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INTRODUCCION

Una de las cuestiones fundamentales de la Biología es 
conocer cómo una sola célula (zigoto) interpreta la 
información que posee (su DNA junto con ciertos productos 
maternos) y se desarrolla en una organismo adulto. El objeto 
de la Genética del Desarrollo es buscar qué genes están 
implicados en este proceso de desarrollo y determinar qué tipo 
de relación hay entre la actividad de dichos genes y el 
fenotipo observable (el cuerpo de un animal adulto, así como 
los estadios intermedios). ¿Cuantos genes participan en la 
elaboración de cada uno de los rasgos de un organismo? ¿Cual 
es la función de estos genes?

El organismo en el que se ha alcanzado el más alto grado 
de conocimiento sobre los mecanismos genéticos del desarrollo 
es Drosophila melanogaster. Los estudios genéticos en este 
organismo han empezado a revelar la lógica de algunas de las 
partes del programa de desarrollo. Puede decirse que los genes 
del desarrollo controlan la forma final del organismo.

Durante las primeras fases de este programa, el embrión de 
Drosophila adquiere la polaridad axial como resultado de la 
actividad de los productos de varios genes maternos (que se 

expresan durante la oogénesis); el número y la polaridad de 
los segmentos están determinados por los productos de unos 
genes de expresión zigótica: los genes de segmentación.
Posteriormente, estos segmentos adquieren su individualidad
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por medio de la actividad de otra serie de genes de expresión 
zigótica: los genes homeóticos.

La importancia de los genes homeóticos radica en que sus 
productos conducen a las células por determinadas rutas de 
diferenciación. Los genes homeóticos son considerados genes 
selectores: sus mutaciones producen, a menudo, la
transformación de un segmento en otro. Actualmente se está 
llegando a descifrar cómo se regulan los genes homeóticos, 
pero todavía no se han descrito los genes que están por debajo 
de la cascada de interacciones (genes efectores).

La contribución de los estudios genéticos al estado actual 
de conocimiento ha sido decisiva. El estudio de mutantes 
letales ha revelado la existencia de numerosos genes 
implicados en el desarrollo. Cuando su actividad se elimina 
por mutación, se producen defectos específicos en el 
desarrollo, cuyo momento y lugar de aparición se pueden 
determinar con precisión.

Sin embargo, es posible estudiar detalladamente el tipp de 
defectos que produce un determinado mutante y el momento 
exacto en que estos efectos comienzan ' a producirse (hasta 
llegar a la muerte del organismo); pero con ésto no se explica 
cuál es la actividad del gen en el- desarrollo normal del 
individuo. En cualquier caso, los análisis genéticos 
proporcionan una información muy valiosa, que permite abordar 
posteriormente los estudios a nivel molecular.

A pesar de sus limitaciones, la Genética clásica ha 
revelado muchos aspectos de gran interés. Uno de ellos es la
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evidencia de que no hay un único gen para cada carácter, sino 
que no existe tal exclusividad. En la mayoría de los casos, 
los caracteres vienen determinados por varios genes y a este 
efecto se le denomina pleiotropía. Los caracteres fenotípicos 
que no están sujetos a pleiotropía son la excepción y no la 
regla.

Con los análisis a nivel genético se han detectado 
numerosas interacciones entre muchos genes del desarrollo. Por 
su parte, los estudios a nivel molecular están permitiendo 
analizar los mecanismos de dichas interacciones. Con el 
análisis de la estructura molecular y de los patrones de 
expresión de estos genes se ha puesto de manifiesto que la 
estructura y la regulación de los genes del desarrollo, 
especialmente la de los genes homeóticos, son muy complejas.

1. EMBRIOLOGIA DE Drosophila

1.1. Descripción del desarrollo

El huevo de Drosophila responde al tipo centrolecito 
(común a todos los insectos). Este huevo está rodeado por una 
membrana coriónica muy resistente, que es segregada por las 
células foliculares durante la oogénesis. El huevo se 
desarrolla en una larva vermiforme que, posteriormente 
experimenta una metamorfosis que transforma totalmente su
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aspecto (Drosophila es un insecto holometábolo). A 
continuación describiremos brevemente el desarrollo de este 
insecto. Los tiempos de desarrollo en las distintas especies 
de este género son diferentes. Aquí nos referiremos a 
Drosophila melanogaster, cuando se cultiva a 25c,C.

Hasta el momento de la fertilización, el oocito permanece 
en la metafase I de la meiosis. La fertilización se produce 
conforme salen los huevos maduros por el oviducto: la entrada
del espermatozoide libera el proceso de la meiosis del oocito. 
Los pronúcleos masculino y femenino no se fusionan 
inmediatamente, sino que se dividen una vez. Tras ésto, se 
produce la fusión de ambos núcleos, dando lugar a dos núcleos 
diploides (PARKS, citado en WILKINS, 1986).

El huevo de Drosophila comienza su desarrollo con una 
serie de divisiones nucleares sincrónicas y muy rápidas (cada 
8 min aproximadamente) que no vienen seguidas de división 
celular. Las nueve primeras divisiones tienen lugar en el 
interior del huevo, dando lugar a una nube de núcleos que 
migran progresivamente hacia la periferia. Las últimas cuatro 
divisiones se producen en el citoplasma periférico, originando 
un sincitio embrionario, con unos 6.000 núcleos que forman una 
monocapa (este número varia notablemente, entre 4.600 y 
6.300). A esta fase se le denomina blastodermo sincitial. En 
la décima división, unos pocos núcleos se celularizan en el 
extremo posterior del embrión, dando lugar a las células 
polares, que son el origen de los futuros gametos (línea 
germinal). En la figura 1A presentamos un esquema de las
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primeras divisiones nucleares del huevo.
Finalmente, a las 3 h de desarrollo, la mayoría de estos 

núcleos migran a la periferia produciéndose células por 
invaginación de la membrana del embrión. Así, se forma una 
lámina uniforme de células, ninguna de las cuales se ha 
formado realmente por división celular: se trata del
blastodermo celular (3.5 h a partir de la fecundación). Esta 
fase de blastodermo celular marca la transición entre la fase 
controlada por productos maternos y la fase controlada por 
productos zigóticos. Los ciclos tan rápidos de replicación del 
DNA dificultan, de alguna forma, la transcripción del genoma 
del zigoto. Hasta el blastodermo celular, el desarrollo 
depende, en gran parte, de mRNAs y proteínas de origen 
materno, que se han acumulado en el huevo durante la 
oogénesis. Tras la celularización del blastodermo, las 
divisiones celulares se producen con menor frecuencia, de tal 
forma que la tasa de transcripción aumenta enormemente.

En el desarrollo, la única contribución del gameto 
masculino es su núcleo; el gameto femenino, además de aportar 

su núcleo, establece el esquema de las primeras etapas del 
desarrollo. El oocito no sólo tiene funciones de 
almacenamiento sino que, lo que es más importante, lleva una 
serie de instrucciones morfogenéticas.

El oocito de Drosophila contiene mayoritariamente la yema 

(lípidos y proteínas) y una reserva de enzimas y nucleótidos 
para la replicación del DNA, así como tubulina para la 
formación de los husos mitóticos. Además contiene una enorme
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cantidad de ribosomas y de otros RNAs. Sorprendentemente, este 
RNA posee una gran complejidad informacional de secuencia 
(alrededor del 10& del total del DNA dé copia única), si bien 
esto parece ser simplemente una reserva de nucleótidos: sólo 
una pequeña parte de este RNA aporta información para el 
desarro1 lo.

Como hemos señalado, al principio los núcleos del embrión 
están bajo la influencia de productos maternos y es en la fase 
del blastodermo celular cuando se produce la activación del 
genoma zigótico. Cuando el genoma zigótico y el materno son 
normales (no mutantes), esta transición entre la fase 
controlada por productos maternos y la fase controlada por el 
genoma zigótico pasa inadvertida a nivel morfológico. Sin 
embargo, cuando hay alteraciones en el genoma materno, éstas 
se manifiestan en las primeras etapas del desarrollo. Cuando 
hay alteraciones en el genoma del zigoto, éstas se manifiestan 
posteriormente a dicha transición.

Inmediatamente después de la fase de blastodermo, se 
produce una serie de invaginaciones y movimientos celulares: 
la gastrulación. Los primeros signos morfológicos de 
sementación aparecen a las 5 h, en la fase de extensión de la 

banda germinativa. Una descripción detallada del desarrollo 
posterior puede encontrarse en WILKINS (1986), así como en 

WIESCHAUS y NÜSSLEIN-VOLHARD (1986).
La larva del primer estadio de Drosophila tiene, tras la 

eclosión, unas 10.000 células. Durante los tres estadios 
larvarios se produce un considerable aumento de tamaño. La
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mayoría de las células larvarias, normalmente politenizadas en 
mayor o en menor grado, serán destruidas durante la histolisis 
pupal. Sin embargo, la larva contiene unas células diploides 
que posteriormente darán lugar a la mosca adulta (imago): se
trata de los discos imaginales y d e ' las células 

histoblásticas. Ambos tipos de células se diferencian de las 
células larvarias circundantes durante la primera mitad de la 
embriogénesis, pero sólo se agruparán al final de la pupación 
para formar el adulto.

Las células de los discos imaginales se dividen durante el 
período larvario, mientras que las células histoblásticas sólo 
empiezan a dividirse al principio de la metamorfosis, cuando 
las células de los discos ya han terminado de dividirse.

La mosca adulta (más de un millón de células) surge,
principalmente, de estos dos grupos de células. La células 
imaginales para las estructuras externas de la cabeza y del 
tórax, toda la genitalia y la mayor parte de la musculatura 
están organizadas en los discos imaginales. La superficie 
externa del abdomen del imago se origina a partir de las
células histoblásticas. En la figura ’ 2B mostramos la
correspondencia entre los discos imaginales y las estructuras 

del adulto.
Una hormona, la ecdisona, promueve el proceso de 

diferenciación de los discos, asi como la proliferación de las 
células histoblásticas. Sin embargo, la ecdisona es
simplemente un "revelador" de los cambios que ya se han 
producido en las células imaginales.
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Uno de los fenómenos que han recibido mayor atención es el 
de la segmentación del embrión, que da lugar a la aparición de 
una serie de estructuras repetidas (metámeros). Más adelante 
nos referiremos a los genes implicados en este proceso (genes
de segmentación), así como a los genes que, posteriormente,
especifican la identidad de cada segmento (genes homeóticos).

1.2. Destino de las células del blastodermo

Es posible seguir el destino de muchas de las células del 
blastodermo a lo largo del desarrollo. Es decir, puede 
conocerse de dónde deriva cada una de las estructuras de la
larva y de la mosca adulta. Para ello, se dispone de una serie 
de técnicas que permiten "marcar" una célula (o varias) y ver 
qué originan.

La forma más directa de analizar el destino celular es la 
observación directa hasta la eclosión del huevo. Otro método 
consiste en inducir defectos en el embrión y observar sus 
consecuencias. Por último, el medio más resolutivo es el mapeo 
por métodos genéticos.

Para estudiar el origen (en el embrión) de las estructuras 
de la larva y del imago el método genético apropiado es el de 
análisis de mosaicos ginandromorfos. Para estudiar el origen
de las estructuras de la mosca adulta también ha sido de gran 
utilidad la técnica de recombinación mitótica. Con esta 
última, es posible inducir clones marcados en cualquier
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momento del desarrollo y analizar su destino. A la 
representación del origen de cada estructura sobre la 
superficie del embrión (blastodermo) se le denomina mapa de 
destino (fate map). En la figura 1B mostramos un fate map de 
Drosophila. Ya que el blastodermo consiste en una monocapa de 
células, su superficie puede representarse proyectada en un 
plano. Si se representa el destino de cada célula sobre este 

plano, puede verse que el destino de cada segmento es una 
función de la posición en los ejes D-V y A-P.

Las regiones que originan los segmentos torácicos y 
abdominales de la larva se sitúan entre el 15 y el 60 % de la 
longitud del huevo (EL: 100 % en el extremo anterior y O 55 en
el extremo posterior). Los segmentos de la cabeza se originan 
entre el 60 y el 70 % EL. Esto supone 1/3 de las células del 
blastodermo, unas 2200 células. El resto de las células 
blastodérmicas forman tejidos internos. Siendo que la 
circunferencia del embrión mide unas 72 células, se calcula 
que cada segmento tiene, en el blastodermo celular, un 
"grosor" de 3 6 4 células (en la dimensión A-P).

Estos experimentos de fate mapping han demostrado que los 

mapas de destino del imago y de la larva están estrechamente 
relacionados. Esta concordancia implica que las células 
larvarias y las del imago tienen mucho en común durante el 

desarrollo temprano.
Ningún disco imaginal parece tener un origen estrictamente 

clonal, a juzgar por el hecho de que todos los discos 
imaginales han mostrado mosaicismo en alguna ocasión. Un
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número medio de 10 células del blastodermo son el origen de 
cada disco imaginal. Esto se ha calculado asumiendo que la 
mancha masculina más pequeña que se encuentre en un 
ginandromorfo (para una estuctura imaginal dada) corresponde a 
un clon originado a partir de una única célula precursora. De 
esta forma, puede estimarse el número de células del primordio 
de esa estructura en el blastodermo, en función del área 
relativa que ocupa en el adulto.

El análisis clonal también ha evidenciado que las células 

del primordio para cada estructura son prácticamente 
equivalentes, pudiéndo todas ellas generar cualquier parte de 
la estructura del adulto. Las sucesivas restricciones del 
potencial de desarrollo (dentro del contexto fisiológico) no 
llegan a determinar los tipos concretos de tejido hasta el 
final del desarrollo embrionario.

Un clon determinado nunca ocupa, a la vez, la parte 
anterior y posterior de una estructura adulta. Al proceso de 
asignar regiones concretas a grupos de células se le llama 
compartimentalización (GARCIA-BELLIDO y otros, 1979). Cada 
compartimento es un policlón, que consiste en varios grupos 
completos de clones celulares.

Se considera que los compartimentos son las unidades 
fundamentales de expresión de los genes que especifican la 
identidad de los segmentos (los genes homeóticos). Cada 
segmento del cuerpo de Drosophila (bien sea el embrión, la 
larva o el imago) está dividido en un compartimento anterior y 
uno posterior. Así, por ejemplo, el segundo segmento torácico
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(T2) se divide en un compartimento anterior (T2a) y uno 

posterior <T2p) (ver fig. 2A).

2. GENETICA DEL DESARROLLO DE Drosophila

2.1. El genoma de Drosophila

El genoma de Drosophila melanogaster consta de 165.000 kb, 
aproximadamente 1/20 del genoma humano y 50 veces el genoma de 
E.coli (RUBIN, 1988). El 75 % es DNA de copia única; el 15 % 
es DNA altamente repetitivo, situado mayoritari ámente en los 
centrómeros; y el 10 % restante es DNA moderadamente
repetitivo, que corresponde a elementos transponibles y 
secuencias dispersas. Es probable que muchas de estas 
secuencias dispersas (no transponibles) correspondan a 
patrones estructurales de productos génicos de función 
similar: repeticiones M , secuencias horneo box, secuencias 
"paired box", etc.

Cabe plantearse cual es el número de genes contenidos en 
el DNA de Drosophila. Las primeras estimaciones (5.000 genes) 
parecen haberse quedado cortas, pues ya se han descrito más de 
3.000 genes distintos (RUBIN, 1988). Una estima razonable 
parece la cifra de 15.000-20.000 genes (WILKINS, 1986), lo que 
da un tamaño medio de 6.000-8.000 pb por gen. La cuestión 
inmediata es cómo se organizan los genes en este genoma. La
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respuesta más cauta sea tal vez decir que no hay datos 
suficientes, salvo en varios complejos génicos, que han sido 
analizados con detalle. En los próximos apartados nos 
referiremos a los complejos génicos Antennapedia y Bithorax 
(ANT-C y BX-C).

2.2. Análisis genético del desarrollo en Drosophila

El análisis de mutantes que producen defectos en el 
desarrollo constituye una poderosa herramienta para el estudio 
de los mecanismos que dirigen el desarrollo embrionario. En el 
estudio del desarrollo se asume que los distintos tipos 
celulares son distintos porque tienen una composición 
(protéica) diferente. En el fondo, esto es el resultado de la 
expresión de genes de forma diferenciada. Buscar los 
mecanismos de diferenciación equivale a buscar las diferencias 
entre grupos de células. Sin embargo, el estudio del perfil 
temporal de síntesis protéica a lo largo del desarrollo 
(pulsos de aminoácidos marcados y electroforesis 
bidimensional) no ha revelado diferencias significativas. Esto 
se debe, probablemente, a que las proteínas que se sintetizan 

con una tasa suficiente para que sean detectables con estas 
técnicas son, en su mayoría, proteínas con funciones de 
mantenimiento (housekeeping).

Los métodos genéticos son mucho más sensibles a la hora de 
detectar la existencia de productos celulares. La existencia

-12-



de un mutante revela la producción de un producto alterado, lo 
que permite conocer la existencia de este producto en los 
individuos normales.

A la hora de interpretar los efectos de un mutante dado 
es imprescindible determinar con qué tipo de mutación se esté 
tratando. No es suficiente con determinar la dominancia o 
recesividad del mutante. Pueden considerarse dos tipos de 
mutantes recesivos: hipomorfos y amorfos. Los mutantes

recesivos amorfos son aquellos en los que se suprime la 
actividad génica normal. En los genes esenciales, estas 
mutaciones suelen ser letales. Normalmente se deben a una 
delección. A estos mutantes se les denomina mutantes por 
pérdida de función (loss-of-function).

Los mutantes recesivos hipomorfos son aquellos en los que 
queda una actividad parcial, pudiendo, en muchos casos, 
permitir la supervivencia del mutante.

