tamizajes genéticos basados en la modificacién de
los niveles de expresién de genes, son una estrategia muy ttil para identificar
genes que participan en alguna etapa del desarrollo y que no pueden ser
detectados a partir de otro tipo de tamizajes como los més tradicionales de falta de
funcién. Los resultados del tamizaje genético nos permitieron evidenciar que se
requiere de una gran cantidad de genes durante la formacién del térax, de los
cuales varios no se habfan relacionado con el desarrollo de esta estructura. Dentro
del grupo de genes que ya estan descritos, se sabe que participan en diversos
procesos celulares como vias de sefializacién, regulacién de la exprésién génica, y
regulacién del ciclo celular. Estos procesos forman parte de los programas de
crecimiento, diferenciacion celular, mantenimiento del estado diferenciado y
muerte celular programada, fendmenos comunes en cualquier etapa del desarrollo

de un organismo.

Demostramos que es posible identificar genes atin no caracterizados que se
requieren en el cerrado dorsal a partir de un tamizaje genético en el que se buscan
‘genes que participan en la formacién del térax, como poco pelo. Este resultado es
otro argumento a favor de que el cerrado dorsal y algunas etapas en el desarrollo
toracico, tienen mecanismos moleculares similares, junto con-los datos sobre la
participacién de miembros de la via de la cinasa de Jun en el cerrado dorsal y el

cerrado toracico.

Hemos identificado un nuevo gen que llamamos poco pelo que se requiere en
varias etapas del desarrollo. En la embriogénesis, participa en la etapa de
elongacién/retraccién de la banda germinal y del cerrado dorsal. En la
metamorfosis se requiere en la formacién de 6rganos sensoriales en el térax y en el

ala. poco pelo también participa en la formacién del ojo.

Proponemos que poco pelo funciona como gen de prepatrén y demostramos

que interactia genéticamente con pnr y ush, otros dos genes de prepatrén que se
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requieren también en el cerrado dorsal y en la formacién de 6rganos sensoriales en

el térax .

A partir de datos preliminares, se puede sugerir que poco pelo es un
regulador de la via de la cinasa de Jun durante el cerrado dorsal y regulador de la

expresién de genes proneurales en el térax.

El locus de poco pelo parece ser un locus complejo y sera necesario clonarlo,
asi como mapear molecularmente cada una de las lineas letales generadas, para
entender mejor su funcién en los diversos procesos de desarrollo en los que

participa.

Este trabajo aporta bastante material de estudio ya que con el tamizaje se
detectaron 142 loci que representan genes no caracterizados que participan en el
desarrollo tordcico. Serd muy til generar y analizar mutaciones nulas de algunos

de ellos en estudios posteriores y conocer un poco mas sobre sus funciones.
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ABSTRACT

We studied thorax formation in Drosophila melancgasier using a misexpression screen with EP lines and
thoracic Gal4 drivers that provide a genetically sensitized background. We identified 191 interacting lines
showing alterations of thoracic bristles (number and/or location), therax and scutellum malformations,
lethality, or suppression of the thoracic phenotype used in the screen. We analyzed these lines and showed
that known genes with different functional roles {selector, prepattern, proneural, cell cyele regulation,
lineage restriction, signaling pathways, transcriptional control, and chromatin organization) are among
the medificr lines. A few lines have previously been identified in therax formation, but ethers, such as
chromatinremodeling complex genes, are novel. However, most of the interacting loci are uncharacterized,
providing a wealth of new genetic data. We also describe one such novel line, poce pelo (ppo), where both
misexpression and loss-of-function phenotypes are similar: loss of bristles and scutellum malformation.

NENETIC screens for loss-offunction mutations
have been conventional tools for the identification
of genes in model organisms like Drosophila (NUssLEIN-
VorLnarDp and WigscHaus 1980). Unfortunately, early
lethality hinders studies of later functions of these genes.
Also, redundancy or pleiotropy may prevent identifica-
tion of many genes. In this regard, Mixr.os and Rusin
(1996) have estimated that two-thirds to three-quarters
of all Drosophila genes have no obvious loss-of-function
mutant phenotypes. In all these cases, controlled tempo-
ral and spatial misexpression is an aiternative for identi-
ficatdon of these genes and facilitates description of their
genetic interactions. Rgr1i (1996) devised a successful
system in Drosophila that allows controlled misexpres-
sion of genes randomly tagged by insertion of a wanspos-
able element (EP element) containing UAS sites that
can bind the yeast transcripton factor Galt and a pro-
moter directed outward 3' of the insertion site. Crosses
to lines bearing gal-expressing insertons in defined
patterns allow misexpression of genes 3’ of the EP ele-
ments in the progeny bearing both constructs.

Very successful genetic screens have also been con-
ducted in sensitized genetic backgrounds {SiMON e al.
1991; Orivier et al. 1998). In these cases, the genetic
background of the screen is not wild type, but contains
a mutation in a gene that “enhances” effects caused by
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mutations in other genes, especially those with which
this gene interacts. To take advantage of a genetically
sensitized background while at the same dime providing
a Gal4 driver line, we have employed mutant alleles of
pannier (pnr) and apterous (ap), caused by insertional
mutagenesis as theoracic Gald driver lines {CALLEA et
al. 1996),

pnris a pleiotropic gene that encodes a zincfinger
protein with homology to vertebrate GATA wanscrip-
tion factors (RaMaIN et al. 1993; WiNICK ef al. 1993). In
embryos and larvae, pmr is expressed in dorsal tissues
(amnioserosa, lateral epidermis, and dorsalmost as-
pects of wing and eye imaginal discs), In adults, pnr
expression runs in a medial region from the head cap-
sule to the posterior end of the abdomen (CALLEJA of
al. 1996). gmr functions as a prepattern gene required
for specification of the dorsocentral aspect of the thorax
together with w-shaped (ush; HagNLin e al 1997
CALLEJA et al. 2000}, Lateral aspects of the thorax are
specified by another set of prepattern genes, the irgguots
gene complex (GOMEZ-SKARMETA ¢ al. 1996). Null pnr
mutants are embryonic lethal with premature loss of the
arnnioserosa and defects in dorsal closure (HEITZLER et
al. 1996). Mutant clones in the notum anlagen of the
wing imaginal disc produce alterations in the pattern
of medial thoracic bristles and a strong dorsal thoracic
cleft. The allele used in this study, pnrGald, has an inser-
tion in the prnr promoter region that results in a hypo-
morphic allele {CALLEfA ef al 1996). Expression of Gal4
in pnrGal4 closely mimics normal par expression. In
heterozygous condition, adult pnrGal4 flies show a very
slight dorsal thoracic cleft and disorganization of bris-

Yo



1036

tles, sometimes missing a few inner and postvertical
bristles (Figure 1B).

These multiple functions of pnrallow several different
phenotypes (and genes required for those phenotypes)
to be screened for at the same time. We have exploited
this in our screen in order to identify genes required

for bristle formation, thoracic closure, thorax and scu-

tettum shape, and viability.

We also used apGal4d as a Gal4 driver counterscreen
for some lines to allow us to separate effects due to the
combination of particular sensitized backgrounds plus
misexpression vy, effects of misexpression alone. apter
ous is a transcription factor harboring a LIM domain
and a homeodomain that plays a key role in wing, halt-
ere, and nervous system formation (CoHEN ef al. 1992;
LUNDGREN e al 1995). In larvae, ap is expressed in
groups of cells of the dorsal compariment of the wing
disc, which also express pnr, and in the region giving
rise to the wing hinge and dorsal surface of the wing
blade. We used a Gal4 allele of ap that drives Gal4d
expression inn an gf expression pattern (CALLEJA et al.
1996). Heterozygous adult gfGald flies have wild-type
wings and thorax.

The formation of complex structures like the Dro-
sophila thorax putatively requires a iarge nwober of
genes, including some involved in growth, differentia-
fion, cellutar death, and maintenance of the differenu-
ated state. Many genes that contol these general pro-
cesses are known. For example, growth of the wing
disc—the imaginal disc that gives rise 1o the thorax—is
controlled by Wingless (Wg}, Hedgehog (Hh), mitogen-
activated protein kinase (MAPK), and Decapentaplegic
{Dpp) signaling pathways {CLIFFORD and SCHUPBACH
1989; Brair 1995). Structures within the thorax, such
as bristles, may require different types of genes: selector,
prepattern, and proneural genes for regional different-
ation, formaticn, and correct spacing, besides signaling
pathways. Dpp and Wg are also important for the forma-
tion of bristles in the mesothorax (ToMovasu et al. 1998;
PHILLIPS ¢f 2l 1999; SaTo o al 1999). Mutations in the
Jun N-terminal kinase (JNK) pathway produce thoracic
clefts, indicating a failure in the coordination of imagi-
nal epithelial sheet spreading, a phenomenon similar
to dorsal closure during midembryogenesis (Rigsco-
Escovar and Haren 1997; AGNEs e al 1999 Zerr-
LINGER and BormMann 1999). Limited amounts of apo-
ptosis also oceur during thorax formation (MILAN et al.
1997). In spite of this, very little is known about the
actual overall genetic architecture that governs the for-
mation of this structure,

We screened 2100 EP lines from which 191 (9%),
corresponding to'167 loci, produced medifications of
the weak pmrGald phenotype. These modifier lines iden-
tified genes previously known to be important for notum
development, but alse many novel and hitherto known
genes that were previously not characterized as required
for thoracic development.

M. T. Pena-Rangel, I. Rodriguez and . R. Riesgo-Escovar

MATERIALS AND METHODS

Drosgphila maintenance: Fly stocks and crosses were main-
tained in cotton-stoppered glass vials in a mojasses-yeast-gela-
tin standard medjum.

Drosophila stacks: The collection of EP transgenic lines
generated and described by RgrT1 (1986) was obtained from
J. Szabad at the European Drosophila stock center in Szeged,
Hungary, and from E. Hafen, University of Zarich (Zurich,
Switzertand). prr ™%, the pmrGald line (CALLEA of al 1996),
was obtained from G. Morata, Autonomous University of Ma-
drid {Madrid, Spain). agGald and UAS-pnrwere obtained from
J. Medolell, Autonomous University of Madrid. FRT-con-
taining chromosomes and transgenic hs-flp flies were obtained
from E. Hafen, University of Zirich, All other stocks used are
described in LinpsLey and Zrimd (1992) or Fiybase (hup:/#
flybase.bic.indiana.edu/).

EP screen: pnrGald virgin female flies were mated to males
from the EP collection. F progeny were scored under a disscct-
ing microscope for modification of the weak pnrGald/+ phe-
notype. As most EP lines represent insertions in the promoter
region of genes, we expected most of the cffects observed to
be due to overexpression. A fraction of EP lines are inserced
at the 3" end of genes, and so loss-of-function effects due 10
production of anrisense transcripts could alse be expected.
All lines were tested with pnrGal4 as driver, and some inter-
acting lines were then tested with apGald. All crosses were
carried out at 25°, Lines that modified the original phenotype
were retested at least once. In some cases, parents from initial
crosses with a strong enhancement of the pnrGal4 phenotype
were retested at 25° and progeny were allowed to develop at
18°, 25° and 297 o allow us to look for effects of different
levels of expression of Gal4.

AdultF, flies with modification of the gmrGald/+ phenotype
were fixed and stored in the dark in a 3:1 mixture of ctha-
nol:iglycerol. Thoraxes of adult flies were viewed in stereo
and optical microscopes (Nikon and Olympus) and digitally
photographed {Opuronics, Pixera). For scanning electron mi-
croscopy, adult flies were fixed in 4% glutaraldehyde in phos-
phate-buffered saline (PBS) for 2 hr at room temperature,
after ventral incisions in the thorax, abdomen, and head were
made. They were then washed in PBS and dehydrated in a
graded series of acetone-PBS (50, 70, and 100%) at room
temperature. Afterward the specimens were critical point
dried, mounted in stubs dorsal thorax side up, sputter coated
with gold, viewed, and photographed in a Zeiss scanning elec
tron microscope.