Igualmente, se pueden considerar tres tipos de mutantes 
dominantes: neomorfos, antimorfos, o por haplo-insuficiencia. 
Un dominante neomorfo es aquél que produce una actividad 
génica nueva. También se.les denomina mutantes por ganancia de 
función (gain-of-function). Por su parte, un mutante antimorfo 
es el que produce una actividad que compite frente a la del 
gen normal. La haplo-insuficiencia tiene lugar cuando el gen 
mutante produce una actividad génica disminuida y, a la vez, 
un único alelo normal no es suficiente para la producción del 
fenotipo normal.

Hay dos tipos de screening de mutantes implicados en la
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determinación del embrión: búsqueda de mutantes zigóticos y
búsqueda de mutantes de efecto materno. Los mutantes de efecto 
materno corresponden a genes que se transcriben durante la 
oogénesis; los mutantes zigóticos son los que se expresan a 

partir de la fase de blastodermo (previamente no hay expresión 
zigótica en el embrión). Para un mutante dado, la fase en la 
que aparecen los defectos en el desarrollo, suele indicar de 
qué tipo de mutante se trata (aunque no siempre).

Los genes que afectan al desarrollo se clasifican en: 
genes de efecto materno; genes de segmentación; y genes 
homeóticos. Los genes de efecto materno establecen gradientes 
morfogenéticos en el huevo (información posicional). Los genes 
de segmentación interpretan la información suministrada por 
los gradientes y la traducen en una serie de divisiones del 
embrión que son las unidades básicas de los insectos: los
segmentos. Por último, los genes selectores homeóticos 
mantienen las diferencias entre segmentos y especifican la 
identidad de cada uno de ellos (SCOTT y CARROLL, 1987; INGHAM, 
1988).

3. GENES IMPLICADOS EN EL DESARROLLO DE Drosophila

3.1. Genes de efecto materno

Son aquellos en los que el genotipo de la madre determina
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el fenotipo del embrión. Entre las mutaciones que tienen 
efecto materno, las producidas en los genes maternos estrictos 
son las que aportan realmente información sobre la 
contribución de los genes de la madre al desarrollo del huevo. 
Un gen materno estricto es aquél que se expresa exclusivamente 
durante la oogénesis. Sus mutaciones producen, en todos los 
casos, embriones que no son viables, por lo que provocan 
esterilidad en las hembras (ya que la letalidad de estas 
mutaciones se produce en el embrión). Por ello, los mutantes 

maternos estrictos están incluidos en un amplio grupo de genes 
denominados female sterility (fs).

Cabe distinguir tres tipos de genes maternos que afectan 
al eje anteroposterior (LEHMANN, 1988):

1. Genes anteriores. Sus mutaciones provocan que la parte 
anterior no aparezca y, en su lugar, se formen estructuras 
abdominales. Un ejemplo claro es bicoid.

2. Genes posteriores. La mutación de estos genes da lugar 
a que la parte posterior no aparezca y, en su lugar, se formen 
estructuras torácicas. Se conocen, al menos, siete genes 

diferentes. Un representante tipico es oskar.
3. Genes terminales que, en su estado mutado, provocan una 

delección de los dos extremos del embrión. Se conocen, al 
menos, cinco de estos genes.

En la tabla 1, mostramos una lista de genes de tipo 

materno que afectan a la polaridad dorsoventral. Hay que 
señalar que, además de estos genes maternos, también hay otros 
que afectan a la polaridad dorsoventral del embrión, tales
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como Toll, dorsal y easter (ANDERSON y NüSSLEIN-VOLHARD, 
1984).

La determinación de las posiciones en ambos ejes son
procesos independientes: los mutantes que alteran la polaridad
dorsoventral dejan intacto el número de segmentos.

En los mutantes maternos, los cambios que se producen 
afectan a todas las células del blastodermo: suelen ser

cambios generalizados. Una hipótesis que explicaría estos 
efectos sería la producción de un gradiente a lo largo de cada 
uno de los dos ejes.

La existencia de un gradiente anteroposterior ha sido
totalmente demostrada al estudiar la distribución de la 
proteína bicoid en embriones (DRIEVER y NüSSLEIN-VOLHARD, 
1988a). El gen de efecto materno bicoid es el mejor 
caracterizado a nivel molecular. Su aislamiento y su secuencia 
han sido descritos recientemente (BERLETH y otros, 1988). Se 
trata de un gen perteneciente al complejo Antennapedia (ANT-C) 
que incluye una secuencia homeobox (dominio de unión al DNA). 
El mRNA del gen bicoid se sintetiza sólo durante la oogénesis 
(gen materno estricto) en las células nodriza. Este RNA pasa 
al oocito a través de los canales intercelulares que unen al
oocito con las células nodriza. Al entrar en el oocito, el
mRNA de bicoid queda atrapado en la parte anterior, anclado en 

algunos componentes del citoesqueleto (codificados, al parecer 
por los genes exuperantia y swallow). Este RNA permanece 
inactivo en el huevo hasta el momento de la puesta.

Cuando la hembra pone el huevo, se inicia la traducción
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del transcrito, formándose un gradiente exponencial de 
concentración de la proteína bicoid, con una concentración 
máxima en el extremo anterior y mínima en el posterior (la 
proteína difunde libremente en el embrión, pues todavía no hay 
membranas celulares). Además, se ha comprobado" que todos los 
mutantes maternos del grupo anterior (Tabla 1) afectan al 
gradiente protéico de bicoid. Esto es una prueba muy 
significativa de que bicoid es el determinante anterior que 
especifica la posición de cada punto del embrión (en el eje 
A-P) con las distintas concentraciones protéicas producidas 
(DRIEVER y NÜSSLEIN-VOLHARD, 1988b; LAWRENCE, 1988). Dicho de
otra forma bicoid determina las coordenadas del eje A-P en 
cada punto del huevo (ver fig. 1B).

También se ha demostrado la existencia de un gradiente 
protéico similar, aunque en el eje dorsoventral, para el 
producto protéico del gen dorsal (STEWARD y otros, 1988). Por 
analogía con bicoid se supone que este gradiente especifica 
las coordenadas del eje D-V, anunque ésto todavía no ha sido 
demostrado a nivel molecular.

Surge la cuestión de cómo estos gradientes protéicos 
especifican las coordenadas de los ejes. Esto equivale a 
plantearse cuál es la actividad de estas proteínas. En el caso 
de la proteína bicoid, su actividad se conoce con bastante 
detalle. El hecho de que incluye un dominio homeótico (ver más 
adelante) sugiere que es un gen que puede regular a otros 
genes del desarrollo. En el apartado 7 resumiremos las 
evidencias que existen de que, en efecto, éste es el caso: el
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zigoto lee e interpreta la información facilitada por los 
genes maternos, y la traduce en forma de expresión 
diferenciada de otros genes en distintas regiones del embrión.

3.2. Genes de segmentación

NüSSLEIN-VOLHARD y WIESCHAUS (1980) llevaron a cabo un 
estudio muy detallado de las funciones genéticas que 
determinan la segmentación y la polaridad de los segmentos. 
Estos autores aislaron una gran cantidad de mutaciones 
recesivas de estos genes. Todas ellas resultan ser letales, 
por lo que sus efectos se estudiaron en embriones y larvas 
muertas. En la Tabla 2 mostramos una lista no exhaustiva de 
genes de segmentación. Su clasificación responde al tipo de 
efectos fenotípicos que producen.

En estas mutaciones, el fenotipo del embrión depende (al 
menos parcialmente) del genotipo del zigoto. Esto difiere de 
los genes a los que nos hemos referido en el apartado 
anterior, en los que sólo el genotipo de la madre determina el 
efecto fenotípico en el embrión. Por eso, los genes de 
segmentación son genes de expresión zigótica.

Se ha descrito un primer grupo de genes cuya mutación 

produce la delección de grupos de segmentos. Debido a que 
producen huecos se les ha llamado "gap genes". Un segundo 
grupo lo constituyen las mutaciones que producen la 
desaparición de segmentos completos alternos. Por esta
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característica se les llama genes de la regla par, "pair rule
genes". Por último, un tercer grupo lo constituyen las
mutaciones que provocan una desaparición repetitiva de una 
parte de cada segmento, junto con una duplicación simétrica de 
lo que queda. Son los genes de polaridad de los segmentos, 
"segment polarity genes".

Esta regionalidad en los lugares de aparición de los 

defectos sugiere que la expresión de estos genes tiene lugar 
en zonas especificas del embrión. En efecto, utilizando sondas 
de estos genes para la detección de sus transcritos en los 
embriones (con genotipo normal), se ha comprobado que cada uno 
de estos genes tiene un dominio de expresión muy preciso que, 
en general, coincide con los lugares donde se detectan los 
defectos fenotípicos. Se interpreta que los genes de 
segmentación subdividen el embrión en dominios cada vez más 
reducidos.

Los genes del tipo gap se expresan en dominios que abarcan 
varios segmentos; los genes del tipo pair rule se expresan en 
bandas alternas, cuyo "grosor" es de cuatro células (el grosor 
de un segmento); los genes de la categoría segment polarity se 
expresan una parte de cada uno de los segmentos.

Por ejemplo, el gen Krlippel (tipo gap) se transcribe en
una región que comprende los segmentos T1 a A1 (aunque parece 
ser que la proteína difunde hasta el segmento A5) (JACKLE y 
otros, 1985; GAUL y otros, 1987). El gen ftz (pair rule) se 
transcribe en la mitad posterior de un segmento y en la mitad 
anterior del siguiente segmento, produciendo 7 bandas de

V
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expresión. Por último, un ejemplo de expresión de genes del 
tipo segment polarity es engrailed, que se expresa en 14 
bandas que corresponden a una célula (de las cuatro que forman 
un segmento) de la parte posterior de cada segmento.

Los genes de segmentación son los primeros genes zigóticos 
que se transcriben. Los genes del tipo gap (como Krlippel) son 
los que primero se expresan, justo después de la división 
nuclear 11, cuando el embrión es todavía un sincitio; 
inmediatamente después se expresan los genes del tipo
pair-rule (como fushi tarazu y hairy); por último, durante la
división nuclear 13, se expresan los genes del tipo segment 
polarity, tales como engrailed y wingless (SCOTT y CARROL,
1987 j INGHAM, 1988). La expresión de los genes de tipo gap y
del tipo pair-rule es sólo durante estos períodos mencionados; 
mientras que la expresión de los genes del tipo segment 
polarity se mantiene a lo largo de toda la vida del animal.

3.3. Genes homeót i eos

Los genes homeóticos difieren de los descritos 
anteriormente en que sus dóminos de expresión no incluyen 
regiones tan amplias del embrión, sino que sus dominios son 
más reducidos. Las mutaciones homeóticas se caracterizan 
porque cambian el destino de un segmento y lo transforman en 

otro. El fenotipo más llamativo de las mutaciones homeóticas 
es el de los alelos dominantes, como Antennapedia73**, que
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produce la transformación de las antenas en patas
mesotorácicas. Se considera que los genes homeóticos son genes 
selectores (GARCIA-BELLIDO y otros, 1979), implicados en la 
especificación de la identidad de determinados segmentos.

La expresión de los genes homeóticos empieza a detectarse 
a partir de la formación del blastodermo celular, después de 
la expresión de los genes de los tipos gap y pair-rule. Al 
analizar la expresión de estos genes, se observa que el

embrión se subdivide en dominios de expresión para cada uno de 
los genes homeóticos conocidos.

Los genes homeóticos se encuentran agrupados en el genoma 
de Drosophila en dos complejos génicos: el Complejo
Antennapedia (ANT-C) y el Complejo Bithorax (BX-C). Las 
unidades de transcripción incluidas en cada uno de estos dos
complejos están enumeradas en la Tabla 3. El ANT-C incluye
cinco genes homeótieos, mientras que el BX-C incluye tres. Los 
genes del ANT-C participan en la diferenciación de la cabeza, 
el primer segmento torácico (T1) y de la parte anterior del 
segundo segmento torácico <T2a). Por su parte, los genes del 
BX-C participan en la diferenciación del resto del tórax (T2p 
y T3) y de los 8 segmentos abdominales (A1-A8).

3.3.1 El Complejo Bithorax

El desarrollo del tórax requiere el gen ültrabithorax. 
Cada uno de los segmentos del abdomen necesita la actividad de
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un gen del BX-C (un gen infra-abdominal, desde iab-2 hasta 
iab-8). Sin embargo, el análisis de la estructura molecular de 
este complejo ha revelado éste sólo contiene tres regiones que 
codifican proteínas: U1tabithorax, abdominal-A y Abdominal-B.

El gen U1trabithorax (un gen del BX-C) especifica 
principalmente el segmento T 3 . El análisis detallado de las 
mutaciones Ubx indicó que lo que en éstas se produce no es un 
cambio de un segmento en otro, sino que la transformación 
tiene lugar en la mitad posterior de un segmento y la mitad 
anterior del siguiente segmento, que se transforman en 
estructuras anteriores. Así, formalmente, la transformación 
Ubx consiste en que T2p/T3a dan lugar a T1p/T2a, mientras que 
T3p/A1a dan lugar también a T1p/T2a. Esta observación, junto 
con otras evidencias, ha conducido al concepto del 
parasegmento como unidad primaria del desarrollo 
(MARINEZ-ARIAS y LAWRENCE, 1985). Un parasegmento consta de la 
parte posterior de un segmento junto con la parte anterior del 
siguiente segmento. Asi, es posible definir la transformación 
Ubx como el cambio de los parasegmentos PS 5 y PS ó en el 
parasegmento PS 4. En la figura ' 2B mostramos la 
correspondencia entre los segmentos y los parasegmentos en el 
embrión, en la larva y en la mosca adulta.

Todos los datos sobre la localización in situ de los 
transcritos de los genes de segmentación y de los genes 
homeóticos confirman que, en efecto, los parasegmentos son las 
unidades de expresión génica durante el desarrollo.

Al principio de este punto nos hemos referido al hecho de
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que el BX-C sólo codifica para tres productos génicos, siendo 
que los estudios genéticos habían descrito un número mayor de 
regiones reguladoras (revisado en PEIFER y otros, 1987). Con 
los estudios a nivel molecular, se ha comprobado que cada 
región reguladora es un elemento que funciona en forma de
enhancer de la transcripción, específico para cada
parasegmento. Así, el gen Ubx está regulado por un enhancer
(región abx/bx) que le confiere su expresión en el
parasegmento 5 y por otro enhancer (región bxd/pbx) que le 
confiere la expresión en el parasegmento 6. Asimismo, el gen 
abd-A está regulado por las regiones (enhancers) iab-2 a
iab-7, que confieren la expresión desde el PS 7 al PS 12
(KARCH, común. pers.). El gen Abd-B está regulado por la
región iab-8.

3.3.2. El Complejo Antennapedia

Si el BX-C especifica desde el compartimento T2p hasta el 
segmento A8, el ANT-C especifica el resto de los
compartimentos: desde el extremo anterior hasta el
compartimento T2a. La actividad normal del gen Antp es 
necesaria para el desarrollo del tórax, pero no para el de la 
cabeza. Las mutaciones por pérdida de función indican que la 
actividad del gen Antp se requiere en el tórax para promover 

el desarrollo de las patas y de las alas, pero no tiene 
relación con el desarrollo normal de la cabeza.

-23-



El fenotipo de la mutación dominante Antp73*3, a la que nos 
hemos referido al principio del apartado 3.3, corresponde a un 
mutante neomorfo por ganancia de función; los mutantes por 
pérdida de función se producen por la delección del locus 
Antp, y conducen a un fenotipo recesivo letal, que conlleva la 
transformación de estructuras torácicas en estructuras más 
anteriores (STRUHL, 1981). Se trata de una transformación en 
dirección anterior, mientras que el fenotipo dominante 
conlleva una transformación posterior.

La clonación de este complejo génico (SCOTT y otros, 1983; 
GARBER y otros, 1983) y su análisis molecular demuestran el 
agrupamiento de ocho genes en su interior. Cinco de éstos son 
genes homeóticos: labial (DIEDERICH y otros, 1989; MLODZIK y
otros, 1988), proboscipedia (PULTZ y otros, 1988), Deformed 
(REGULSKI y otros, 1987), Sex combs reduced (KUROIWA y otros, 
1985; RILEY y otros, 1987) y Antennapedia (SCHNEUWLY y otros, 
1986; LAUGHON y otros, 1986). Los otros tres genes del ANT-C 
son: el gen materno bicoid (BERLETH, 1988); el gen de
segmentación fushi tarazu (del tipo pair rule) (LAUGHON y 
SCOTT, 1984; KUROIWA y otros, 1984); y un gen implicado en la 

diferenciación dorsoventral, zerkniillt (RUSHLOW y otros, 
1987).

La localización cromosómica de este complejo génico, así 
como las posiciones relativas de estos genes, vienen señaladas 
en la figura 3. En la figura 4 hemos dibujado un esquema de la 
organización de todas estas unidades de transcripción en el 
complejo. En este esquema puede verse la gran diferencia de
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tamaño existente entre unos genes del complejo y otros. El gen
Antp se representa sobre la línea gruesa (el genoma de
D .melanogaster), mientras que los genes bcd, Dfd, ftz, zen y
lab están "ampliados" en este esquema. La estructura completa 
de los genes Ser y pb no ha sido descrita todavía, por lo que 
la región que codifica para los productos protéicos (marcada 
en negro en los demás genes) no viene indicada.

Los experimentos de hibridación in situ para la detección 
de transcritos han permitido demostrar que la expresión 
génica de Antp, durante el desarrollo embrionario temprano, 
coincide con el lugar donde se observan los defectos en los 
mutantes recesivos de Antp (parasegmentos 4 y 5, con mayor 
intensidad en el PS 4) (MARTINEZ-ARIAS, 1986). Utilizando
anticuerpos específicos, se ha comprobado que la proteína 
Antp, al igual que otros productos protéicos derivados de 
genes con homeobox, se localiza mayoritariamente en los 
núcleos de las células donde este gen se expresa (CARROL y 
otros, 1986).

Una característica muy llamativa de los genes homeóticos
es que existe una correlación entre el orden anteroposterior 
de los dominios de expresión en el embrión y la disposición 
(organización molecular) de estos genes sobre el cromosoma. 
Así, en Drosophila el orden cromosómico de genes 
lab-pb-Dfd-Scr-Antp-//-Ubx-abd.A-Abd.B se corresponde con el 
orden de los dóminos de expresión dentro del embrión. Se 
desconoce totalmente el fundamento de dicha correlación, si 

bien se especula que debe tener alguna función fundamental, ya
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que los homólogos de estos genes en el ratón (también 
organizados en complejos denominados Hox) mantienen esta 
correlación (GRAHAN y otros, 1989; revisado en AKAM, 1989).

3.4. Genes de mantenimiento

Se ha descrito un gran número de genes (fuera de los dos 
complejos que hemos mencionado) que, en su estado mutado, 
transforman la identidad de los segmentos. No se trata, sin 
embargo, de genes que participen en el establecimiento de las 
identidades de los segmentos sino que son genes con funciones 
de mantenimiento, tales como el gen Polycomb.

Un aspecto que no hemos tratado todavía son las funciones 
de mantenimiento de los patrones de expresión de los genes de 
tipo segment-polarity y de los genes homeóticos. A diferencia 
de los otros genes del desarrollo, dichos genes continúan 
expresándose durante toda la vida del animal. En la regulación 
de esta función de mantenimiento, los genes del grupo Polycomb 
(unos 40) parecen desempeñar un papel clave. A juzgar por la 
evidencia genética, todos ellos parecen tener una función 
represora de la expresión de los genes homeóticos (allí donde 
no deben expresarse). En los embriones P e  la expresión de los 
genes homeóticos se dispara en todos los segmentos.

La función represora de Pe se ha puesto de manifiesto al 
detectar la presencia de la proteína Pe en unas 60 posiciones 
de los cromosomas politénicos, incluyendo el ANT-C y el BX-C
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(ZINK y PARO, 1989). A pesar de eso, no hay evidencia de que 
esta proteína se una directamente al D N A .

Algunos de los genes mejor caracterizados de este grupo 
son: Polycomb (Pe), extra sex combs (esc), Additional sex 
combs (Ase), extra denticles (exd), Polycomb-1 i lee (Pcl), 
polyhomeotic (ph), Posterior sex combs (Psc), Sex combs on 
midleg (Scm) y super sex combs (sxc). Todos estos genes 
manifiestan un fenotipo que parece un muíante débil de Pe 
(transformación parcial de la mayoría de los segmentos en 
segmentos abdominales posteriores). PARO y colaboradores han 
demostrado que la proteína Pe se une in vivo al promotor. P1 
del gen Antp (com.pers). Estos autores han sugerido que la 
función del producto protéico de Pe podría ser la de definir 
los límites anteriores de la expresión de los genes 
homeót icos.

4. DOMINIOS DE EXPRESION DE LOS GENES DEL DESARROLLO

En el apartado 3.3 nos hemos referido a la estructura de 
los complejos ANT-C Y BX-C, así como a los genes maternos y de 
segmentación. La clonación de estos genes ha permitido obtener 
sondas para la detección in situ de los transcritos en 
embriones y determinar, así, los dominios de expresión de 
dichos genes (AKAM, 1983; HAFEN et al, 1983).

La detección de transcritos no sólo se ha llevado a cabo
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en individuos normales. Además, se ha hecho una gran cantidad 
de trabajo encaminado a determinar la distribución de 
transcritos de un gen a en mutantes de un gen b. Este tipo de 
estudios ha permitido evidenciar múltiples interacciones entre 
los distintos tipos de genes que hemos enumerado.

El estudio de la distribución de transcritos ha 
evidenciado varias características importantes, a las que ya 
nos hemos referido en parte: a) los genes del desarrollo se 
expresan en dominios espaciales muy precisos; y b) existe un 
orden temporal en la expresión y en la función.

En general, se observa que los genes homeóticos y de 
segmentación se expresan en niveles elevados en aquellas 
regiones del embrión donde se observan los efectos fenotipicos 
de las mutaciones por pérdida de función.

Se demuestra que los genes de segmentación se expresan muy 
temprano durante la embriogénesis. Los primeros genes que se 
transcriben en el zigoto son los gap genes. Así, el RNA de 
Krlippel se detecta inmediatamente después de la división 
nuclear 11 (sincitio). Su dominio de expresión es una banda 
gruesa, en el centro del embrión, que corresponde al primordio 

de la región torácica.
Los transcritos de los pair-rule genes, tales como hairy, 

runt, fushi tarazu y even-skipped se detectan poco después de 
la expresión de Kr. Así el gen ftz se expresa únicamente desde 
el blastodermo temprano hasta el estadio de gástrula. Su 
dominio espacial de expresión son siete bandas con un grosor 
igual al primordio de un segmento (4 células), aunque estas
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bandas están desplazadas con respecto a los primordios de los 
segmentos. En términos de parasegmentos, el gen ftz se expresa 
en todos los parasegmentos pares; el dominio de expresión de 
eve es exactamente el complementario: los parasegmentos
i mpares.

El mRNA de los segment polarity genes, como wingless, 
engrailed y gooseberry aparece después, durante la división 
nuclear 13. El gen en se expresa en la parte anterior de cada 
uno de los 14 parasegmentos; el gen wg se expresa en la parte 
posterior de los parasegmentos.

Puede verse que los genes de segmentación tienen dominios 
de expresión cada vez más restringidos, lo cual subdivide al 
embrión en regiones que poseen diferentes combinaciones de 
productos génicos.

Por último, la primera expresión de los genes homeóticos 
se detecta en la división nuclear 14 (blastodermo celular, a 
las 3 h de desarrollo). Cada uno de los cinco genes homeóticos 
del ANT-C (apartado 3.3.2) tiene un dominio de expresión (en 
parasegmentos) de tal forma que estos genes "se reparten" el 
control de la identidad de la cabeza y de la parte anterior 
del tórax (parasegmentos 1 a 4).

Los estudios de hibridación in situ están poniendo de 
manifiesto también la existencia de unas redes de interacción 

complejas. En general, se concluye que los genes de una cierta 
clase vienen influenciados por la acción de los genes que 
actúan previamente (los cuales controlan zonas más extensas) y 
por algunos genes de su misma clase. En el apartado 7 nos
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referiremos a estos aspectos.

5. PATRONES ESTRUCTURALES EN LOS GENES DEL DESARROLLO

Después de la clonación de los ANT-C y BX-C, pronto se 
descubrió que varias regiones de ambos complejos génicos 
tenían una secuencia de 180 pb en común. A juzgar por las 
intensidades de hibridación dichas secuencias eran muy 
similares entre ellas, aunque no idénticas (HcGINNIS y otros, 

1984; SCOTT y WEINER, 1984). Pronto se comprobó que estas 
secuencias, que se denominaron horneo box (HB), se encuentran 
en la práctica totalidad del reino animal (RUDDLE y otros, 
1985; McGINNIS, 1985) y que codifican para un dominio protéico 
de 60 aminoácidos.

El hecho de encontrar una secuencia en común entre genes 
que tienen en común la función de controlar el desarrollo 
llevó a la proposición de que el dominio protéico codificado 
tendría una actividad similar en todos estos genes. Las 
primeras especulaciones sobre su posible actividad de unión al 
DNA se basaban en una cierta similitud con algunos represores 
procarióticos de la clase helix-turn-helix (SCOTT y WEINER, 
1984). Por otra parte, la localización subcelular de las 
proteínas que contienen HB es, mayoritariámente, nuclear.

En efecto se ha comprobado que la proteína de cualquier 
gen que contenga HB (expresada en vectores bacterianos) se une
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de forma específica al DNA (DESPLAN y otros, 1985, 1988). Hay
toda una serie de trabajos recientes que demuestran que los 
genes con dominio homeótico se unen a secuencias específicas y 
regulan la transcripción de los genes tílonde se unen.

Se estima que en Drosophila hay entre 30 y 40 genes que 
contienen HB: sólo el Complejo Antennapdia contiene 9 de estas 
secuencias. Muchos de los genes que contienen homeobox han 
sido clonados utilizando hibridaciones de estringencia 
reducida durante la búsqueda en librerías genómicas. Ha sido 
posible, incluso, la clonación de genes de los que no había 
mutaciones disponibles, tales como caudal (MLODZIK, y otros, 
1985; MLODZIK y GEHRING, 1987). Hasta la fecha, todos los 
genes con HB que se han clonado en este organismo son genes de 
expresión temprana en el desarrollo: genes homeóticos (ej. 
Antp), genes de segmentación (ej. ftz) y, al menos, un gen de 
efecto materno (bcd). La única excepción es el gen rough, que 
está implicado en la diferenciación terminal del ojo 
(T0MLINS0N y otros, 1988). En el siguiente apartado nos 
referiremos a las propiedades de unión al DNA del dominio 

homeót ico.
Otro patrón estructural común a casi todos los genes de 

segmentación del tipo gap son los “'zink fingers". De esta 
forma, los genes Krlippel y hunchback no sólo pertenecen a una 
misma familia de genes en cuanto a su función, sino que 
también están relacionados a través de su estructura. Las 
proteínas con la estructura de zink finger son reguladores de 

la transcripción, que reconocen el surco mayor del DNA. El
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dominio de unión al DNA del otro gen del tipo gap, knirps, no 
contiene ningún zink finger, sino que contiene una región que 
parece pertenecer a la familia de los receptores de esteroides 
y glucocorticoides.

A diferencia de los dominios que hemos citado, hay otra 
característica común a muchos genes homeóticos y de 
segmentación cuya función se desconoce todavía. Se trata de la 
abundancia extrema de codones para un. cierto aminoácido. 
Normalmente son repeticiones del codón CAG, que codifica el 
aminoácido glutamina. A estas repeticiones se les denomina: 
repeticiones opa, repeticiones M o, simplemente, repeticiones 
CAG.

Este tipo de repeticiones se encuentra en unas 200 copias 
en el genoma de Drosophila y su presencia se ha descrito en 
los genes Antp, Notch, hairy, hunchback, engrailed, bicoid y 
otros. En otros capítulos nos referiremos extensamente a estas 
secuencias.

6. UNION AL DNA DE LAS PROTEINAS CON DOMINIO HOMEOTICO

En el apartado anterior nos hemos referido al dominio 

homeótico como una región de unión al DNA. Hasta hace muy poco 
no se conocía con exactitud cuál era la actividad de las 
proteínas que contienen este dominio. Por la función genética 
de los genes homeóticos y de segmentación, se suponía que sus
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productos serían reguladores de la transcripción. Esto ya ha 
sido demostrado, tal como veremos en el apartado 7. Una 
confirmación adicional de la implicación de las proteínas HB 

en la regulación transcripcional de genes específicos radica 
en el reciente hallazgo de que un factor de la transcripción 
en el hombre, el OTF-2, es una proteína que contiene HB 
(SCHEIDEREIT y otros, 1988; LEVINE y HOEY, 1988).

La estructura tridimensional del dominio homeótico (HD) 
del gen Antp en solución acuosa ha sido determinada mediante 
resonancia magnética nuclear (OTTING y otros, 1988). De esta 
forma se ha demostrado que, tal como se había especulado, el 
HD tiene una estructura que se encuadra dentro del patrón 
helix-turn-helix. Los 60 aminoácidos del HD forman tres 
a-hélices, siendo las hélices 2 y 3 las implicadas en la 
interacción con el DNA. A la hélice 3 se le atribuye la 
función de reconcocimiento de secuencia.

Dado que las hélices 3 de los HD de los genes Antp y ftz 
son idénticas, se pensó que ambos productos protéicos debían 
reconocer las mismas secuencias de DNA. Esta posibilidad se ha 
confirmado al comprobar las propiedades de unión al DNA del HD 
de Antp expresado en E.'coli y de la proteína del gen ftz 
purificada. Ambos productos se unen con idéntica afinidad a 
secuencias clonadas del gen engrailed. Todos los sitios de 
unión tienen en común la secuencia ANNNNCATTA. Esta secuencia 
consenso también se encuentra en la región promotora del gen 
ftz; el dominio homeótico de Antp y la proteína ftz también se 
unen en esta posición (MüLLER y otros, 1988b).
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7. COMO FUNCIONA EL PROGRAMA DE DESARROLLO

Machos de los productos de los genes a los que nos hemos 
referido hasta ahora tienen en común patrones protéicos, lo 

que indica posibles similitudes funcionales. Esto es cierto, 
al menos, en lo que se refiere al dominio homeótico y a los 

zink-fingers de los genes del tipo gap.
Es un hecho demostrado que las proteinas que contienen HB 

son factores de la transcripción con especificidad de 
secuencia. Hay evidencias firmes de que el producto protéico 
de bicoid activa la transcripción del gen hunchback (DRIEVER y 
NüSSLEIN-VOLHARD, 1989), lo que demuestra, a nivel molecular,
las evidencias genéticas de que bicoid regula positivamente a 
hunchback. Esto es un claro ejemplo de interacción entre los 
productos del genoma materno y los genes del zigoto. También 
se ha demostrado que los productos protéicos de los genes 
fushi tarazu y Antennapdia son activadores de la transcripción 
de cualquier gen que contenga un sitio de unión para su 
dominio homeótico (JAYNES y O'FARRELL, 1988; WINSLOW y otros, 
1989).

No todas las proteínas con dominio homeótico son 
activadores de la transcripción: se ha comprobado que los
productos de los genes engrailed y even-skipped no tienen 
actividad activadora. Al contrario, estas proteinas tienen la
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capacidad de inhibir la activación que puedan producir otros 
activadores de la transcripción (JAYNES y O 'FARRELL 1988; 
BIGGIN y TJIAN, 1989). A nivel genético, ya se conocía que el 
gen even-skipped es un represor de los genes fushi tarazu,
wingless y Ubx. Ahora se conoce el mecanismo de represión: el
producto del gen eve inhibe la activación de los promotores de 
estos tres genes. Esto constituye un ejemplo de tres tipos de 
interacciones génicas: (1) entre genes del grupo pair rule
(eve con ftz); (2) entre genes del grupo pair rule y del grupo 
segment polarity (eve con wg>; y (3) entre genes del grupo 
pair rule y los genes homeóticos (eve con Ubx).

También se han determinado, a nivel molecular, algunas de 
las interacciones entre los genes homeóticos. Así, se ha 
demostrado que el producto protéico de Ubx se une al promotor 

distal (P1) del gen Antp y reprime su transcripción (BEACHY y 
otros, 1988; KRASNOW y otros, 1989). Estos datos proporcionan 
una prueba de las evidencias genéticas que indicaban la 
existencia de interacciones reguladoras entre ambos genes. 
Además de unirse al promotor P1 de Antp, la proteina de 
Ultrabithorax también se une al promotor de su propio gen, si 
bien en este caso se produce una activación de la 
transcripción.

El que un producto de un gen active su propio promotor 
parece ser un hecho general en todos los genes homeóticos, lo 
que podría ser uno de los mecanismos que dan lugar a la

expresión continuada de estos genes. Así, también se ha
descrito la autoactivación del gen Deformed (KUZIORA y
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McGINNIS, 1988).
Ya nos hemos referido, a grandes rasgos, a los momentos y 

lugares donde se expresan los genes del desarrollo. En los 
tres últimos párrafos hemos presentado algunos ejemplos de 
interacciones entre genes cuyos mecanismos se han determinado 
a nivel molecular. Estos trabajos han confirmado las hipótesis 
originales de que existe un circuito de órdenes jerarquizadas 
y de interacciones.

Los genes maternos proporcionan una información (en forma 
de gradientes) que es interpretada por los genes de 
segmentación del tipo gap. Los genes gap se expresan de 
acuerdo con esta información, y subdividen el embrión en 
varias regiones. Estas regiones delimitadas por los genes gap 
marcan los límites de expresión de los genes homeóticos. 
Además, la expresión de los genes gap regula la de los genes 
que se expresan a continuación: los de la clase pair rule.

Los genes hairy y runt parecen ser los dos genes de la 
regla par cuya actividad depende directamente de la expresión 
de los genes gap (INGHAM, 1988); el resto de los genes de esta 
clase están regulados por la actividad de hairy y runt. Así, 
se sabe que hairy y runt reprimen, respectivamente, a los 
genes de su grupo ftz y eve, lo que da lugar a la formación de 
siete bandas complementarias de expresión. Cada una de estas 
bandas de expresión coincide exactamente con lo que van a ser 

los parasegmentos (LAWRENCE y otros, 1987).
En el momento de la formación del blastodermo, todas estas 

interacciones han dado lugar a que las distintas células del
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embrión expresen distintas combinaciones de genes de la clase 
pair rule. Esta información será interpretada por los genes de 
la clase segment polarity, con lo que se marcarán los límites 
de los parasegmentos. Los genes engrailed y wingless son los 
que responden directamente a los genes de la regla par (INGHAM 
y otros, 1988).

Cada una de las 14 bandas de expresión de en marca el

límite anterior de cada parasegmento (INGHAM y otros, 1985);
mientras que las bandas de expresión de wg delimitan los 

límites posteriores. El incicio de estas bandas de expresión 
de los genes de polaridad de los segmentos requiere distintas 
combinaciones de las producidas por los genes que se han 
expresado anteriormente (pair rule) (INGHAM, 1988). La 
expresión de los genes de polaridad de los segmentos se
mantiene permanentemente y, junto con la actividad de los 
genes homeóticos, contribuye a mantener la identidad de los 
parasegmentos.

Por último, los promotores de los genes homeóticos se 
expresan de una forma que parece ser dependiente • de
determinadas combinaciones de expresión de genes de la clase 
gap y de la clase pair rule (IRISH y otros, 1989; INGHAM y 
MARTINEZ-ARIAS, 1986). Así, hay evidencias de que el promotor 
P1 del gen Antennapedia se activa por el producto del gen 

Krlippel (clase gap); el promotor P2 de dicho gen depende, al 
menos, de los genes hunchback y ftz.