Clonal analysis: Mutant lethal alleles of ppe obtained by
imprecise Pelement excisions were recombined onto FRT
chromasomes. These ppe FRT chromosomes were crossed 1o
appropriately marked FRT chromosomes with hs-ffp, and heat
shocks were applied to progeny larvae for 1 hr at 37° to gener-
ate mutant clencs int the thorax and wing. The larvae were
allowed to develop and examined as adults. We used forked
and yellow to mark clones, For the generation of germline
clones, we followed the dominant female sterile technique of
CHoUu and PERRIMON (1996).

RESULTS AND DISCUSSION

For cur screen, we hypothesized that lines where tho-
racic misexpression leads to alterations of the pnrGal4
phenotype were candidate genes for thoracic develop-
ment. We found lines that modified the thorax/scutelk-
lumn structure or that altered significantly the number,
size, and/or arrangement of chaetes in the notum, Over-
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ali modifications were produced in 9% of the 2100 lines
screened. This compares favorably to other misexpres-
sion screens (RGRTH ef al. 1998; ABDELILAH-SEYFRIED
et al. 2000; Huanc and RuBin 2000; KrAUT et al. 2001),
indicating that our screen was very sensitive, We classi-
fied observed modifications in three broad categories:
(1) enhancement of the pnrGald phenotype in 5.9%
(125 of the total lines), (2) lethality (embryonic, larval,
or pupal) in <1% (20 lines), and {3) suppression of
the pnrGal4 phenotype in 2.1% (45 lines). The lines
where the pnrGal4d phenotype was enhanced showed:
(a) modifications in the number and distribution of
thoracic macrochaetes and/or microchactes, (b) de-
fects of the scutellum, and (c) formation of a cleft of
variable width and depth at the dorsal midline of the
thorax, with some lines showing more than one pheno-
type. Very few lines modified the dorsal aspects of the
head and abdomen (0.2%). Table 1 shows a summary
of these results. Some modifier lines were retested and
progeny allowed to develop both at 18° and 29°. Prog-
eny, except for lines EP{2)0639, EP(2)2148, EP(2)2402,
and EP{2)2437, showed similar phenotypes to those
observed at 25° (data not shown). These four lines have
insertjons in the sanie locus and showed stronger effects
at 29°, including pupal lethality.

EP elements inserted in genes with previously known
effects in the thorax acted as positive controls of the
screen. In the following descriptions, we group genes
found in the screen by known function and use the
positive controls to validate results,

Enhancement of the pnrGald/+ phenotype: effects
on chaetae: Selector genes: The scalloped (sd) gene is a
selector gene that encodes a transcription factor ex-
pressed in several imaginal discs, including the wing
imaginal disc and the peripheral and central nervous
systemns. Sd/Vestigial (Vg) heterodimers bind to dsreg-
ulatory seguences controlling patterns of gene expres-
sion for wing development (HarLper et al 1998). In
addition, sorme mutant sd alleles have defects in the
peripheral sense organs of the embryo (CAMPRELL ef al.
1992) and loss of sensory organs in the wing margin
(CampPBELL ¢f al. 1991). In our case, misexpression of
sd via EP(X)1435, with both pnrGald and apGal4, pro-
duced loss of several microchaetae and macrochactae
(Table 1, Ia; Figure 1D). In another gain-of-function
screen aimed at identifying genes required in external
sensory organ development, misexpression of sd using
seaGal4 also produced effects on bristles (ABDELILAH-
SEYFRIED ¢t al. 2000}. These findings confirm that misex-
pression of sd, irrespective of Gal4 driver or of sensitized
background, alters numbers of microchaetae. sd mu-
tants have chemosensory defects (ANaND et gl 1890).
Taken together, these data argue for a function of sd
in bristle formation, perhaps in conjunction with other
transcription factors like Vg.

Prepattern and proneural genes: Precise positional infor-
mation is required during development to generate spe-
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cific two-dimensional patterns. This information is pro-
vided by the prepattern {(STERN 1954}, a combination
of transcriptional activators and repressors distributed
asymmetrically that prefigure the pattern of each region
{CamrUzanoand MopoLiLL 1992). Onesuch transerip-
tional repressor in the thoracic prepaitern is Hairy.
Proneural genes are activated in groups of cells within
these competent regions from which sensory organ pre-
cursar cells or neuroblasts will form. Extramacrochactae
(Emc) act as antagonists to proneural gene function
(Moscoso DEL Prano and GArcIA-BELLIDG 1984; ELLIs
et al. 1990; GARRELL and MopoiLiELL 1990; Ramain of al
1993). Prepatterns for bristle formation on the thorax
involve the establishment of a zone of competent cells,
called proneural territory, where neural precursors arise
as sensory organ precursors (SOP}. emc overexpression
gives rise to loss of SOPs (Posakony 1994). In
EP(3)0415, EP(3)3087, EP(3) 3614, and EP{3}3620, the
Pelement is inserted in the emclocus. Misexpression of
these lines via pnrGald resulted in complete loss of bris-
des in the pmr region (Table 1, Ie; Figure 1C), a result
consistent with emc overexpression experiments. As in
the previous case of sd, loss-of-function and misexpres-
sion data support evidence of a gene's requirement
for a function. This argues that relevant loci can be
identified through misexpression screens, notwithstand-
ing the caveat that misexpression can also yield arti-
factual phenotypes.