Nos hemos referido principalmente a las interacciones 
entre genes de una clase con los genes de otra clase. Junto
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con esto, hay otra serie de interacciones entre genes de una 
misma clase, lo que da lugar a un "refinamiento" de los 
dominios de expresión. Por ejemplo, se sabe que el producto 
protéico del gen homeótico Ubx reprime la expresión del gen 
Antennapedia, lo que limita la expresión de este último gen al 
parasegmento 4 (y, parcialmente, el 5).

La forma de "leer" la información proporcionada por el 
gradiente materno parece ser por la afinidad que los sitios de 
unión tengan por la proteína materna del gradiente. Un gen 
que, en su promotor, contenga un sitio de baja afinidad de 
unión a la proteína bcd será activado sólo en la parte donde 
la concentración de esta proteína sea mayor (la parte anterior 
del embrión); un promotor que contenga un sitio de unión de 
alta afinidad por bcd se expresará en un dominio anterior 
mucho más amplio (DRIEVER y otros, 1989).

Por analogía, puede pensarse que la información 
proporcionada por los genes del grupo posterior (como oskar) 
será interpretada de una forma similar al gradiente producido 
por bicoid.

Nuestra exposición sobre algunos datos del programa de 
desarrollo se ha referido a la diferenciación a lo largo de un 
sólo eje: el anteroposterior. Como dijimos en el apartado 2.2, 
hay otro programa de desarrollo independiente, que especifica 
las diferencias a lo largo del eje dorsoventral. Establecer la 
polaridad D-V equivale a hablar de determinación de las hojas 
embrionarias, es decir, de la organización de los tipos 
tisulares en el embrión. Este proceso se conoce con menor
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detalle, de modo que no nos vamos a referir al mismo en esta 
i nt roducc i ó n .

8. ESTRUCTURA DEL GEN Antennapedia

En este capítulo vamos a describir algunos aspectos de la 
estructura de este gen, con el fin de facilitar la comparación 
de nuestros resultados con lo que ya se conoce en Drosophila 
melanogaster. La organización transcripcional del gen 
Antennapedia es una de las más complejas que se han descrito 
en Drosophila. Ya en los primeros trabajos de clonación, se 
observó que el transcrito primario de Antp podria ser 
extremadamente largo, unas 100 kb. Se llegó a sugerir, 
incluso, que el transcrito final se produjera tras una 
reordenación cromosómica (GARBER y otros, 1983).

En la figura 5 mostramos un esquema de la estructura 
molecular de este gen. El análisis de esta unidad de 
transcripción ha revelado que el gen consta de ocho exones, 
separados por intrones extremadamente largos. El mayor de los 
exones tiene un tamaño de unas 60 kb e incluye al exon 3. El 
gen contiene dos promotores, separados por 60 kb kb, y dos 
regiones de poliadenilación (SCHNEUWLY y otros, 1986; LAUGHON 
y otros, 1986). El promotor distal (P1) tiene una TATA box 
situada a una distancia apropiada; el promotor interno (P2) no 
contiene ninguna. Ambos promotores son funcionales en el

-39-



embrión (JORGENSEN y GARBER, 1987).
Esta unidad de transcripción produce, así, cuatro 

transcritos poliadenilados, todos ellos con secuencias líder y 
tráiler anormalmente largas. Estas secuencias son posibles 
candidatos que porten señales que regulen la estabilidad del 
RNA. Sin embargo, ninguna de estas diferencias en los 
transcritos afecta a la ORF.

Todos los límites intrón/exón están de acuerdo con la 
secuencia consenso, excepto el segundo sitio donador (D2) del 
intrón 7 donde, al principio del intrón, la secuencia es GA, 
en vez de G T . El primer sitio donador, en cambio, sí se 
corresponde con la secuencia consenso.

Recientemente se ha descrito la existencia de un patrón 
complejo de splicing, que dá lugar a la producción de cuatro 
productos protéicos distintos (BERMINGHAM y SCOTT, 1988). 
Estos cuatro productos difieren, por un lado, en la posesión o 
no de los 13 aminoácidos correspondientes al exón 6 y, por 
otro lado, en la posesión o no de los cuatro últimos 
aminoácidos del exón 7. Estas variaciones en el procesado no 
tienen relación alguna con la existencia de cuatro distintos 
tipos de transcrito (atendiendo a las secuencias líder y 
tráiler). Realmente puede hablarse de la existencia de 16 
transcritos diferentes de Antp.

Se desconoce totalmente la función (si la hay) de la 
existencia de estas variantes protéicas, si bien hay motivos 
para suponer que dichas variaciones no son triviales. En un 
análisis exahustivo de las preferencias temporales de cada
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variante, se observa que hay distintos dominios temporales 
( BERIUNGHAU y SCOTT, 1988), lo cual no sería de esperar si las 
variaciones carecieran de significado biológico. Además, 
también se ha descrito un patrón de procesado complejo en el 
gen Ubx, que igualmente produce varias (cinco, al menos) 
alternativas protéicas a lo largo del desarrollo (O'CONNOR et 
al, 1988).

En ambos casos, la heterogeneidad en los productos 
protéicos dá lugar a variaciones de la secuencia en las 
cercanías del dominio homeótico, por lo que uno de los efectos 
podría ser la alteración de la afinidad y/o especificidad de 
unión al DNA (O'CONNOR et al, 1988).

A pesar de las preferencias temporales en la formación de 
los distintos patrones de splicing, varias de las especies 
coexisten en muchas ocasiones. Queda abierta la posibilidad de 
que cada especie tenga un subdominio de expresión dentro del 
dominio Antp. Se ha sugerido que las diferencias en la 
utilización de las distintas alternativas podrían ser mucho 
más sutiles de lo que es posible detectar con extractos de 
embriones enteros.

El análisis de la secuencia de este gen ha revelado la 
existencia de numerosos codones CAG en tándem, lo que dá lugar 
a una proteina con un contenido muy elevado en Glutamina. Esta 
característica también se da en otros genes de Drosophila (ver 

apartado 5 de esta introducción).
La secuencia horneo-box está situada en el exón 8, de modo 

que el dominio homeótico se sitúa prácticamente en el extremo
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carboxiterminal de la proteína. Otras características de la 
proteína se discutirán en el contexto de su comparación con la 
secuencia de Drosophila subobscura.

La mayoría de los mutantes dominantes que producen la 
transformación de la antena en pata tienen inversiones 
grandes, visibles a nivel citológico. La localización de los 
puntos de dichas inversiones dentro de la unidad de 

transcripción demostró que ninguno de éstos afecta a la ORF, 
evidenciándo así que, en los mutantes dominantes por ganancia 
de función, la región del gen que codifica el producto 
protéico no está alterada, pero si separada de sus regiones 
propias de control <JORGENSEN y GARBER, 1987).

9. ASPECTOS ESENCIALES Y ASPECTOS IRRELEVANTES DE LA 
ESTRUCTURA: UNA APROXIMACION EVOLUTIVA

La simple descripción de la estructura molecular de*los 
genes implicados en el desarrollo ha revelado, en muchos 
casos, ciertas particularidades: promotores múltiples,
patrones de splicing alternativo, intrones gigantescos, etc. 
Esto ha despertado la siguiente cuestión: ¿es necesaria esa 
estructura para que el gen lleve a cabo sus funciones?

Una aproximación a la cuestión consiste en la comparación 
de la estructura de un mismo gen en varios organismos en los 
que se asume una identidad de función para dicho gen. Aquellos



aspectos no conservados son, en principio, características no 
esenciales; análogamente, puede concluirse que las 
características conservadas corresponden a lo que es esencial 
para la función. Estas afirmaciones son totalmente 
cuestionables. Se puede argumentar que no hay motivo para 
suponer que todos los genes del desarrollo desempeñen la misma 
función en cualquier organismo, ni siquiera dentro del género 
Drosophila.

Si, en efecto, uno de los mecanismos básicos de la 
evolución es el cambio en la regulación de los patrones de 
expresión génica durante el desarrollo (BONNER, 1983), las 
diferencias observadas entre dos especies podrían corresponder 
a un cambio en la regulación del gen o en la función de su 
producto, y no a variaciones en regiones no esenciales. En 
principio, este tipo de diferencias debería quedar minimizado 
estudiando especies no muy distantes en la escala evolutiva 
(el autor se declara totalmente incapaz de medir la distancia 
ópt ima).

Por otra parte, si las especies son demasiado próximas 

(aceptemos una medida relativa de la proximidad óptima para el 
estudio), es probable que encontremos muchas similitudes en la 
estructura. Pero este parecido se deberá, simplemente, al 
corto periodo de tiempo que ha transcurrido entre la 
divergencia de las especies en estudio, y no a un carácter 

esencial de ese aspecto.
Este tipo de discusión no se ha llevado a cabo en 

profundidad: en casi todas las comparaciones interespecíficas
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de genes del desarrollo publicadas en la actualidad, los 
autores han escogido una especie de Drosophila "distante" 
(D.virilis). Desde luego una aproximación ideal seria la 
comparación en varias especies, incluyendo otros género, como 
hicieron MILDE y AKAM (1987) al comparar parte del gen Ubx en 
Drosophila pseudoobscura, D.funebris y ñusca domestica.

A pesar de que algunos puntos sean discutibles, la 
comparación entre especies es tal vez la única estrategia 
disponible para determinar las estructuras esenciales en un 

gen del tamaño de Antennapedia.
La especie a comparar debe ser lo suficientemente distante 

de D.melanogaster para que las secuencias de DNA que no esten 
sujetas a restricciones evolutivas hayan divergido lo
suficiente como para permitir que los elementos funcionales 
puedan identificarse en forma de secuencias conservadas.

De la comparación, cabe esperar varios tipos de
resultados. Por un lado, la identificación de aquellos 
dominios del producto protéico de Antp que están sujetos a 

restricciones (además de la horneo box) y de aquellos elementos 
necesarios para la expresión correcta de Antp (en el entorno 
de los promotores). Por otro lado, es de esperar la
identificación de secuencias del mRNA no traducidas (lider y 
tráiler) que tengan alguna funcionalidad. También se espera 
determinar qué aspectos de la organización general del gen se 

han conservado.
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Figura I, (A) Estadios de divisiones nucleares durante el desarrollo teiprano de D, aelanogaster. La parte anterior del embrión está 
orientada hacia arriba, Los puntos negros representan los núcleos, que sólo se separan por membranas celulares en la últma fase: el 
blastodeno celular (según FOE y ALBERTS, citados en WILKINS, 1986),(B) «apa de destino del blastodeno para las estructuras larvarias 
de Drosophila, El eje de ordenadas representa la distancia relativa desde el extreio posterior (egg length, EL=0), hasta el extreio 
anterior (EL=100), El eje de abscisas representa la posición a lo largo del eje dorsoventral, T, segmentos torácicos; A segiientos 
abdominales; H, aesoderio; SNC, sistema nervioso central; STQ, estomodeo; PRO, proctodeo; AMG, ndgut anterior; PH6, lidgut posterior; 
ECO, ectodermo dorsal; ECV, ectodermo ventral; AS, membrana extraembriónica (amnioserosa); las células del extremo posterior son las 
células polares de la línea germinal, (según NüSSLEIN VOLHARO, citado en VILKINS, 1986, con modificaciones de FRENCH, 1988),
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Figura 2, (A) Correspondencia entre segmentos, conpartiientos y parasegnentos en el embrión, 
la larva, y el inago, El eibrión superior corresponde a la fase de extensión de la banda 
germinativa (gen band extensión unas 5 horas después de la fecundación); los números 
indicados denotan los parasegnentos en que se divide, El embrión inferior corresponde a las 
=10 horas de desarrollo, (B) Discos imaginales y células histoblásticas y su localización en 
la larva de tercer estadio, Su correspondencia con las estructuras del adulto se nuestra en 
el esquena.
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Figura 3, Localización del Coaplejo Antennapedia (ANT-C) en el croaosoaa 3R de Drosophila aelanogaster, La orientación relativa de los 
genes respecto del centróiero y del telóiero se indica en los diagraaas inferiores, Las flechas seflalan la dirección de la 
transcripción de los genes incluidos en el coaplejo, lab, libul; pb, proboscipedii; zen, zerknúllt; bcd, bicoid; Dfd, Oeforted; Ser, 
Sex co*bs reduced; ftz, fushi-tarazu; Antp, Antennapedia, En la figura 4 se euestra un eapa de la estructura del coaplejo a nivel 
aolecular,
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Figura 4, Estructura del Coaplejo Antennapadia a nivel Molecular. Las coordenadas de la región (desde +200 kb hasta -150 kb) 
corresponden a las descritas por SCOTT y otros (1983), La orientación del coaplejo es la opuesta a la indicada en la figura 3, T aarca 
la dirección del telóaero y C la del centronero, Los siabolos 84A4-5,y 8481*2 señalan la correspondencia aproxiaada con el patrón de 
bandas de los cronosoaas politéni eos (fig, 3), La orientación de cada unidad de transcripción se ha indicado con 5' y 3', Los recuadros 
seflalan los exones (en blanco, regiones no traducidas; en negro, regiones traducidas), Los intrones los heaos representado con líneas 
que foraan ángulos, Obsérvese que heaos representado las distintas unidades de transcripción con diferentes escalas; los genes Antp,
Ser y pb están dibujados con la propia escala del genoaa, Los genes Dfd, zen, y lió están aapliados con la escala indicada en la parte 
superior; el resto de los genes están todavía aás aapliados, con la otra escala indicada, Las regiones traducidas y no traducidas de 
los genes Ser y pb no están indicadas debido a que la estructura de sus transcritos no ha sido descrita totalaente, Las posiciones de 
las secuencias hoaeobox están señaladas con asteriscos, La estructura del gen de aayor tanaflo {Antp) se auestra con aayor detalle en la 
figura 5,
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Genes de expresión materna inpllcados en la polaridad anteroposterior

GRUPO LOCUS

Anterior
bi coid bcd
exuperantla exu
swallow sha

Posterior
oskar osk
vasa vas
val oís val
nanos nos
tu dar tud
staufen stau
pumlllo púa

Terminal
tarso tor
trunk trk
tarso-llke tsl
fs(l) polebole fs(l )pb
fs(l> Masrat fs(l)N
1(1) polebole 1 (l)pb

Tabla 1. Genes de efecto materno que afectan al patrón del eje anteroposterior 
(según LEHMAHI, 1988). Descripción en el texto.
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Genes de expresión zlgótlca iaplicados en la segmentación

CATEGORIA LOCUS Dominio DIA-binding

Gap
Krüppel Kr Zn-flnger
knirps kni Receptor esteroldes
buncbback hb Zn-flnger

Palr-rule
balry b homología con B-myc
runt run
fushl tarazu ftz Homeobox
palred prd Homeobox
odd-palred opa
el oppy-palred slp
even-ski pped eve Homeobox
odd-skl pped odd
barrel brr

Segment Polarity
engreíled en Homeobox
ifingiese "g
patched ptc
patch pat
hedgebog bh
gooseberry gsb Homeobox
fu sed fu
cubitus interruptus el
naked nkd
armadillo

Tabla 2. Genes de segmentación (según NüSSLEIH-VOLHARD y VIESCHAUS, 1980; SCOTT
y CARROLL, 1987; INGHAM, 1988). Descripción en el texto.

f



Genes homeóticos

COMPLEJO G6VIC0 LOCUS

AJT-C
Antennapedla Antp
Deformad Dfd
Sex combe reducecd Ser
proboeclpedia pb
labial lab

BI-C
Ü1 trabitbórax übx
abdominal A abd-A
Abdominal B Abd-B

Tabla 3. Genes homeóticos de los Complejos Antennapedla y Bithorax. El ANT-C 
contiene, además de estos cinco genes homeóticos, otros tres genes implicados 
en el desarrollo (ver fig. 4).
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OBJETIVOS

El trabajo que aquí presentamos forma parte de un proyecto 
inciciado con un objetivo final: conocer qué aspectos de la 
estructura del gen Antennapedia (y su producto) son esenciales 
para que este gen lleve a cabo su función.

En el punto 8 de la Introducción hemos descrito algunas de 
las características estructurales más llamativas del gen Antp 
de D .melanogaster: el tamaño de la unidad de transcripción; el 
complejo patrón de procesado de los transcritos, que da lugar 
a variaciones en el producto protéico; la gran abundancia de 
repeticiones de un mismo aminoácido; etc. Una vez conocidos 
todos estos aspectos, se plantea la cuestión: ¿es todo éso
necesario para el funcionamiento del gen Antp?

No es fácil diseñar experimentos que permitan destacar los 
aspectos de la estructura de un gen que sí son necesarios para 
su función, y menos cuando se trata de una unidad de 
transcipcion de 100 kb. Una aproximación, a la que nos hemos 
referido en el punto 9 de la Introducción es comparar la 
estructura del gen en cuestión entre dos o más especies. Esta 
aproximación se ha utilizado para el estudio de tres genes del 
desarrollo, que previamente se habían descrito en 
D.melanogaster: engrailed, Ultrabithorax y hunchback (KASSIS y 
otros, 1986; WILDE y AKAM, 1987; TREIER y otros, 1989). Todos
estos análisis han proporcionado información importante sobre 
la conservación (posible carácter esencial) de determinados
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aspectos en otras especies.
Los genes engrailed y hunchback han sido clonados y 

secuenciados en su totalidad en Drosophila virilis 
(posteriormente a su caracterización en D .melanogaster). Esto

t

ha sido posible gracias a su tamaño, relativamente pequeño. 
Sin embargo, para la comparación del gen Ubx en otras especies 
sólo se ha clonado y secuenciado una pequeña parte (el exón 
que codifica la porción aminoterminal de la proteína y la
región 5 1 adyacente). El gran tamaño del gen Ubx hace difícil

su estudio incluso en D .melanogaster, donde no se ha 
determinado la secuencia de toda la unidad de transcripción 
(sólo se han secuenciado los exones).