Cell cycle regulation genes: Loss of bristles could also
arise by alterations during the last stages of their forma-
tion, for example, by transformation of the support or
external cells {the shaft or trichogen cell or the socket
or tormogen cell) into neurons (Posaxony 1994) or
loss of sensory mother cells (Kimura et al. 1997), caused
by changes in the celi cycle or cell lethality. The EP
elements in EP(3)3261 and EP(3)38426 are inserted in
string (stg), a gene that encodes a protein tyrosine phos-
phatase involved in mitotic G2/M transition (EDGAR et
al. 1994}, We observed missing microchaetae in the pmr
expressing region with these lines (Table 1, Ia; Figure
1F). Conversely, a suppression of pnrGal4/+ phenowype
was observed with the EP(3)3432 line (Figure 1G). This
line alse contains an insertion in siving, but in an anti-
sense orientation, thus generating a loss-of-function
phenotype. Reduction of sigexpressionisseen in groups
of cells where sensory mother cells are emerging (MIran
et.al. 1996), and sig hypomorphic combinations affect
formation of macrochaetae (VERHMEYEN efal. 1996). A gain-
offunction study found that sig overexpression generated
transformations of shaft 1o socket cells (ABDELILAM-SEY-
FRIED et al. 2000).

Misexpression of several other lines such as EP(2)1221,
EP(2)2356,EP(3)3072, EP(3}3073, EP(3)3306, and EP (3)
2621 also results in Joss of bristes, These insertions are
in four different novel genes (see Table 1, Ia}.

Effects on the scutellum: Lineage restriction genes: The
epidermis of imaginal discs is divided into anterior and

o o
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ali modifications were produced in 9% of the 2100 lines
screened. This compares favorably to other misexpres-
sion screens {R@RTH ¢ al. 1998; ABprriiaH-SEVFRIED
et al. 2000; Huavc and Rusin 2000; KrauT et al. 2001),
indicating that our screen was very sensitive, We classi-
fied observed modifications in three broad categories:
(1) enhancement of the prrGald phenotype in 5.9%
(125 of the total lines), (2) lethality (embryonic, larval,
or pupal) in <1% (20 lines), and (3} suppression of
the pnrGal4d phenotype in 2.1% (45 lines). The lines
where the pnrGald phenotype was enhanced showed:
(a) modifications in the number and distribution of
thoracic macrochactes and/or microchaetes, (b) de-
fects of the scutellum, and (¢) formation of a cleft of
variable width and depth at the dorsal midline of the
thorax, with soine lines showing more than one pheno-
type. Very few lines modified the dorsal aspects of the
head and abdomen (0.2%). Table 1 shows a stunmary
of these results. Some modifier lines were retested and
progeny allowed to develop bath at 18° and 29°, Prog-
eny, except for ines EP(2) 0639, EP(2)2148, EP(2)2402,
and EP(2)2437, showed similar phenotypes to those
observed at 25° {data not shown). These four lines have
insertions in the same locus and showed swonger effects
at 29°, including pupal lethality.

EP clements inserted in genes with previously known
effects in the thorax acted as positive controls of the
screen. In the following descriptions, we group genes
found in the screen by known function and use the
positive controls to validate results.

Enhancement of the pnrGald/+ phenotype: effects
on chaetae: Seleclor genes: The scalloped (sd) gene is a
selector gene that encodes 2 transcription factor ex-
pressed in several imaginal dises, including the wing
imaginal dise and the peripheral and central nervous
systems. Sd/Vestigial (Vg) heterodimers bind to csreg-
ulatory sequences controlling patterns of gene expres-
sion for wing development {HALDER et al 1998}, In
addition, some mutant sd alleles have defects in the
peripheral sense organs of the embryo (CAMPBELL ef al.
1992) and loss of sensory organs in the wing margin
{(CaMpPBELL ¢ al 1991). In our case, misexpression of
sd via EP(X) 1435, with both pnrGald and apGal4, pro-
duced loss of several microchaetae and macrochaetae
(Table 1, Ta, Figure 1D). In another gain-of-functon
screen aimed at identifying genes required in external
sensory organ development, misexpression of sd using
scaGal4 also produced effects on bristles (ABDELILAK-
SevrrIED ¢f al. 2000). These findings confirm that misex-
pression of sd, irrespective of Gal4 driver or of sensitized
background, alters numbers of microchaetae. sd mu-
tanis have chemosensory defects (ANAND et al, 1990).
Taken together, these data argue for a function of sd
in bristle formation, perhaps in conjunction with other
transcription factors like Vg,

Prepattern and proneural genes: Precise positional infor-
mation is required during development 1o generate spe-
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cific two-dimensional patterns, This information is pro-
vided by the prepattern {(STErN 1954), a combination
of transcriptional activators and repressors distributed
asymmmetrically that prefigure the pattern of each region
(CamplzaNo and Monorrer 1992). One such transcrip-
tional repressor in the thoracic prepattern is Hairy.
Proneural genes are activated in groups of cells within
these competent regions from which sensery organ pre-
cursor cells or neuroblasts will form. Extramacrochaetae
(Emc) act as antagonists to proneural gene function
(Moscoso DEL Prapo and Garcia-BeLLipo 1984; ELLis
et al, 1990; GarrELL and MoDoLELL 1990; RaMain et al.
1993). Prepatterns for bristle formation on the thorax
involve the establishment of a zone of competent cells,
called proneural territory, where neural precursors arise
as sensory organ precursors {SOP). eme overexpression
gives rise to Joss of SOPs (Posaxony 1994). In
EP(3)0415, EP(3)3087, EP{3)3614, and EP(3)3620, the
Pelement is inserted in the eme locus. Misexpression of
these lines via pnrGald resulted in complete oss of bris-
tles in the pnr region {Table 1, I¢; Figure 1C), z result
consistent with eme overexpression experiments. As in
the previous case of sd, loss-of-function and misexpres-
sion data support evidence of a gene's requirement
for a function. This argues that relevant loci can be
identfied through misexpression screens, notwithstand-
ing the caveat that misexpression can zlso vield arti-
factual phenotypes.