En este contexto, y dado que no se ha descrito la
estructura de Antp en ninguna otra especie (además de 
D .melanogaster), decidimos iniciar la clonación de dicho gen 
en D .subobscura. El objetivo a largo plazo es determinar la 
estructura completa de este gen en dicha especie, y comparar 
el resultado con la estructura que se ha descrito en 
D.melanogaster (SCHNEUWLY y otros, 1986; LAUGHON y otros,
1986).

En el plazo de esta Tesis Doctoral, nos hemos planteado 

los siguientes puntos:
1. Aislar clones genómicos de la región del gen Antp de 

Drosophila subobscura que codifica el producto protéico.
2. Analizar la organización de los intrones y de los 

exones en la región clonada.
3. Determinar qué regiones del producto protéico de este
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gen (en las dos especies) están sujetas a restricciones 
evolutivas y cuales son susceptibles de variación.

4. Buscar secuencias de DNA no traducidas que se hayan 
conservado en la evolución.

5. Completar, en la medida de lo posible, la clonación del 
resto de la unidad de transcripción (exones no traducidos e 

intrones gigantes).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. DETECCION DE FRAGMENTOS HOMOLOGOS EN EL DNA GENOMICO DE 
D .subobscura

Como un primer paso antes de iniciar la clonación del gen 
Antp de Drosophila subobscura, hemos considerado necesario 
detectar, en esta especie, las secuencias homólogas al gen 
Antp de D.melanogaster. El objetivo no es confirmar la 
presencia de un gen homólogo en nuestra especie, cuya 
existencia nos parece obvia, sino determinar unas condiciones 
óptimas de hibridación para la posterior búsqueda de clones 
homólogos (screening) en la genoteca.

Con esta finalidad, nos hemos valido de una sonda de cDNA 
de D.melanogaster, pcDm903, que contiene los exones 
1-2-4-5-Ó-7-8 (SCHNEUWLY y otros, 1986). Los exones 1, 2.y 4 

forman parte del líder no traducido del transcrito; los exones 
5, 6, 7 y 8 contienen la ORF de los productos protéieos. Un 
segmento del exón 5 forma parte del líder del transcrito. Este 
exón contiene, además, la señal de inicio de la traducción y 
la región 5* de la ORF, que codifica la mitad aminoterminal de 
la proteina. Por su parte, el exón 8 contiene el tráiler del 
transcrito y, además, una pequeña parte de la ORF: la homeobox
(SCHNEUWLY y otros, 1986; LAUGHON y otros, 1986).

El DNA de D .subobscura, digerido con EcoRI y transferido a
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un filtro de nylon siguiendo el procedimiento de SOUTHERN, 
tiene una serie de fragmentos que hibridan, en condiciones de 
estringencia moderada, con el inserto del plásmido pcDm903, 
marcado con 32P. La hibridación se ha llevado a cabo en una 
mezcla con un 46 % de formamida y una concentración salina de 
5 x SSC, a una temperatura de 42°C. Todos los lavados se han 
realizado en 2 x SSC, 0.1% SDS (los dos primeros a temperatura 
ambiente; los dos siguientes a 50°C).

La autorradiografia que presentamos en la figura 6A 
demuestra la presencia, en el genoma de Drosophila subobscura, 
de un fragmento de aproximadamente 1.7 kb, que es el que 
proporciona la intensidad de hibridación más fuerte (banda 
marcada con una flecha en la figura). Además, se observa la 
presencia de, al menos, 10 fragmentos de menor intensidad de 
hibridación, todos ellos de mayor tamaño que el anterior. 
Interpretamos que este elevado número de bandas no se ha 
producido por una falta de especificidad de la sonda, ni 
tampoco a que las condiciones de hibridación sean demasidado 
permisivas. Dado que la sonda contiene dos tipos de secuencias 
repetitivas, que se encuentran en numerosos genes, puede 
comprenderse el motivo de esta hibridación en muchas 
posiciones del genoma. Estas secuencias repetitivas son la 
homeobox, de la que hay alrededor de 40-50 copias en el genoma 

de Drosophila melanogaster y las repeticiones del codón CAG, 
presentes en varios centenares de veces (McGINNIS, y otros, 
1984). Por tanto, concluimos que, en estas condiciones de 
hibridación, la sonda utilizada no sólo híbrida con los
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fragmentos correspondientes al gen Antp de nuestra especie 
sino, también, con fragmentos de otros genes que contengan 
homeobox y/o repeticiones del codón CAG.

El control con DNA de D.melanogaster (fig. 6A, muestra M) 
revela, en las mismas condiciones de hibridación, una mancha 
que corresponde a la hibridación de la sonda en numeosos 
lugares del genoma. El mayor número de fragmentos (que dan 
lugar a una mancha), asi como la mayor intensidad de 
hibridación, los atribuimos a la mayor homología general de la 
sonda con el DNA del genoma de donde procede.

Cabe plantearse si la información que hemos obtenido es 
suficiente para proceder al screening de la genoteca. A 
continuación presentamos las consideraciones que nos han 
llevado a pensar que si es suficiente.

Antes de abordar el screening, seria deseable determinar 
un nivel de estringencia de hibridación que únicamente 
permitise detectar las secuencias del gen Antennapedla y 
eliminase estas hibridaciones con otras regiones del genoma. 
Sin embargo, no hemos intentado conseguir tal "limpieza" de 
señal porque pensamos que serla imposible encontrar un punto 
en que la sonda únicamente hibride con los fragmentos que 
contienen los exones de Antp en nuestra especie. Nuestro 
fundamento es que, en D .melanogaster, algunas secuencias 
homeobox son muy similares a la homeobox del gen 
Antennapedla, como es el caso de la homeobox del gen fushi 
tarazu. No hay ningún motivo para pensar que la situación sea 

diferente en D .subobscura, de tal forma que debe ser
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prácticamente imposible eliminar la hibridación de la sonda 
con el fragmento genómico que contenga la homeobox del 
homólogo de ftz en D.subobscura sin eliminar, a la vez, la 
hibridación con el fragmento que incluya la homeobox de Antp. 
A esta consideración se une un razonamiento similar sobre la 
hibridación de la sonda con las regiones que incluyen 
repeticiones del codón Cñ’G (repeticiones n).

En vez de buscar ese punto, tal vez inexistente, nos hemos 
decidido a valorar las diferentes intensidades de hibridación 
de las señales obtenidas en el Southern genómico. En la figura 
6A se aprecia que el fragmento de 1.7 kb tiene una intensidad 
claramente superior al resto de los fragmentos. Hemos 
considerado que, precisamente, es este fragmento EcoRI el que 
probablemente contenga la mayor parte de los exones que 
codifican el producto protéico del gen Antp de D.subobscura. 
Nuestro esfuerzo se ha centrado, principalmente, en la 
clonación de este fragmento.

Decidimos, pues, seleccionar de la genoteca aquellos 
clones que produjeran las señales de hibridación más intensas, 
en comparación con otros que, en el mismo screening, muestren 
señales más débiles. Los clones positivos de intensidad 
moderada corresponderían, mayoritariámente, a otros genes con 
homeobox, asi como a genes que incluyan repeticiones del codon 
CAG en su ORF.

Cabe plantearse si es posible detectar alguna señal de 

hibridación que corresponda a los exones no traducidos 1, 2 y
4. Nosotros nos inclinamos por pensar que no es posible, dado
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el bajo nivel de conservación esperable en las regiones no 
traducidas, en comparación con las secuencias que codifican el 
producto protéico. En cualquier caso, la débil señal de 
hibridación que pudiera existir no sería diferenciable de las 
señales debidas a la hibridación de la sonda con otros genes 

(a través de la HB y de las repeticiones M).

2. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CLONES GENOMICOS DE LA 
LIBRERIA DE D.subobscura

Teniendo en cuenta el resultado y las consideraciones del 
apartado anterior, hemos llevado a cabo la büsqueda de clones 
en una librería genómica de D .subobscura, preparada en el 
vector lambda EMBL 4 (tamaño medio del inserto: 16 kb) por G.
Marfany y R. González-Duarte (Universidad de Barcelona). (Se 
trata de una librería amplificada a partir de una librería 
primaria que contenía 200.000 clones recombinantes). Con este 
fin, hemos infectado células de la <cepa NM538 de E.coli con 
esta genoteca. A partir de cada pisca de cultivo con las 
placas de lisis, preparamos dos replicss en filtros de nylon. 
La hibridación de estos filtros se l]levó a cabo con la misma 
sonda que se empleó para la detección de los fragmentos 

homólogos en el DNA genómico.
Las condiciones de hibridación durante el screening han 

sido idénticas a las descritas en ell apartado anterior y el
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número total de clones analizados en el screening es de 
100.000. Asumiendo que el tamaño del genoma de D.subobscura es 
el mismo que el de D .melanogaster (165.000 kb) , este número de 
clones corresponde a unos 10 equivalentes genómicos. El 
cultivo de los clones para el primer screening se llevó a cabo 
con una densidad de 15.000 clones por placa (de 90 mm de 
diámetro). Unicamente las señales que aparecieron en los dos 
filtros de una placa dada fueron aisladas para una segunda
ronda de hibridación, donde la densidad del cultivo fué de
unos 200 clones por placa.

El resultado de esta segunda hibridación ha sido la
obtención de un total de 12 clones con señal positiva 
reproducible, de los cuales 3 destacan por tener una 
intensidad de hibridación superior a los demás. Los tres 
clones positivos de señal más fuerte (lambda DsA1, lambda DsB1 
y lambda DsC3) han sido el principal objeto de nuestro
interés.

2.1. Identidad de los clones: localización cromosómica y 
secuenciación parcial

Con el fin de determinar cuantos tipos de clones han sido 
aislados, hemos llevado a cabo un análisis preliminar de los 
clones obtenidos. Efectuamos el aislamiento de DNA de los 
mismos, partiendo de minipreparaciones de U s a d o s  líquidos, y 
realizamos un primer análisis de restricción. Aunque más
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adelante nos referiremos in extenso al resultado de este 
análisis, resaltaremos aqui que pudimos detectar, en el clon 
lambda DsC3, la presencia de dos fragmentos EcoRI de tamaños 
muy similares <1.8 y 1.7 kb) al que habíamos detectado en el 
Southern con DNA genómico de Drosophila (cuyo tamaño lo 
habíamos estimado en 1.7 kb). Consideramos, pues, que uno de 
ellos podría ser el mismo fragmento, por lo que decidimos 
centrar nuestro primer análisis en este clon.

Dado que la sonda utilizada en el screening es un clon de
cDNA del gen Antp de D .melanogaster, seria esperable que estos 
clones positivos, especialmente el lambda DsC3, contengan 
exones del gen Antp de D.subobscura. Sin embargo, caben otras 
posibilidades, que no pueden descartarse a priori. Por 
ejemplo, un fragmento de D.subobscura que sea muy rico en
repeticiones CAG podría tal vez dar una señal muy fuerte,
tanto en la hibridación con DNA genómico como en la 
hibridación de las réplicas en filtro de la genoteca. Por este 
motivo, antes de iniciar un análisis exhaustivo de los clones 
obtenidos, hemos considerado conveniente efectuar una 
comprobación que permita, en poco tiempo, confirmar que los 
clones de mayor intensidad corresponden, en efecto, al gen 
Antennapdia.

Decidimos efectuar dos tipos de experimentos para 
confirmar la identidad de los clones, al menos la del clon 
lambda DsC3: (1) localización cromosómica y (2) secuenciación
parcial.

En primer lugar, se llevó a cabo una hibridación in situ
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en los cromosomas politónicos de D .subobscura, utilizando como 
sonda el clon de D .melanogaster pcDm903. Con este experimento 
pudimos determinar que la región homóloga de D .subobscura se 
encuentra en la posición 80D del cromosoma O (el homólogo al 
cromosoma 3R de D.melanogaster; ver fig- 3). Un experimento 
similar utilizando como sonda nuestro clon aislado lambda DsC3 
demostró que corresponde exactamente a la misma región 
cromosómica, lo que sugiere que, en efecto, se trata del gen 
Antennapedla. Sin embargo, el complejo Antennapedia (ANT-C) 
incluye 9 genes que contienen secuencias homeobox, asi como 
repeticiones M. Por ello, no se puede descartar que la sonda 
de D .melanogaster hibridase en la posición cromosómica del 
ANT-C de D.subobscura y que nuestro clon DsC3 fuera cualquier 

gen del complejo.
El análisis más concluyente es el de secuenciación, por lo 

que decidimos seguir una estrategia para determinar parte de 
la secuencia del clon lambda DsC3, por ser éste el que 
contiene fragmentos EcoRI que pudieran corresponder al 
fragmento que habíamos detectado en el genoma. Para ello, 
utilizamos el DNA purificado a partir de minipreparaciones de 
U s a d o s  líquidos de este clon. Efectuamos una digestión Sau3A, 
seguida de transferencia Southern e hibridación con la sonda 
original, con el fin de determinar la presencia de fragmentos 
de hibridación positiva que tuviesen un tamaño apropiado para 

la subclonación en el vector H13.
Una vez determinada la presencia de varios fragmentos 

positivos, preparamos una minilibrería de fragmentos Sau3A
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insertados en el sitio BamHI del vector PI13mp10 (cultivada 
sobre JPI105). Esta mini librería fue preparada mediante la 
técnica de la perdigonada. Con el fin de seleccionar los 
fragmentos responsables de la hibridación con la sonda, 
aislamos ssDNA de 18 clones, escogidos al azar, y efectuamos 
una hibridación en dot blot de dichos DNAs con la sonda de 
D.melanogaster. El resultado fue la identificación de dos 
clones positivos: tDsC.001 y tDsC.013.

Estos subclones fueron secuenciados mediante el método de 
SANGER, siguiendo el protocolo habitual de secuenciación de 
moldes de cadena simple. La comparación de las secuencias 
obtenidas con la secuencia publicada del gen Antp de 
D .melanogaster (SCHNEUWLY y otros, 1986; LAUGHON y otros, 
1986) demostró una similitud evidente con la secuencia de 
dicho gen, descrita por estos autores. Con la ayuda del
ordenador, la secuencia del clon tDsC.001 puede alinearse 
frente al exón 7 del gen Antp de D.melanogaster. Igualmente, 
la secuencia del clon tDsC.013 se puede alinear frente al
extremo 3' del exón 5 (ver fig. 8; flechas sin ninguna marca 
en su origen).

Asi pues, con estos resultados, consideramos 
definitivamente comprobado que al menos el clon lambda DsC3 
contiene parte del gen de D.subobscura homólogo al Antp de
D.melanogaster. Tras esta comprobación, decidimos iniciar la
caracterización de este clon y de todos los que presentasen 

regiones solapadas con éste.
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2.2. Localización de los segmentos que contienen los
exones

Una vez conocida la identidad de, al menos, el clon lambda 
DsC3, hemos procedido a purificar a gran escala el DNA de este 
clon, así como el de los clones DsA1 y DsB1, con el fin de 

proceder a un análisis de restricción más detallado y a la 
identificación de los segmentos codificantes.

El análisis con EcoRI (fig. 6B, izquierda) revela que los 
clones lambdaAl y lambdaBI tienen tres fragmentos EcoRI 
comunes, cuyos tamaños son 10.5, 2.2 y 1.0 kb. Cada uno de
estos dos clones contiene, además, un fragmento adicional de
0.5 (clon A 1 ) y 0.8 kb (clon B 1 ). La digestión del clon 
lambdaC3 con EcoRI produce un patrón que no tiene ninguna 
banda en común con A1 ni con B1: 6.0, 3.6, 1.8, 1-7, y 0.4 kb.
En esta figura mostramos una separación electroforética de las 
digestiones EcoRI de estos tres clones. Además de los 
fragmentos que hemos enumerado, aparecen también dos 
fragmentos comunes a todos los clones, de 20.3 y 9.2 kb, que 
corresponden a los brazos del vector EMBL 4.

El DNA de estos tres clones, digerido con EcoRI, fue 
transferido a un filtro de nylon por el método de Southern e 
hibridado con la misma sonda utilizada en los experimentos 
antes descritos. El resultado de esta hibridación se presenta 
en la figura 6B (derecha). Este análisis demuestra que los 
fragmentos de 2.2 y de 1.0 kb (marcados con puntas de flecha),
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comunes a los clones lambdaAl y lambdaBI, dan una fuerte 
intensidad de hibridación con esta sonda de cDNA de Drosophila 
melanogaster. Además, el fragmento de 10.5 kb (marcado en la 
figura), también común a los dos clones produce una señal muy 
débil, sólo visible en exposiciones autorradiográficas
prolongadas. En cuanto al DNA del clon lambdaC3, el fragmento 
de 1.8 kb produce una señal de gran intensidad, pudiéndo 
también observarse una hibridación muy débil en el fragmento 
de 6.0 kb (ambos fragmentos están marcados en la figura).

Interpretar el resultado de esta hibridación y determinar 
el contenido de cada uno de estos fragmentos de hibridación 
positiva ha sido un objetivo fundamental para conocer cómo se 
organiza la unidad de transcripción Antennapedia en
D .subobscura. Las páginas que vienen a continuación describen
los experimentos y razonamientos que nos han permitido asignar 
exones específicos a cada uno de los fragmentos. Para llegar a 
algunas de las conclusiones que presentamos a continuación es 
inevitable recurrir a algunos datos de experimentos que 
describiremos en otras secciones de este capitulo. Por este 
motivo, a veces no se encontrará en la lectura un orden 
perfecto de experimentos que conduzcan directamente a las 

conclusiones dadas.

El clon DsC3 contiene los exones 5, 7 y, probablemente, el ó

La notable coincidencia entre, por un lado, el tamaño del

-68-



fragmento EcoRI del clon lambdaC3 que híbrida fuertemente con 

la sonda (1.8 kb) y, por otro lado, el tamaño del fragmento 
detectado en el DNA genómico (que habíamos estimado en 1.7 kb, 
ver apartado 1 de RESULTADOS) hace pensar que se trata 
realmente del mismo fragmento. Por otra parte, los datos 
parciales sobre la secuencia del clon lambda DsC3 nos llevan a 
interpretar que es este fragmento clonado de 1.8 kb el que 
contiene, al menos, los exones 5 y 7 del gen (y, 
presumiblemente, el ó).