Cell cycle regulation genes: Loss of brisdes could alse
arise by alterations during the last stages of their forma-
tion, for example, by transformation of the support or
external cells (the shaft or trichogen cell or the socket
or tormogen cell) into neurons (Posaxony 1994) or
loss of sensory mother cells (Kimura et al. 1997), caused
by changes in the cell cycle or cell lethality. The EP
elements in EP(3)3261 and EP(5)3426 are inserted in
string (stg), a gene that encodes a protein tyrosine phos-
phatase involved in mitotic G2/M transition {Epcar et
al. 1694). We observed missing microchaetae in the pnr-
expressing region with these lines (Table 1, Ta; Figure
1F). Conversely, a suppression of inrGal4/ + phenotype
was observed with the EP(3)3432 line (Figure 1G). This
line also contains an insertion in string, but in an anti-
sense orientation, thus generating a loss-offunction
phenotype. Reduction of stgexpression isseen in groups
of cells where sensory mother cells are emerging (MiLan
et al. 1996), and stg hypomorphic combinations affect
formation of macrochaetae (VERHEYEN et al. 1996). A gain-
offunction study found that sig overexpression generated
transformations of shaft to socket cells (ABDELILAI-SEY-
FRIED et al. 2000).

Misexpression of several other lines such as EP(2)1221,
EP(2)2356, EP(3)3072, EP(3)3073, EP(3)33%06, and EP (3}
3621 also resulis in loss of bristles. These insertions are
in four different novel genes {(see Table 1, Ia).

Effects on the scutellum: Lineage restriction genes: The
epidermis of imaginal discs is divided into anterior and
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FIGuRE l.—Enhancement of the prrGald/+ phenotype.
Modifications in the number and distribution of macrochae-
tae and/or microchaetae. All figures are dovsal views of adult
thoraxes, except C where the dorsal abdomen is also shown.
Anterior is up. (C-H) Misexpression phenotypes of the genes
listed using pnrGal4. In the case of G, this leads to antisense
expression; all others are overexpression phenotypes. Dashed
lines in D show the approximate area where the phenotype
is located in A-H, except C, and the arrow in A shows the
location of the dorsocentral macrochaetae, Wild type (A),
prrGald/ + (B), eme (C), sd (D), glee (E), stg (F), antisense sig
(G), and EP{X)1353 (H}. Note loss of dorsocentral macro-
chaetae in C-E.

posterior compartments. The principal signaling cas-
cades involved in the determination of these regions
are the hh and dpp signaling pathways. hh is expressed
in posterior compartment cells and signals to adjacent
cells in the anterior compartment. Patched (Pte) is a
transmembrane receptor for ik Genetic analysis indi-
cates that Pt is a negative regularor limiting Hh diffu-
sion, thus repressing expression of Hh target genes
{CHEN and STRUHL 1998). In the EP(2)0941 line, the
EP element is inserted in pte. Misexpression in the tho-
rax via pmrGal4 produced flies lacking the scutellum
(Table 1, Ib; Figure 2A), thus suggesting that limiting
Rk signaling disrupts scutellum formation. EP(X)0385
also produced a very similar effect (Table 1, Ib; Figure
2B), but the insertion is in an uncharacterized gene,
Misexpression of EP(3)0666, EP(8)0707, EP(2)0853,
and other lines {see Table 1) produced other defects
on the scutellum, and insertions are in uncharacterized
genes as well.

Effects on the thorax and on multiple structures: Sig-
naling pathway genes: During thorax formation the two
hemithoraxes come together and fuse at the dorsal mid-
line in a process known as thoracic closure. Spreading
and fusion of the lateral wing discs in the midline are

Figure 2.—Enhancement of the prrGald/+ phenotype.
Modifications in thorax, scutellum, and other structures. Con-
ventions as in Figure I, except K, where overexpression using
apGald is shown. D, B, H, and L are scanning electron micro-
scope micrographs. Arrow in A points to the nearly total ab-
sence of scutellum. pic (A), EP(X)0385 (B}, dpp (C), activated
version of Thy (Thv?® construct of NELLEN ef al 1996) (D),
homozygous weak allele of DFos (E), Dspl (F), tara (G), kis
(H), faf (I}, EP(2)0639 (]), EP(2)0639 with apGal4 (K), and
antisense esg (L).

controlled by the JNK and Dpp signaling pathways. Hy-
pomorphic mutants of dpp show lack of filopodia from
imaginal leading edge cells (MaRTIN-BLANGCO ot al
2000). dpp also participates in sensory organ patterning
in the thorax in conjunction with the Wy signaling path-
way (PHILLIPS ef al. 1999; SATO e al. 1999). Misexpres-
sion of the EP(2)2232 line, in which the P element is
inserted in the dpp gene, produced a cleft in the dorsal
midline in the thorax and abnormally placed chaetae,
as expected (Table 1, Id; Figure 2C). We also misex-
pressed an activated version of the Dpp receptor fhick
veins (thyv) and obtained similar results (Figure 2D). A
strong thoracic and scutellar cleft is produced in a weak
mutant allele of kayak (kay; kay is the Drosophila DFos
homolog, a JNK and Dpp downstream gene; Figure 2E).
Thus, both loss- and gain-of-function phenotypes give
comparable results, implying that dpp signaling levels
are critical for function during thorax formation.
Chromatin erganization end transcriptional control genes:
In eukaryotes, nucleosome assembly and higher-order
packaging produce a general repression of gene expres-
sion. Remodeling of chromatin structure is necessary
for gene activation. ATP-dependent protein complexes
with chromatin-remodeling activity can change nucleo-
somal patterns and DNA packaging (KiNesTon and
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NARLIKAR 1999). The beststudied Drosophila chromatin-
remodeling complexes are the NURF complex (Tsuxi-
vaMa and Wu 1995), the CHRAC complex (VaArRGa-
Weisz et al, 1997}, the ACF complex (Ito e el 1997),
and the BRM complex (PaPouLas ef al. 1998). The BRM
complex includes several genes of the trithorax group.
We unexpectedly found in our screen that misexpres-
sion of three genes involved in changes in chromatin
structure produced strong defects during thoracic clo-
sure. One of them is Dspl, line EP(X)0355, a gene that
encodes a member of the high mobility group 1/2
(HMG) family of gene repression proteins (LEHMING
et al. 1998). We also found two members of the trithorax
group: kismet (kis; DAUBRESSE ef al. 1999), lines EP(2)
2240 and EP(2)0563, and taranis (fara; H. N. BoursoN,
personal communication to FlyBase), line EP(3)3463.
Dspl was first identified as a corepressor of Dorsal
(LEMMING ef al. 1998), but recent evidence has showed
that Dspl is a regulatory factor involved in several stages
during development and is expressed in many tissues
{(MosrIN-HuaMaN ef gl. 1998). For example, a gain-of-
function screen aimed at identifying genes involved in
eye and wing development (R@rTH ef al. 1998) showed
that misexpression of Dsp] produced defects in both
the wing and the eye. In our screen, misexpression of
Dspl produced a strong thoracic and scutellar cleft (Ta-
ble 1, Id; Figure 2F). It is possible that Dspl interacts
with other transcription factors during thorax develop-
ment. : '
taranis has been reported as an enhancer in a screen
aimed at identifying genes that modify ataxin-l-induced
neurodegeneration (FERNANDEZ-FUNEZ ¢ al. 2000) and
as affecting macrochaetae (ABDELILAH-SEYFRIED é&f al.

2000). Our results showed that lere misexpression also

alters thoracic closure (Table 1, Id; Figure 2G). Further
studies are required to clarify tara’s multiple roles dur-
ing development.

kismet was found in a genetic screen for dominant
modifiers of Polycomb mutations (Kennison and Tam-
kUN 1988). kis has ATPase domains homologous to a
subunit of SWI/SNF remodeling complexes (DAUBRESSE
et al. 1999). We observed a thoracic cleft by misexpres-
sion of kis (Table 1, Id; Figure 2H). We found several
independent insertions in kis, such as EP(2)2240 and
EP(2)0563, which had similar phenotypes. Molecular
analysis indicated that these insertions mapped to the
start of the kis short transcript, thus implying only the
short form of kis in the aforementioned effects. kis is
an example of a gene whose misexpression phenotype
may be informative: loss-of-function kis alleles are lethal
with no obvious phenotype, and clonal analysis has re-
vealed few alterations in mutant cells, perhaps implying
redundancy in kis function.

To study this, we crossed several kis lethal alleles to
pnrGald and found that reducing kis function sup-
pressed the dominant pnrGal4 phenotype (Figure 3A
and data not shown}, indicating that kisand pnrinteract

F1GURE 3.—kis, Pe, and ppe thoracic phenotypes. Dorsal tho-
racic views; conventions as in Figure 2. (A} kis suppresses the
#mrGald phenotype. Genotype shown is kis™¢/+; pnrGald/+.
We also did the same cross with kst and obtained identical
results. (B) Peacts as an enhancer of pmrGald. The genotype
shown is Pé/prrGald. (C and D) Misexpression of ppo-alters
the scutellum and reduces the number of bristles in the pnr
thoracic domain. Genotype in C is EP(2)2478/ +; pmrGal4/+; in
D it is EP(2)2478/ apGald. (E} ppe misexpression reduces tho-
racic bristles and alters scutellum form even in a wild-type back-
ground. Genotype shown is UAS-pnr/EP(2)2478; pnrGald. A con-
trol rescue of pnrGal4 is shown in F: UASpnr/+; prarGald/+,
(G) Loss-offunction clones of fige in the thorax reduce the
numbers of bristles. Clone shown is ppe’/ ppo’ and is marked
with forked, ppo’ is a lethal allele of ppo obtained by imprecise
excision of the EP element in EP{2)2478. The clonal region
shows reduced numbers of thoracic bristles, The approximate
limits of the clones are marked by the white line, (H and I)
ppointeracts genetically with parbut not with gp. The genotype
of His ppo’/ +; prrGald/ +; note loss of bristles and deformed
scutellum, whereas the genotype of I, ppo’/ apGald, is wild
type.

genetically. The effect is the opposite of what was ob-
tained when kis was overexpressed and suggests that
dosage of kis is important in modulating pnr function
in the dorsal thorax. Moreover, crossing a mutation
in Polycomb (Pc) to prrGal4 enhances dramatically the
pnrGal4 phenotype (Figure 3B). Since Pc antagonizes
trithorax function, this result is expected. Taken to-
gether, the data presented argue for a function of chro-
matinremodeling complexes in the formation of the
thorax, specifically by regulating pnr activity, pnr is a
prepattern gene, and this would point to chromatin-
remodeling complexes as regulators of prepattern gene
activity, As such, the data imply a novel function for
trithorax and Polycomb group genes.

EP(2)08B16 also showed a strong thoracic cleft, but
the insertion is in an uncharacterized gene with homol-
ogy to a histone acetyltransferase. It is thus possible that
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this gene is also involved in chromatin organization and
state during thorax formation,

Genes acting in post-translational regulation: Misexpres-
sion of fat facets (faf) in EP(3)038] produced a slight
cleft in the thorax and abdomen and a reduced scutel-
lum (Table 1, Id; Figure 2I}. faf'encodes a Ubp enzyme
(ubiquitin-processing protease) required for cellulariza-
tien of the embryo and for patterning the developing
eye (FiSHER-VIZE e ol 1992; CHEN and Frsuer 2000).
- Itis now well established that ubiquitin-mediated prote-
olysis plays an essential role in several key biolegical pro-
cesses involving signal transduction (MaNIaTIs 1999). Sev-
eral lines—(EP(3)0416, EP(3)0562, EP(2)0622, EP(2)
- (639 (and the other lnes in the same locus), EP(X)
1501, EP(3)2135, and EP{3)3528—also have multiple
effects and lie in genes that are not yet characterized.