Además de los exones 5, ó y 7, la sonda de cDNA contiene 
otro exón que codifica para el producto protéico. Se trata del 
exón 8 que, en D .melanogaster se encuentra separado del exón 7 
por un intrón de 10-11 kb. A continuación presentamos 
evidencias de que esta organización también se presenta en 
D .subobscura.

Los clones DsA1 y DsB1 contienen el exón 8, que incluye la 
homeobox

Si el clon lambda DsC3 contiene los exones 5-6-7, que 
codifican para la mayor parte del producto protéico, y siendo 
que no parece que este clon tenga ninguna región en común con 
los clones DsA1 y DsB1, cabe plantearse cual es el contenido 
de los dos fragmentos positivos de estos dos clones. Dado que, 
aparentemente, estos clones no comparten ningún fragmento de 
restricción con el clon lambda DsC3, sólo caben dos
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alternativas: o bien (1) contienen otros exones del gen
Antennapediaj o bien (2) contienen secuencias que, aún
hibridando con la sonda, no corresponden a este gen, sino que 
la hibridación se produciría con uno de los motivos 
repetitivos antes mencionados (repeticiones CAG y secuencias 

homeobox).
En caso de tratarse de la alternativa 1, consideramos que 

debería tratarse de un exón de los que codifican el producto 
protéico. Pensamos que los exones no traducidos, aunque tengan 
algún segmento en común entre las dos especies, esto no es 
suficiente para producir una señal con la intensidad que
observamos. Dado que ya hemos asignado la hibridación de los 
exones 5 y 7 (y, presumiblemente, también el pequeño exón 6) 
de la sonda al clon lambda DsC3, el único exón que codifica 
producto protéico que queda en la sonda es el exón 8. Ya que 
en el gen Antp de D .melanogaster el exón 8, que contiene la 
secuencia homeobox, está separado de los exones 4-5-6-7 por 
10-11 kb de DNA intrónico, hemos supuesto que uno (o ambos) de 
los fragmentos positivos de los clones lambda DsA1 y DsBT, se 
deba a la hibridación con este exón de la sonda. Esto 
explicaría también la aparente distancia física entre estos 
dos clones y el lambda DsC3 (a juzgar por las diferencias en 
sus patrones de restricción con EcoRI).

Con el fin de verificar este extremo, hemos llevado a cabo 
una hibridación, en un dot blot, de muestras de DNA de estos 
tres clones de lambda utilizando como sonda específica un 
plásmido que contiene la secuencia homeobox del gen Antp de

-70-



D .melanogaster (sonda pDmA2015). El resultado de este 
experimento fue la detección de la presencia de una secuencia 
homeobox en los clones lambda DsA1 y lambda DsB1 , si bien 
todavía no se puede excluir que esto corresponda a la homeobox 
de un gen distinto de Antp.

Los clones DsA1 y DsB1 contienen, además un fragmento común 
con el clon DsC3)

Los experimentos llevados a cabo posteriormente (mapas de 
restricción y secuenciación) demostraron que uno de los 
fragmentos positivos de los clones DsA1 y DsB1 (fragmento de 
2.2 kb) contiene el exón 8 del gen; mientras que el otro 
(fragmento de 1.0 kb) contiene los exones 6, 7, y parte del 
exón 5. Así, aunque inesperado, los clones lambda DsA1 y DsB1 
sí poseen regiones solapadas con lambda DsC3. Los apartados 
que vienen a continuación muestran los experimentos que hemos 
llevado a cabo para llegar a estas conclusiones, así como 
otras relativas a la organización de Antp en la región de 
D.subobscura que hemos clonado.

Nos planteamos si existe correspondencia entre los 
segmentos de DNA que hemos clonado y el genoma de Drosophila 

subobscura. Ya hemos mencionado que la banda de 1.8 kb del 
clon lambda DsC3 se corresponde, según nuestra interpretación, 
con aquella banda genómica cuyo tamaño habíamos estimado en 
1.7 kb. Nos preguntamos si, de la misma forma, hay un
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paralelismo entre todos los demás fragmentos positivos 
clonados y los fragmentos positivos que observamos al analizar 
el DNA genómico de D.subobscura (figs. 6A y 6B). En efecto, 
hay una correspondencia casi perfecta, salvo una excepción. La 
banda positiva del clon DsC3 (fragmento EcoRI de 6 k b ) , que 
proporciona una señal de hibridación muy débil, corresponde 
probablemente a una de las bandas detectadas en la región de 

alto peso molecular del DNA genómico.

En lo que respecta a los fragmentos EcoRI de los clones de 
lambda DsA1 y DsB1, la situación no es la misma. El fragmento 
de 2.2 kb, común a estos dos clones, sí puede corresponder a 
un fragmento visible en el Southern con DNA genómico de 
D .subobscura. Sin embargo, el fragmento de 1.0 kb de estos 
clones (que produce una señal de hibridación muy fuerte) no 
aparece, de modo alguno, en el DNA genómico. La explicación a 
ésto no se ha podido encontrar hasta que hemos elaborado los 
mapas de restricción de los tres clones. Con los mapas de 
restricción elaborados, se encuentra que el fragmento EcoRI de 
1.0 kb corresponde al extremo izquierdo de los clones lambda 
DsA1 y DsB1. Por este motivo, este fragmento sólo contiene un 
sitio EcoRI genómico, siendo el segundo un sitio EcoRI que 
pertenece al vector. El análisis de restricción aclarará 
definitivamente la situación: el fragmento de 1.0 kb de los 
clones DsA1 y DsB1 no es más que una parte del "auténtico" 

fragmento EcoRI genómico de 1.8 kb (incluido en el clon lambda 
DsC3).
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2.3. Napas de restricción de los clones aislados

Con el fin de disponer de suficiente DNA de cada uno de 
los fragmentos EcoRI de los tres clones de lambda, hemos 
subclonado todos estos fragmentos en el sitio EcoRI de los 
plásmidos pUC18 o pUC19. Con este fin, una mezcla de la 
digestión EcoRI de cada clon de lambda fue ligada con el 
vector defosfori 1ado en un experimento de "perdigonada" 
(aunque la mezcla de digestión contiene los brazos del vector 
ENBL 4, estos fragmentos no son clonables). El resultado de 
esta ligación se utilizó para la transformación de células 
competentes de E.coli. Preparando de 12 a 18 clones 
recombinantes (tomados al azar) hemos conseguido, salvo en 
casos excepcionales, todos los subclones necesarios. Este 
proceso lo hemos aplicado, sistemáticamente, a cada uno de los 
clones del fago lambda que hemos aislado y cuya pertenencia al 
gen Antp hemos podido demostrar.

El mapa de restricción de los tres clones de lambda del 
screening original lo hemos obtenido combinando digestiones 
simples y dobles con los enzimas EcoRI, BamHI y Salí. Para 
asignar los sitios de restricción a los fragmentos específicos 
se han realizado digestiones con los enzimas BamHI y Salí de 
aquellos fragmentos subclonados en que ha sido necesario. 
Cuando ha sido preciso para eliminiar incertidumbres, hemos 
purificado fragmentos BamHI o Salí y los hemos digerido con 
otro enzima de restricción.
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Estos análisis de restricción han detectado la presencia 

de un fragmento BamHI en el clon lambda DsC3 cuyo tamaño (2.1 
kb) es idéntico a otro fragmento BamHI del clon lambda DsA1 . 
La digestión doble con los enzimas BamHI y Salí demuestra la 
presencia de otro fragmento común a estos dos clones 
(fragmento BamHI/Salí de 0.6 kb). Esto sugiere fuertemente que 
los clones lambda DsC3 y lambda DsA1 comparten una región 
común, aunque esto no sea aparente con las digestiones EcoRI.

Dicha posibilidad ha sido verificada utilizando fragmentos 

clonados del clon DsC3 como sonda e hibridándolos frente a 
digestiones de el DNA del clon DsA1 (en condiciones de la 
máxima estringencia). Con estas experiencias, hemos demostrado 
la identidad de secuencia entre esos fragmentos de tamaños 
idénticos. Con ello, demostramos también el solapamiento entre 
los clones lambda DsC3 y DsA1. Esto demuestra, asi, que la 
homeobox cuya presencia habíamos detectado en los clones DsA1 
y DsB1 (en el experimento de dot blot, con la sonda pDmA2015) 

es la del gen Antp de D .subobscura.
En la figura 7 presentamos un esquema que muestra la 

extensión de las regiones comunes a los clones lambda DsC3, 
DsA1 y DsB1. La línea central representa el DNA genómico de 
D.subobscura y sobre ésta hemos señalado los sitios de 
restricción genómicos, deducidos a partir de los mapas de 
restricción de cada uno de los clones. Las regiones que 
muestran hibridación frente a la sonda de cDNA de 
D.melanogaster vienen señaladas con un trazo grueso debajo de 
la linea de el DNA genómico. La linea inferior tiene marcados
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unos rectángulos que representan las regiones donde hemos 
asignado exones determinados. Los fragmentos incluidos en 
estos rectángulos han sido el objeto de nuestro trabajo de 
secuenciación, que se describe más adelante.

En esta figura, además de los tres clones que ya hemos 

descrito, se describe el clon lambda DsU2, obtenido mediante 
chromosomal walk, tal como se describe en la siguiente 
sección.

3. EXTENSION DE LA REGION CLONADA: CHROMOSONAL WALK

Aunque la extensión de la región clonada la hemos iniciado 
después de determinar la secuencia de nucleótidos de la 
mayoría de los exones del gen (apartado 5.1), nos referiremos 
antes a ella con el fin de aportar agrupados todos los datos 
sobre el análisis de restricción de la región.

Una vez determinado el grado de solapamiento entre varios 
clones aislados del screening original, y una vez conocida la 
organización de los exones en el segmento clonado (apartado 
5.2), parece necesario extender nuestra clonación en dirección 
5', con el fin de alcanzar la región que debe incluir las 
secuencias promotoras del gen.

En principio, dado que la sonda utilizada en el screening 
original contiene los exones 1 y 2, se podría esperar que 
algunos de los clones positivos de señal moderada que hemos
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purificado pudieran contener los homólogos de estos exones en 
D .subobscura. Esto nos ha parecido improbable, dado que 
ninguno de estos dos exones está incluido en la ORF (el codón 
de iniciación se encuentra en el exón 5). Los exones que no 
codifican para el producto protéico no están sujetos a una 
presión de selección tan fuerte como los que sí codifican la 
proteína. Es de esperar, por tanto, que estos exones sean 
relativamente distintos entre las dos especies (conservando 
sólo los elementos esenciales). Esta ausencia de conservación 
(salvo algunos elementos conservados) en las regiones no 
traducidas de un gen es el caso habitual en cualquier 
comparación interespecífica.

En cualquier caso, decidimos comprobar si alguno de los 
clones purificados (distintos de los ya mapeados por análisis 
de restricción, cuyo contenido ya conocemos) contiene el exón
1. Para ello, utilizamos DNAs de estos clones, digeridos con 
EcoRI y transferidos a un filtro por la técnica de Southern, y 
los hibridamos con una sonda de DNA genómico de D .melanogaster 
que contiene este exón 1, derivado del promotor P1 (esta sonda 
es un subclón plasmídico de un fragmento EcoRI que correspode 
a las coordenadas 199 a 203 del ANT-C; ver figs. 4 y 5). El 
resultado fué negativo. Pensamos que los clones de intensidad 
moderada pueden ser otros genes con homeobox (y/o con 

repeticiones N).
Es probable que si en la genoteca existen clones positivos 

que contengan los exones 1 y 2, la señal que estos clones 

proporcionen sea menor que la producida por centenares de
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otros clones que tengan mayor similaridad con la sonda de Antp 
(clones que contengan secuencias homeobox o secuencias 
repetidas CAG).

Así pues, dado que no disponemos de clones que 
correspondan a la región 5', decidimos buscar otro sistema 
para purificarlos. En principio, aunque la homología esperable 
a nivel de los exones no traducidos no sea suficiente para que 
los clones que los contengan resalten del ruido de fondo, una 

sonda específica con el exón 1 marcado (promotor P 1 ) o bien 
con el exón 3 (promotor P2) debería permitir aislar los 
homólogos de D .subobscura. La situación, asi, sería distinta 
del screening original.

Con esta idea, decidimos efectuar una búsqueda en la 
genoteca utilizando sondas de los exones no traducidos 1 y 3. 
El resultado, sin embargo, no ha sido satisfactorio: los
clones aislados no han proporcionado señales reproducibles.

Con estos resultados, la única alternativa posible para el 
aislamiento de la región 5' del gen, y extender así la región 
clonada inicialmente, es la técnica del chromosomal walk.

Hemos conseguido iniciar esta extensión efectuando un 
nuevo rastreo de la genoteca, utilizando ahora como sonda un 
fragmento subclonado del clon lambda DsC3. Se trata del 
fragmento EcoRI de 1.7 kb que, en el mapa de restricción de 
DsC3 queda más a la izquierda (ver fig. 7). Este fragmento fué 
marcado con digoxigenina y se utilizó para la búsqueda de 
clones positivos en la genoteca, siguiendo la misma 
metodología del screening original, salvo que las condiciones
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de hibridación fueron de máxima astringencia.
Esta búsqueda proporcionó tres clones positivos que, al 

analizar su DNA con varios enzimas de restricción, resultaron 
ser idénticos (a todos ellos les hemos denominado clon DsU2>. 
Dicho clon fue mapeado por análisis de restricción; las 
regiones de solapamiento con el clon lambda DsC3 han sido 
determinadas mediante hibridaciones cruzadas de DNAs de ambos 
clones. Este solapamiento con el clon lambda DsC3 ha sido 
deducido de los mapas de restricción, asi como de las 
hibridaciones cruzadas entre ambos clones. La extensión de 
este clon sobre el DNA genómico puede observarse en la figura 
7.

4. MAPA DE RESTRICCION DE LA REGION CLONADA

En total, todos los clones que hemos caracterizado hasta 
la fecha abarcan 31 kb de DNA genómico de la región 3' del gen 
Antennapedia de Drosophila subobscura. Esto supone, 
aproximadamente, un tercio de la longitud total del gen, si 
asumimos que el tamaño de este gen en las dos especies de 
Drosophila es similar. Esta región incluye los exones 4, 5, ó, 
7 y 8 cuya disposición, a grandes rasgos, describimos en la 
figura 7. En esta misma figura hemos representado también la 
extensión de cada uno de estos exones sobre el mapa de 

restricción del genoma. Algunos de los detalles descritos en
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esta figura los conocemos a través del posterior análisis de 

las secuencias, descrito más adelante. Sin embargo, hemos 
preferido agrupar información procedente de distintos 
experimentos en esta figura.

La polaridad de las coordenadas utilizadas en esta figura 
es la misma que la usada por SCOTT y otros (1983) para el 
Complejo Antennapedia de D .melanogaster, y opuesta a la 
utilizada por SCHNEUWLY y otros (1986). El punto de referencia 
(100 kb) que hemos tomado es el centro del fragmento EcoRI que 
contiene la secuencia homeobox. Las regiones del genoma que 
dan señal positiva al hibridar DNAs de los clones con una 
sonda de cDNA de D .melanogaster las hemos representado con una 
linea negra bajo el mapa de restricción.

A grandes rasgos, la estructura del gen en nuestra especie 
(fig. 7) no muestra grandes diferencias respecto de 
D .melanogaster: el tamaño del intrón que separa los exones 
4-5-Ó-7 del exón 8 es, dentro del error de la medida, el 
mismo: unas 10-11 kb; el intrón 3, que precede a los exones 
4-5-Ó-7 es superior a 15 kb, dado que no hemos detectado la 
presencia de ningún exón entre las coordenadas 128 kb y 113 kb 
del genoma de O.subobscura (a juzgar por la no hibridación de 
una sonda de DNA genómico que incluye el exón 3 de 
D.melanogaster frente al DNA de dicha región). Todavía 

desconocemos el tamaño de este intrón 3, ya que aún no 
disponemos de clones que incluyan el exón 3.

Esta conservación de la estructura general no significa 
que no se hayan producido variaciones a menor escala en la
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organización del gen, tal como veremos en los siguientes 
apartados.

5. SECUENCIACION DE LOS EXONES DE LA REGION

Los datos parciales de la secuencia del clon lambda DsC3, 
junto con la identificación del fragmento EcoRI de 1.8 kb como 
la posible región de máxima conservación entre el genoma de 
D.subobscura y la sonda de cDNA de D .melanogaster, hacen de 
dicho fragmento el objeto de nuestro interés para el inicio de 
una secuenciación de los exones. Con el propósito de obtener 
la secuencia completa de este fragmento, hemos combinado 
varias aproximaciones en nuestra estrategia de secuenciación. 
También hemos secuenciado el fragmento de 1.0 kb del clon 
lambda DsA1. Este fragmento corresponde, como hemos dicho 
anteriormente, a una parte del fragmento de 1.8 kb del clon 
DsC3.

Además de la secuencia de esta región, presentaremos datos 
preliminares de la secuencia del exón 8 (fragmento EcoRI de 

2.2 kb del clon lambda DsA1).

5.1 Estrategia de secuenciación

Todos los fragmentos EcoRI de los clones de lambda
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originales, aislados de la genoteca, y que han dado señal de 
hibridación con la sonda de cDNA, han sido estudiados mediante 
secuenciación. Los subclones plasmídicos de estos fragmentos 
han sido secuenciados siguiendo las adaptaciones del método de 
SANGER para la secuenciación de DNA dúplex.

Nuestro trabajo se ha iniciado, en un principio, en los 
fragmentos que han dado las señales más fuertes: el fragmento 
de 1.8 kb del clon lambda DsC3 y el de 1.0 kb del lambda DsA1. 
Los correspondientes subclones plasmídicos son,
respectivamente, pDsC.07 y pDsA.14. El clon pDsC.07 ha sido 

secuenciado en su práctica totalidad y el pDsA.14 lo 
suficiente para comprobar su solapamiento con la secuencia 
determinada en el clon anterior.

La estrategia de secuenciación que hemos seguido está 
descrita en la parte inferior de la figura 8. Hemos combinado 
los resultados de los primeros experimentos de secuenciación, 
llevados a cabo sobre clones del vector M13, con la secuencia 
obtenida a partir de clones plasmídicos.

La secuencia de los extremos del inserto del clon pDsC.07 
se ha obtenido utilizando el primer universal directo y el 
primer reverso. Además, hemos obtenido un total de 5 puntos de 
acceso a la secuencia valiéndonos de un sitio de restricción 
HindIII, dos sitios PstI y un sitio Smal. Las secuencias 

obtenidas a partir de estos sitios de restricción están 
representadas con una flecha que, en su origen, tiene una 
linea vertical. Estos sitios de restricción vienen señalados, 

en la figura 8, sobre el esquema de D .subobscura.
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Para obtener la secuencia a partir de estos sitios de
restricción buscamos, en primer lugar, sitios de restricción
que se encontrasen a la vez en el inserto y en el polilinker 
del vector plasmídico utilizado (pUC18). A continuación, 
efectuamos una digestión del plásmido con el enzima de 

restricción correspondiente y, tras verificar la digestión
completa, el enzima fué inactivado. Posteriormente, efectuamos 
una religación del producto de cada digestión, consiguiendo
asi una reordenación y/o una delección parcial del inserto. 
Tras la transformación de una cepa apropiada de E.coli con 
cada una de estas ligaciones, obtuvimos tres "librerías", una 
por cada uno de los enzimas Smal, HindIII y PstI. Decidimos 
preparar DNA de 5 clones de cada librería y llevar a cabo las 
reacciones de secuenciación. El resultado fué la obtención de 
5 puntos de entrada diferentes, a partir del total de 15 
clones secuenciados.

Las secuencias obtenidas a partir de clones del vector M13 
(ver apartado 2.1) se representan por una flecha sin ninguna 
marca en su origen.

Con el fin de completar la secuencia del clon pDsC.07, y 
aprovechando la información obtenida a partir de nuestras 
secuencias, hemos diseñado dos oligonucleótidos, que nos han 
servido para completar la mayor parte de la secuencia del 
plásmido pDsC.07. Las secuencias obtenidas con estos oligos 
vienen representadas con sendas flechas en cuyo origen hay 
dibujada una estrella de ocho puntas (fig. 8).

La secuencia determinada con el oligonucleótido No. 2
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(apartado 15 de MATERIALES Y METODOS) ha sido necesaria para
completar la elaboración de una secuencia continua (contig) 
con el ordenador. Aunque en la estrategia de secuenciación 
presentada en la figura 8 no parece necesario el uso del 

oligo, su uso se justifica por el hecho de que 1.a región donde 
todas las demás secuencias se solapan es una región con un 
gran número de repeticiones del codón CAG. Por este motivo, el 
solapamiento entre secuencias que encuentra el ordenador no 
tiene validez para considerar que es posible generar un contig 
a ese nivel.

El clon pDsC.07 se extiende a lo largo de un segmento de 
DNA situado entre los dos sitios EcoRI de la figura 8. 
Corresponde a un fragmento EcoRI (1.8 kb) del genoma de 
D .subobscura, que habíamos detectado en un Southern con DNA 
total (apartado 1). No es este el caso del clon pDsA.14: se 
trata de un fragmento EcoRI (1.0 kb) que está situado en un 
extremo del clon lambda DsA1 (ver fig. 7). Por este motivo, 
sólo uno de los sitios EcoRI del fragmento clonado corresponde 
realmente a un sitio EcoRI del genoma de D .subobscura; el otro 
sitio EcoRI procede del polilinker del v.ector lambda EMBL 4. 
El extremo izquierdo del inserto del clon pDsA.14 corresponde, 
entonces, a un sitio de restricción para el enzima Mbol
(perteneciente al genoma de D .subobscura) situado en la
posición 298 (exón 5) de nuestra secuencia (fig. 10). Este
punto está marcado en la estrategia de secuenciación con una 
estrella de cinco puntas (fig. 8). El extremo derecho del clon 
pDsA.14 es el mismo sitio EcoRI del estremo derecho de
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pDsC.07.

El hecho de que uno de los sitios EcoRI del inserto del 
clon pDsA.14 sea artificial explica el hecho de que este mismo 
fragmento, cuando se observa en la figura 6B del Southern de 
lambda, aún dando una señal de hibridación muy fuerte, no sea 
observable en el Southern genómico (fig. 6A).

Hemos determinado la secuencia de los extremos de dicho 
clon (utilizando los primers directo y reverso). La secuencia 
obtenida es suficiente para demostrar que el fragmento EcoRI 
que contiene es, en efecto, parte del fragmento EcoRI del clon 

pDsC.07.
Por último, hemos determinado la secuencia de los extremos 

del otro fragmento EcoRI del clon lambda DsA1 que también dió 
señal positiva al hibridar con la sonda de cDNA de 
D .melanogaster. Se trata del fragmento de 2.2 kb, cuyo subclón 
plasmidico es pDsA.02. En la última parte del trabajo 
demostramos que se trata del exón 8 del gen, que contiene la 
secuencia homeobox y la mayor parte del segmento final no 
traducido de los transcritos (tráiler). Dado que no hemos 
secuenciado la totalidad de este fragmento, la secuencia 
protéica que presentaremos más adelante no incluye la 
correspondiente a los 70-80 aminoácidos del extremo 
carboxiterminal de la proteína Antp de D .subobscura.
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5.2. Asignación de intrones y exones: descripción de la
ORF

Siguiendo la estrategia que hemos descrito, obtuvimos la 
secuencia completa del fragmento EcoRI de 1.8 kb (pDsC.07), 
que incluye los exones 4-5-6-7, los intrones 5 y 6, así como 
unos 100 pb del intrón 4. El alineamiento por ordenador de 
nuestra secuencia con la de D.melanogaster, ha permitido 
determinar los límites entre los intrones y los exones del gen 
Antp en nuestra especie. Esto nos ha permitido deducir la 
pauta de lectura y efectuar la traducción conceptual.

El primer análisis que hemos llevado a cabo ha sido una 
comparación con la secuencia de Drosophila melanogaster 
mediante una matriz de puntos, calculada con uno de los
programas ofrecidos por DNASTAR. En la figura 9 presentamos el 
resultado obtenido aplicando las opciones de partida del 
programa. Se observa una diagonal, que representa una
homología buena, lo que ofrece la posibilidad de efectuar el 
alineamiento de ambas secuencias. La diagonal está
interrumpida por secuencias que no demuestran homología. En la 
sección 5.4 discutiremos ampliamente el resultado obtenido con 
este análisis. En esta sección sólo nos referiremos a la 

información que esta gráfica ha proporcionado para la 
determinación de las posiciones de los intrones y de los
exones, así como para la posterior aplicación de los programas 
de alineamiento de secuencias.

Como hipótesis de partida, proponemos que las regiones
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conservadas (que forman una diagonal en la matriz de puntos) 
son los exones de la región; las regiones no conservadas son, 
en principio, los intrones. A continuación presentaremos las 
evidencias que hemos utilizado para asignar las posiciones de 
los intrones y exones, así como para determinar cual es la 
región traducida y el producto protéico.

En la figura 10 presentamos la secuencia obtenida, 
alineada frente a la secuencia de D .melanogaster con la ayuda 
de los programas de alineamiento de DNASTAR. La secuencia de 

D.melanogaster, que ha sido extraída de la base de datos EMBL 
Data Library, es un fragmento genómico que contiene los exones 
4-5-Ó-7, así como los intrones que los separan. Sus
referencias son idénticas a las dadas en el artículo original 
que la describe (SCHNEWULY y otros, 1986). Sobre la secuencia 
de D.melanogaster está la secuencia de D.subobscura que hemos 
determinado nosotros. La identidad entre nucleótidos está 
señalada con y los huecos introducidos por el ordenador
durante el alineamiento se representan con ••-». Téngase 
presente que, debido a un vacío de unos 100 pb de nuestra
estrategia de secuenciación, la secuencia que presentamos 
tiene una discontinuidad a nivel del intrón 4 (ver fig* 8). 
Esta discontinuidad, representada por una línea horizontal, 
hace que presentemos dos secuencias: una corta, de 325 pb, que
corresponde al extremo izquierdo de nuestro clon; y otra
larga, de 1414 pb, que incluye la casi totalidad del resto del 

clon.
Las regiones con repeticiones CAG están marcadas con una
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línea de trazo grueso (por ejemplo, posiciones 535 a 582). Los 
sitios de restricción utilizados para la clonación o como 
puntos de partida en la estrategia de secuenciación vienen 
señalados sobre la secuencia. El significado de los demás 
signos se especificará conforme discutamos aspectos concretos 
de las secuencias.

La secuencia protéica que hemos deducido para D.subobscura 
es un dato que se obtiene después de los razonamientos que 
presentamos en los párrafos siguientes. Sin embargo, hemos 
preferido representar la secuencia protéica sobre este dato 
"primario" de alineamiento, con el fin de facilitar el examen 
de las conclusiones que presentamos.

Para determinar cuál es la región traducida, un requisito 
previo es comprobar si la posición de los intrones se ha 
conservado en las dos especies. Los puntos de transición entre 
intrones y exones están señalados en la secuencia (fig. 10) 
con flechas verticales. En la Tabla 4 describimos la secuencia 
de los sitios dadores y aceptores de los intrones de 

D .subobscura, en comparación con los de D.melanogaster. A 
continuación mostraremos las pruebas de que las posiciones de 
los intrones son, en efecto, las que indicamos en la figura 10 
y en la Tabla 4.

Para asignar los limites de los intrones que no 
interrumpen la ORF, el criterio que hemos seguido es la 
coincidencia de dos hechos: (1) que sea una región en la que
el ordenador haya presentado alineamiento entre las dos 
secuencias; (2) que esta región coincida con el limite
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intrón/exón de D.melanogaster, aunque este punto no coincida 
con las secuencias consenso.

Para asignar los limites de los intrones que interrumpen 
la ORP hemos hecho uso de una evidencia adicional: la gran
homología entre estas dos especies, a nivel de los exones 
traducidos. Los límites que presentamos son verosímiles, según 
las evidencias que presentamos a continuación (fig. 10). Por 
un lado, la homología entre nuestra secuencia y la de 
D .melanogaster es muy desigual: hay segmentos que comparten un 
grado muy alto de similitud, interrumpidos por segmentos sin 
similaridad aparente, tal como se observa en el alineamiento 
de secuencias de la figura 10 y en la matriz de puntos de la 
figura 9 (en la matriz se observan interrupciones en la 
diagonal de homología). Los puntos de transición entre las 
regiones similares y las no similares coinciden perfectamente 
con los límites intrón/exón descritos en D .melanogaster. De 
ahí nuestra interpretación de que los segmentos conservados 
son los exones y de que los segmentos no conservados son los 
intrones.

En la Tabla 4 presentamos una lista con todos los sitios 

dadores y aceptores que hemos deducido. Las discrepancias de 
nuestros sitios dadores y aceptores con las secuencias 
consenso son discrepancias en común con D.melanogaster.

Los tres intrones que siguen a los tres exones traducidos 
(exones 5, 6 y 7) contienen codones de parada en fase con la 

pauta de lectura que proponemos, como es habitual en los 
intrones (WATSON y otros, 1987). Así, el intrón 5 tiene un
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codón TAA en la posición 874 y un codón TAG en la posición 
880; el intrón 6 contiene un codón TAA en posición 1104; el 
intrón 7 tiene un codón TGA en la posición 1405. Con esto 
concluimos que los intrones se sitúan en posiciones homólogas 
en las dos especies.

Una evidencia más de que la secuencia que presentamos como 
la ORF de D.subobscura es la correcta radica en que las 
regiones de homología presentan un esquema general de 
conservación que puede describirse como ++-/++-/++-. Dicho de 
otra forma, las diferencias nucleot1dicas tienden a aparecer 
cada tres pares de bases, dentro de las regiones que 
presentamos como pertenecientes a la ORF. Esto sugiere muy 
fuertemente que se trata de sustituciones sinónimas en tercera 
posición de los codones, que no afectan al producto protéico 
codi ficado.

Las pruebas que hemos presentado hasta ahora permiten
deducir cuál es la pauta de lectura en D .subobscura. El último

\

dato necesario para determinar la ORF es conocer el sitio de 
inicio de la síntesis protéica. En principio, la coincidencia 
entre, por un lado, el punto donde comienza la homología 
significativa en el exón 5 y, por otro lado, el sitio de 
inicio de la síntesis protéica en D.melanogaster hace pensar 
que en D.subobscura la síntesis de la proteina se produce en 
la región homóloga (posición 193 del exón 5). Sin embargo, no 
puede descartarse a priori que el sitio de inicio de la 
traducción se encuentre en un punto desplazado en dirección 5' 
(dando lugar a una proteína Antp con una "extensión" de su
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extremo aminoterminal). Esta posibilidad, la descartamos por 
el hecho de que no hay ningún codón ATG ni en el exón 5 ni en 
el exón 4.

El sitio que proponemos como el de inicio de la traducción 
para D .subobscura (CCGCAATG) se ajusta bien a la secuencia 
consenso para los codones de iniciación eucarióticos (KOZAK, 
citado en SCHNEUWLY y otros, 1986): C C (A/G)CCATG. El sitio de 
inicio de la traducción de D .melanogaster (CCACGATG) difiere 
en la misma medida en que lo hace el de nuestra especie. En 

ambas especies, sólo el nucleótido que precede al codón ATG 
está fuera del consenso.

Con este razonamiento, hemos representado la traducción 
conceptual de la ORF de D.subobscura sobre la secuencia 
nucleotldica de la figura 10. En aquellas posiciones en las 
que hay diferencias entre las dos especies, hemos escrito la 
secuencia protéica de D.melanogaster. Todas aquellas 
posiciones donde sólo señalamos la secuencia protéica de
D.subobscura corresponden a lugares donde no ha habido
sustituciones de aminoácidos.

Concluimos que la ORF de D.subobscura se compone de los 

siguientes segmentos:

Exón 5 (parte traducida): Posiciones 193 a 855.

Exón 6 (completo): Posiciones 1002 a 1040.
Exón 7 (completo): Posiciones 1168 a 1387/1399 (en función del
sitio dador que se utilice).
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A esta ORF (de 934 pb; 311.3 aminoácidos) hay que añadir 
el exón 8, que contiene la secuencia homeobox, cuyos límites 
desconocemos por no haber secuenciado este exón. No obstante, 
en otros estudios de comparación interespecífica de genes del 
desarrollo se ha observado una extrema conservación a nivel 
del dominio homeótico. Por este motivo, asumimos que la región 
traducida del exón 8 (que contiene el dominio homeótico) de 
D.subobscura debe tener una longitud muy similar a la de 
D.melanogaster (248 pb; 82.6 aminoácidos).

5.3. Secuencia del producto protéico: dominios constantes 
y dominios variables

La secuencia de la proteina Antennapedia de D.subobscura 
(sin incluir los aminoácidos codificados en el exón 8) está 
representada en la figura 11. Dicha secuencia la hemos
obtenido por traducción conceptual de la ORF. El peso 
molecular de este producto protéico es de 34.450 Dalton, en 
comparación con los 32.660 Dalton del producto de
D .melanogaster (en ambos casos, excluyendo el dominio 
carboxiterminal, estimado en 10.140 Dalton). Se trata de una 
proteina predominantemente hidrofílica, con una carga neta 
negativa (-2.8) a pH 7.0 y un punto isoeléctrico de 6.6.

En esta figura hemos señalado los aminoácidos cargados 
(cuadros negros sobre los aminoácidos ácidos y cuadros blancos 
sobre los básicos), así como los residuos de cisteína
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(incluidos en un recuadro). Las regiones ricas en glutamina, 
que corresponden a repeticiones del codón CAG, están 
subrayadas (estas regiones repetidas también se indican en la 
secuencia de la fig- 10). Puede observarse el elevado 
contenido en este aminoácido (23%), todavía superior al de la 
proteina Antp de D.melanogaster (22%). Las tres regiones 
codificadas por diferentes exones están separadas por flechas 
verticales: los aminoácidos de las posiciones 1 a 221

corresponden al exón 5; las posiciones 222 a 234 corresponden 
al exón 6; y las posiciones 235 a 307/311 del exón 7.

Ninguno de los aminoácidos cargados ha sido sustituido a 
lo largo de la evolución; tampoco han variado las posiciones 
del aminoácido cisteína. Muy diferente es la situación de las 
regiones con repeticiones del aminoácido glutamina, donde más 
adelante demostraremos que ha habido una gran variación.

El alineamiento por ordenador entre las dos secuencias 
protéicas (fig. 12) revela que la distribución de la variación 
dista mucho de ser homogénea. Al contrario, observamos 
regiones que prácticamente no han variado durante la 
evolución, frente a otras que han divergido en gran medida. 
Esto se observa mejor en una representación gráfica (fig. 13, 
parte inferior), que fué utilizada por primera vez por KASSIS 
y otros (1986). Esta gráfica representa la proteina Antp de 

D.melanogaster con un rectángulo.
La variación encontrada en nuestra especie se representa 

en la figura 13 de la siguiente forma: las inserciones de uno 
o dos codones se representan con flechas negras pequeñas y
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grandes, respectivamente; las inserciones de más de dos 
codones se representan con un triángulo cuya base es 
proporcional al tamaño de la inserción; la única "delección" 
se representa con una flecha invertida. Nos referimos -a 
inserciones y delecciones como una forma .arbitraria de 
describir las diferencias en el número de aminoácidos en 

posiciones concretas. Hablamos de inserción cuando 
D.subobscura posee más aminoácidos que D.melanogaster; al 
hecho inverso le denominamos delección. Ninguno de estos 
términos se refiere, necesariamente, a inserciones o 
delecciones como procesos evolutivos.