We rescreened 20 of the fnrGald interacting lines
with apGal4. Of these, one-half gave similar effects with
both drivers. Examples include line EP(2)0639, where
misexpression with both prrGald and apGald gave simi-
lar results (Table 1, Id; Figure 2, ¥ and K), and the
previously mentioned sd gene. Six more lines gave differ-
ent effects, and 4 lines gave no effects with apGald. This
underscores the fact that a large fraction (80%) of the
rescreened interacting lines produced effects on the
thorax irrespective of genetic background. Lines that
did not show effects with gpGald may represent lines
that have specific interactions with pnr,

Effects on viability: We found effects on viability in
20 lines where EP misexpression via pmrGald caused
lethality. The EP elements were inserted in known genes
such as escargot (esg), inscuteable (insc), and Kriippel-homo-
log I {Kr-Rl) in 7 of the lines. esg is expressed in the
central nexrvous system during late embryogenesis and
larval stages and in imaginal discs. Loss-of-funcrion mu-
tations of esg produce embryonic or early larval lethality
(ASHBURNER ef al. 1990). esg overexpression causes de-
fects in eye and wing development (Rgr1H ef al. 1998).
In our screen, overexpression of esg using EP{2)2009
and EP(2)0684 produced lethality during embryonic
developmeni. However, one antisense insert in the esg
gene in EP(2)0683 produced a strong thoracic cleftand
defects in the abdominal dersal midline but not lethality
(Table 1, Id; Figure 2E). This loss-of-function effect
could nevertheless be caused also by cell death in these
tissues, since esg codes for a zinc-finger protein involved
in maintaining diploidy of imaginat cells and probably
also in suppressing the endoduplication that occurs in
larval cells (Mavasnt et al. 1993). Dosage of esgis impor-
tant and may be required for cell survival.

The Kr-hl gene [EP(2)2289; Table 1, Id] encodes a
transcription factor invoived in ecdysone response. This
gene has at least two different promoters and produces:
multiple transcripts during development. Mutants com-
plete normal embryonic and larval development but die
during metamorphosis with defects of head eversion
{PeCassE ef al. 2000). We also observed pupal lethality

in Kkl overexpression. Krhl transcript levels during
metamorphosis may be critical. Besides these lines, we
also found that EP(2)0797, EP(2)873, EP(3)119], EP(X)
1595, EP(2)2016, EP(2)2612, EP(3)3085, EP(3)3223,
EP(3)3334, and EP{3)3384, all with insertions in un-
known genes, produce lethality.

Suppression of the pnrGal4/ + phenotype: From cur
screen, only 4 out of 45 EP lines whose misexpression
suppresses pnrGal4/+ correspond to characterized
genes: EP(X)0382, corkscrew (esw); EP(2)2278, big brain
(biby; EP (X) 1442, amnesiac {amn); and the already men-
voned EP(3)3432, stg (Figure 1G). csw encodes a pro-
tein phosphatase identified in an embryonic genetic
screen and functions in MAPK signaling pathways. This
is consistent with evidence that MAPK pathways are re-
quired for nornal spacing and number of thoracic bris-
tles (CLiFFORD and ScHUPBACH 1989). Due to the weak
pnrGald/ + phenotype, experiments to test suppression
in songer par mutant backgrounds should be per-
formed to assess the extent of the rescue. The collection
of uncharacterized suppressors could provide a starting
point for identificaton of novel par interacting genes,
as suppressions are generally thought to evidence more
specific genetic interactions.

Novel gene identified in the screen with thoracic de-
fects: In the foregoing analysis we have concentrated
on genes whose functions, in several cases, were already
known and whose involvernent in thorax formation was
sometimes also known {they thus acted as positive con-
trols), but one of the aims of the screen was to identify
novel genes required for dorsal thorax formation. A
large collection of the lines screened that produced
effecis fall into uncharacterized loci (142 loci; 85% of
the lines screened). From these, we have focused on
the analysis of one of them, line EP{2)2478. This line
has several effects in the thorax when misexpressed via
pnrGald: it has a reduced number of thoracic bristles
and a defective scutellum (Figure 3C), whereas the in-
sertion by itself has no phenotype {data not shown).
Misexpression via apGai4 also produced flies with miss-
ing bristles (Figure 3D}, showing that the effect was not
specific to prnrGald misexpression. Further confirmation
of this, and of the fact that misexpression of EP(2)2478
generates loss of bristles, among other phenotypes, was
obtained when we misexpressed both EP(2)2478 and
pnrat the same time: the loss of bristies was even more
evident (Figure 3E).

We then generated excision alleles of this inserton
and identified several lethal lines. We mapped the le-
thality at the embryonicstage: both zygotic and germline
clones show defects at the extended germband stage
with a characteristic U-shaped mutant embryo (Figure
4, B and Q). Since the excisions are lethal, we generated
loss-of-function clones in larvae to study their effects in
the thorax (Figure 3G). Adult thoracic clones also lack
bristles and have a deformed scutellum, implying that
both misexpression and loss-of-function phenotypes are
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Figure 4.—Lethal alleles of ppo have embryonic pheno-
types. Embryonic cuticles are shown; dorsal is up and anterior
is to the left. Lateral views, (A} The cuticle of a wild-type
embryo; note filzkorper at the dorsal posterior end and ventral
denticle belts. {B) A ppo’/ ppc’® zygotic mutant embryo. The
embryo has a characteristic U-shape, with part of the ventral
cuticle at the posterior end curved upward; note position of
the filzkérper and abdominal denticle belts. (C) A germiline
clone of ppo’ shows the same embryonic lethal phenotype as a
zygotic mutant, suggesting that there is no significant maternal
contribution.

similar. For this reason we have named this locus poco
pelo {ppo), which means few hairs in Spanish. In view of
the fact that both pnr and ppe produce loss of bristles
and defects in the thorax, we decided to test whether
these two loci genetically interact. We crossed a lethal
allele of ppo to pnrGald. As shown in Figure 3H, ppo
genetically interacts with pnrGald, because it enhances
the weak dominant effect of pnrGald with respect to
bristle loss but also with respect to formation of the
thorax, This genetic interaction is specific and not due
to expression of Gal4 in the thorax in conjunction with
a reduction of ppo function, because crosses of the same
lethal allele of ppoto apGald produced wild-type progeny
{Figure 3I).

ppo also alters bristles in the wing: while examining
the effects of ppo misexpression using apGald we ob-
served loss of bristles and bristle duplications at the
dorsal wing margin (Figure 5B). This was then corrobo-
rated using clonal analysis: loss-of-function clones of ppo
at the wing margin also produced loss of bristles and
bristle duplications (Figure 5, C and D).

ppomaps to the left arm of the second chromosome at
32D. Since both the loss-of-function and misexpression
phenotypes of ppo are similar, it is possible that the
insertion in EP(2)2478 directs expression of an anti-
sense transcript, but we have been unable to clone the
gene and are thus unable to verify this assumption.
It is also possible that both loss- and gain-of-function
phenotypes yield similar results.

ppo mutant phenotypes at the embryonic and adult
stages show that this locus is involved in the formation
of dorsal structures, such as pnr, with which it interacts,

b

Figure 5.—ppo function is required for bristle formation
at the wing margin. (A) Dorsal view of a wild-type wing margin.
Note close spacing of bristles. (B) The effects of misexpression
of gpo in the wing margin with apGald. Note extensive loss
of bristles and bristle duplications. (C} A gpo’ mutant clone
marked with forked (approximate limits are marked by the
white line) showing a bristle duplication. D is a similar clone,
marked as in C, showing bristle loss.

but also that it is required for the formation of other

structures where pnris not required, such as the bristles

of the dorsal wing margin. It thus represents a member
of a class of genes that, like pmr, is required for the
formation of the thorax both with respect to the number
and spacing of bristles but also with respect to the shape
and formation of the thorax: pnr mutants also display
dorsal thoracic clefts, as do mutant conditions of dpp
signaling in the thorax (both loss- and gain-of-function
conditions}, a class of genes that this screen was aimed
at identifying. This also implies that ppo interacts with
pnr in some structures, such as the thorax, but that,
possibly, it interacts with other genes in some others,
such as the wing. It is conceivable that these effects are
due to the actions of more than one gene, since we
have not cloned ppo, but in any case these genes would
have to be in very close proximity and would also corre-
spond to genes that this study was aimed at identifying,
Further studies invelving cloning are required to clarify
the roles of ppe in bristle and thorax formation.
Misexpression screens have been shown to be a power-
ful tool in identifying genes involved in development,
In this screen 11 genes already known to be required
for bristle development, eme, dpp, glec, stg, tara, esg, Bx,
Mef2, faf, sd, and bid, were identified. Nevertheless, some
of these genes, such as fara, esg, and faf, were not known
to also affect thoracic closure. We also identified 4 other
genes previously characterized that had not yet been
implicated in thorax formation: Dspl, kis, pte, and amn.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

53



1048 M. T. Pena-Rangel, I. Rodriguez and J. R. Riesgo-Escovar

Despite this, most of the pnrGald or apGaid interacting
lines likely represent genes that were not known to be
linked to thorax formation. In 20 of these interesting
EP lines, the insertions fall close to uncharacterized loci
For which cDNAs or lethal lines exist (Table 1), Most
of the interacting lines identifed represent novel genes,
and from these we studied and characterized a new
locus, ppo, whose misexpression and loss-of-function
phenotypes show effects on the thorax and wing.

This result could stem from the fact that few, if any,
concerted efforts have been made to catalog the ge-
nome's involvernent in the formation of the thorax.
This screen thus represents an entry point to 2 wealth
of new genetic interactions. Most of what we found
represents novel or hitherto unrecognized putative rela-
tionships, the interpretation of which has been greatly
aided by the completion of the fly's genome sequence
(ADams et al. 2000). Tt is now necessary to characterize
loss-offunction phenotypes for many of these genes to
delve into their functions and specific roles. Misexpres-
sion of genes may produce abnormalities from com-
pletely nonspecific effects in sorme cases, but our results
demonstrate that the opposite is also tue. The effects of
eme, glec, sig, and tara overexpression, for example, show
specific defects in structures also known to require the
gene's function, and thus similar phenotypes produced
by misexpression from other EP lines may include genes
required for thorax development. We also screened lines
like esg, which gave antisense misexpression and which
yielded loss-of-function phenotypes (RgRTH e al. 1998),
akin to traditional loss-of-function alleles.

Several other misexpression screens show partial over-
lap with ours. We found that 33 lodi identified in our
screen also showed effects on external sensory organs
using scaGald (ABDELILAH-SEYFRIED &f al. 2000), an over-
tap of only 20%. This was expected, since the ABDELT-
LAH-SEYFRIED ¢f al. (2000} screen focused on SOP for-
mation, a structure also present in the developing
thorax. Another misexpression screen for genes re-
quired in axon guidance and synaptogenesis showed
eight EP lines in common with our screen, an overlap
of 5% (KrauT e al. 2001). This is important if we con-
sider that this screen stadied effects on synapse forma-
Gon at the neuromuscular juncton in larvae. Genes
detected in both screens may represent genes required
for nervous system formation with effects on peripheral
SENSOTY OTgANS. Overall, our screen, when compared {0
other misexpression screens using the same collection
of EP lines (R@RTH et al. 1998; ABDELILAH-SEYFRIED el
al. 2000; KrauT et al. 2001), identfied 2 higher number
of interacting lines. This result possibly reflects the fact
that our attention was centered on the formation of the
dorsal thorax, a complex process that involves more
aspects than those covered by these other, more nar-
rowly focused screens.

The application of genomic science and DNA mi-
croarray technology to characterize expression patterns

is likely to be very useful in studying developmental
processes. In striving 1o define the set of genes impor-
tant for completion of a developmental program, this
technology may be an alternative method to study for-
mation of complex structures, such as the thorax, How-
ever, functional data are missing. Misexpression screens
like the one we present here, combined with loss-
of-function data, try to achieve the same goal by examin-
ing functional comsequences of alterations in gene ex-
pression levels and/or domains and offer a complemen-
tary approach. Comprehensive functional screens can
then be thought of as providing a phenotypical transla-
tion of genomic science studies, since we can assess
phenotype aided by genowme sequence data,
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