Por último, la posición de los aminoácidos que han sufrido 
una sustitución no conservativa se representa con una linea 
vertical negra.

Debajo de esta representación (fig. 13) hemos marcado las 
regiones ricas en el aminoácido glutamina (repeticiones CAG) 
con recuadros vacíos. Los recuadros negros señalan las 
posiciones de dos péptidos conservados, que son comunes a 
otros genes homeóticos (estos dos péptidos están enmarcados en 
un recuadro en la figura 12). Uno de ellos es el péptido 

Tyr-Pro-Trp-Met, situado justo antes de los sitios dadores del 
exón 7. Este péptido no sólo es idéntico en el gen Antp de las 
dos especies, sino que también presenta la particularidad de 
que se encuentra en los genes Ultrabithorax, Deformed, 
abdominal-A (WILDE y AKAM, 1987; REGULSKI y otros, 1987). 
También hemos encontrado este péptido en el gen labial, aunque 
difiere en un aminoácido (Tyr-Lys-Trp-Met) (DIEDERICH y otros,

-93-



1989).

El otro péptido conservado tiene la secuencia 
Met-X-Ser-Tyr-Phe, y se sitúa cerca del extremo aminoterminal 
de la proteina Antp (X=Thr). El gen übx contiene esta misma 
secuencia (siendo X=Asn) justo en sus 5 aminoácidos del 
extremo aminoterminal.

En una comparación del gen übx entre tres especies de 
Drosophila y Musca domestica, se ha observado que ambos 

péptidos son idénticos en las cuatro especies. Además, ciertos 
genes con homeobox en el ratón contienen estas dos secuencias 
(WILDE y AKAM, 1987).

Comparando, por una parte, cómo se distribuye la variación 
de la proteina y, por otra parte, la localización de los 
segmentos repetidos se pone de manifiesto que la mayor parte 
de la variación del producto protéico de D.subobscura se ha 
producido dentro de la región de poliglutamina (repeticiones 
CAG). Esto podría estar de acuerdo con la idea de que la 
función de esta región rica en glutamina es tal vez sólo la de 
unir los dominios realmente funcionales.

La presencia de repeticiones de un aminoácido es una 
característica común en muchos genes que contienen el dominio 
homeótico, lo que sugiere que dichas repeticiones poseen una 
función común. Asi, se ha propuesto que podrían actuar en 
forma de bisagra, uniendo otros dominios de la proteína 

(BEACHY y otros, 1985; LAUGHON y otros, 1985).
Los exones 5 y 7 son de mayor tamaño en nuestra especie 

que en D.melanogaster debido a la acumulación de 7 inserciones

-94-



de codones en D .subobscura (figuras 10 y 12). El exón 5 ha 
acumulado dos inserciones de 1 codón, una inserción de 2 
codones, una de 5 codones, y una de 6. El exón 7 ha acumulado 
dos inserciones de 1 codón. La única "delección" es un codón 
del exón 5 de D .melanogaster que no aparece en la secuencia de 
D .subobscura. El resultado de estos cambios es la presencia de 
16 aminoácidos más en la proteína Antp de D .subobscura, en 
comparación con D .melanogaster.

El total de sustituciones de aminoácidos detectadas en la 
proteina Antennapedia es de 14. De estas sustituciones, sólo 3 
han sido de tipo conservativo (cambio de Ser a Thr, o 
viceversa). Hemos considerado como cambio conservativo 
cualquier variación de un aminoácido en otro dentro de los 
siguientes grupos: CSer-ThrD; CGlu-AspD; CLys-Argl; CTyr-PheD;
CAsn-GlnD; y CLeu-Val-Ile-Alal. Sin embargo, como hemos dicho, 
sólo tres sustituciones de aminoácidos son de este tipo. Las 
otras 11 sustituciones son de las consideradas como no 
conservativas.

Las sustituciones de aminoácidos se han producido en los 
dos exones de mayor tamaño. En el exón 5 se han producido 10 
sustituciones no conservativas y 2 sustituciones consrvativas 
(Ser-Thr); en el exón 7 se ha producido 1 sustitución 
consevativa de aminoácidos y 1 no conservativa (figuras 10, 12
y 13). El porcentaje de conservación calculado para la 
secuencia protéica de cada uno de los exones viene presentado 
en la Tabla 5.

Ninguna de estas sustituciones no conservativas ha
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afectado a los aminoácidos ácidos ni a los básicos, ni tampoco 
a los residuos de cisteina. Las sustituciones que observamos 
vienen señaladas en la representación de KASSIS (figura 13, 
parte inferior) en forma de líneas verticales. Sobre esta 
representación, hemos situado el perfil de hidropatía de HOPP 
y WOODS de las proteínas Antp de las dos especies. Dicho 
perfil predice los dominios hidrofóbicos e hidrofílicos de una 
proteína en función de los valores de hidropatía de sus 

aminoácidos. Los dominios hidrofílicos aparecen en la mitad 
superior de la escala; y los dominios hidrofóbicos en la mitad 
inferior. En esta figura puede verse que el producto de Antp 
es una proteina predominantemente hidrofllica, cuya
organización se ha mantenido, a pesar de las divergencias.

Hemos representado el eje horizontal del perfil de 
hidropatía a la misma escala que la representación de KASSIS,
de tal forma que la variación de la proteina Antp puede
localizarse sobre el perfil de hidropatía de D .melanogaster. 
Todas las inserciones (así como la única delección) se han 
producido en dominios hidrofílicos de la proteína; las 
sustituciones no conservativas de aminoácidos han tenido lugar 
tanto en los hidrofóbicos como en los hidrofílicos, con una 

cierta tendencia a estos últimos (4 a ó).
Como ya hemos mencionado, el alineamiento de las

secuencias de DNA denota que la mayoría de las sustituciones 
nucleotidicas producidas dentro de la ORF se han producido en 
lugares silenciosos de los codones, sin afectar a la secuencia 
protéica. Las sustituciones nucleotidicas que han producido el
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cambio de un codón a otro que especifique un aminoácido 
diferente son sólo una pequeña fracción.

La comparación de las frecuencias de uso de codones (Tabla 
6) para el gen Antp de las dos especies analizadas denota una 
sutil (aunque distinguible) tendencia en Drosophila subobscura 
al uso de codones sinónimos que presenten un menor contenido 
en Guanina y Citosina (en comparación con D .melanogaster). 
Esta tendencia la observamos para los aminoácidos: Ala, Asn,

Asp, Cys, Gln, Glu, His, Leu, Pro, Ser, y Thr; el fenómeno 
inverso (preferencia de codones en D.subobscura que impliquen 
un mayor contenido en Guanina y Citosina) sólo se observa para 
los aminoácidos : Gly, Phe, y Val. En total, hay un cambio 
neto de 12 G 6 C por A ó T, lo que da lugar a una ligera 
diferencia en el porcentaje de A+T (39.7%), en comparación con 
D.melanogaster, donde es del 38.3%

No es suficiente con la comparación de estas frecuencias 
de uso de codones en un sólo gen para concluir que hay 
realmente una tendencia en D.subobscura a utilizar codones que 
impliquen un menor contenido en G y C. Sin embargo, hemos 
comparado las frecuencias de uso de codones en otro gen de 
esta especie: el gen rp49 (AGUADE, 1988) y hemos encontrado la 
misma tendencia. En este caso, sólo los aminoácidos Gly y Ala 

se "resisten" a la tendencia general, que implica, en este 
gen, una sustitución neta de 14 G 6 C por A 6 T.

5.4. Segmentos conservados en el lider y en el tráiler del
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transcrito

El alineamiento de las secuencias denota, además de la 
conservación de los exones traducidos, un nivel de 
conservación muy elevado en el exón 4, que forma parte del 

lider no traducido. Al observar las secuencias conservadas en 
esta región, se encuentra qué contienen repeticiones que se 
pueden agrupar en tres secuencias consenso: TAGAGGAA, TACTTAAG 
y TCAAA. Estas repeticiones están marcadas con asteriscos en 

la secuencia de la figura 10; en la Tabla 8 presentamos estas 
repeticiones, agrupadas por tipos para cada especie. En esta 
tabla, cada repetición de D .melanogaster tiene su homólogo en 
D.subobscura a la derecha. Los nucleótidos que difieren de la 
secuencia consenso están representados en letra minúscula.

Además de las repeticiones, las secuencias conservadas del 
exón 4 contienen el palindrome imperfecto TTTTGGCCAAGA. El 
significado de estas secuencias conservadas es oscuro. A 
juzgar por las predicciones de la estructura secundaria del 
transcrito Antp de D.melanogaster (datos no presentados), 
estas secuencias no parecen participar, en la formación de 

segmentos de estructura secundaria en el mRNA.
A pesar de no poder determinar cuál es la función de estas 

secuencias conservadas, es evidente que no se han conservado 
por puro azar. Las secuencias afuncionales (intrones) 
presentan una conservación mucho menor que este exón 4 (ver 
Tabla 7). Este exón presenta un nivel de conservación casi tan 
elevado como el de los exones traducidos.
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Además de la conservación del exón 4, el líder de 
D.subobcura presenta una característica muy peculiar, aunque 
esta vez no está conservada entre las dos especies: al
comparar las secuencias nucleotidicas de las dos especies 
mediante una matriz de puntos (fig. 9) se demuestra que hay 
una región del líder de D.subobscura que comparte una elevada 
homología con una parte del producto protéico. Esta matriz de 
puntos muestra una gran nube de puntos en el centro de la 
diagonal de homología (posiciones 530 a 700 del eje de 
D.subobscura frente a las posiciones 900-1050 de

D.melanogaster). Dicha nube se produce por la acumulación de 
una gran cantidad de codones CAG y CAA en esos segmentos de 
las dos secuencias. La otra gran mancha que se observa en la
matriz de puntos, fuera de la diagonal, corresponde a las
posiciones 110-154 de nuestra secuencia, que presenta una gran 
similitud con la misma secuencia de D.melanogaster (posiciones 
900-1050). El exámen de esta región no traducida del exón 5 
evidencia que hay 10 repeticiones del codón CAG, todas ellas 
en la misma fase, en una región del líder (45 pb) muy cercana 
al sitio esperado de inicio de síntesis de la proteina (fig. 
10, exón 5).

En principio, descartamos la posibilidad de que el inicio 
de la síntesis protéica se produzca, en D.subobscura en un
lugar desplazado en dirección 5'. Para afirmar esto, nos 
basamos en dos hechos: (1) que la pauta de lectura de estas
repeticiones CAG no está en fase con la común con 
melanogaster; y (2) que hay evidencias muy fuertes de que la
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ORF que presentamos en la sección 5.2 es la correcta.
Por otra parte, un análisis preliminar de la región no 

traducida del exón 8 (tráiler) demuestra la presencia de 
segmentos estraordinariamente conservados entre la posición de 
las dos señales de poliadenilación. Estos segmentos 
conservados están embebidos en secuencias que han divergido 
totalmente y que no tienen ninguna homología aparente entre 
las dos especies. En la figura 14 presentamos la secuencia del 
extremo derecho del fragmento EcoRI que contiene el exón 8 
(ver fig* 7). Esta secuencia, alineada frente a D .melanogster 
muestra una homología muy elevada en varios segmentos situados 
entre los dos sitios de poliadenilación. El segmento de mayor 
similitud presenta 46 nucleótidos idénticos, en una secuencia 
de 48 p b .

En la bibliografía, sólo encontramos un precedente de 
conservación en la región 3' no traducida: se trata del
tráiler del gen hunchback (hb), que presenta regiones de 
conservación entre dos especies de Drosophila, inmersas en un 
fondo no conservado (TREIER y otros, 1989). El caso normal es 
la ausencia de conservación: en las comparaciones
interespeclficas de los genes engrailed, Adh y rp49 no se 

describe ningún tipo de conservación en la región 3' del gen. 
Estos tres genes tienen en común el hecho de que sus
secuencias tráiler son cortas (hasta unos 150 p b ) . El gen
Antp, sin embargo, comparte con hunchback: la característica de 
poseer un tráiler anormalmente largo. El de hb tiene una
longitud de 660 nucleótidos y el de Antp es de 600 o 2000
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nucleótidos (dependiendo de cual de los dos sitios de 
poliadenilación alternativos se utilice; ver figura 5). Esto 
sugiere que estas secuencias tráiler largas contienen una 
serie de señales que afectan a la función del gen, ya sea a 
través de la estabilidad del transcrito, o bien por su 

localización intracelular.
Cualquier conservación observable dentro de las regiones 

no traducidas (bien sea en 5' o en 3*) puede considerarse, en 
principio, significativa, si se tiene en cuenta el bajo nivel 

general de conservación que se observa en dichas regiones.

5.5. ¿Conservación en los intrones?

En los intrones que hemos secuenciado no aparece ninguna 
secuencia conservada. El único segmento que tiene una ligera 
similitud es el final del intrón 5 (posiciones 960 a 985 de 
D.subobscura). No atribuimos, sin embargo, ninguna función a 
esta corta región conservada: estimamos que su posible

conservación se debe únicamente al azar.
El gen Antp de D.melanogaster comprende una región de 100 

kb de DNA, donde sólo unas 2 kb corresponden a exones. Las 98 
kb restantes son secuencias intrónicas, donde destacan por su 
tamaño los intrones 1, 2, 3 y 7 (SCHNEWULY y otros, 1986;
LAUGHON y otros, 1986). El intrón 7 es el que precede al exón 
del extremo 3*. Este intrón 7 tiene un tamaño de 10-11 kb en 

D .melanogaster. Nuestros datos muestran que su tamaño en

-101 -



D.subobscura es el mismo, por lo que se puede interpretar que 
al menos el tamaño del intrón es importante para la función 
del gen.

Queda por determinar si los otros intrones del gen, de 
longitud todavía mayor en D.melanogaster han conservado su 
tamaño en D .subobscura. Analizar este aspecto sobre la 
estructura de la unidad dé transcripción en las dos especies 
es uno de los objetivos de nuestro trabajo en curso. Con los 

datos que ya tenemos, podemos adelantar que el intrón 3 tiene 
una longitud superior a 15-16 kb, por lo que su tamaño podría 
ser similar al de D .melanogaster (apartado 4 de este 
capitulo).

También especulamos sobre la posibilidad de que alguno de 
los intrones gigantes contenga alguna información. Nos 
referimos a la posibilidad de que haya alguna unidad de 
transcripción totalmente embebida en alguno de los intrones. 
Esta posibilidad no seria un caso excepcional ya que hay, al 
menos, dos casos conocidos de este fenómeno (HENIKOFF y otros, 
1986; CHEN y otros, 1987). Por otra parte esto no serla de 
extrañar si consideramos que los intrones del gen Antennapedia 
de D.melanogaster representan una fracción nada despreciable 
del total del genoma no repetitivo: el 0.1%.

La organización general de la región que hemos clonado es, 
a grandes rasgos, similar a la de la misma región en 
Drosophila melanogaster. El mayor de los intrones que hemos 
clonado totalmente es el intrón 7, que separa el exón 3 1 
terminal del resto de los exones que codifican el producto
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protéico, tiene el mismo tamaño que en D .melanogaster, 10-11
kb. El tamaño del intrón ó es también comparable a la especie 
mencionado, mientras que el intrón 5 es considerablemente 
menor, 145 pb O.subobscura frente a los 378 pb en 
D .melanogaster (fig. 8, parte superior). A pesar de no haber 
secuenciado el intrón 4, sabemos que su tamaño es igual al de 
D .me1anogaster.

6. ASPECTOS CONSERVADOS Y CARACTERISTICAS DIFERENCIALES EN LA 
ESTRUCTURA DEL GEN

En la figura 8 representamos un esquema de la organización 
del gen en el principal segmento que hemos secuenciado, en 
comparación con el segmento homólogo de D .melanogaster. Con 
una linea representamos el DNA y con recuadros sobre la línea 
la localización de los exones. Las secuencias que corresponden 
a exones (o parte de un exón) no traducidos son de color 
blanco; en negro representamos las secuencias incluidas en la 
ORF. Sobre la secuencia de D.subobscura hemos representado los 
sitios de restricción utilizados para la subclonación de 
fragmentos durante la estrategia de secuenciación. El codón de 
inciciación lo hemos marcado con AUG y la posición de las 
regiones conservadas del exón 4 están marcadas con puntas de 
flecha. Los dos sitios dadores alternativos para el splicing 
del exón 7 están marcados con dos flechas, al final de dicho
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exón.

Las diferencias nucleotídicas entre el segmento de 
D.subobscura que hemos secuenciado y su homólogo en 
D . melanogaster se reflejan en un 64% de conservación general. 
Esta cifra, sin embargo, enmascara las grandes diferencias de 
conservación entre distinas regiones de la unidad de 
transcripción. En la Tabla 7 presentamos los porcentajes de 
conservación de cada región, donde puede verse la gran 
diferencia de conservación entre intrones y exones. Dentro de 
los exones, los que codifican para el producto protéico 
presentan el mayor nivel de conservación. El nivel de 
conservación de la ORF es del 8796 a nivel de DNAj a nivel de 
la proteina la conservación es del 95%, superior a la 
conservación de DNA debido a que en esta región muchas de las 
sustituciones nucleotidicas se han producido en posiciones 
silenciosas de los codones.

Solamente una fracción de las posiciones nucleotidicas de 
los genes estructurales pueden cambiar sin alterar la 
secuencia de aminoácidos del producto protéico: son las
posiciones silenciosas. Al comparar la conservación de nuestra 
secuencia con D.melanogaster a nivel de DNA (en la ORF) y a 
nivel de proteina, puede verse que una gran mayoría de las 
sustituciones nucleotidicas se han producido en lugares 
silenciosos, lo que indica que existe una fuerte presión de 
selección que elimina las sustituciones deletéreas (que 
producen cambios no permisibles en la secuencia de 

aminoácidos).
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Hay muy pocos datos sobre genes secuenciados en especies 
de Drosophila del grupo obscura (al que pertenecen
D.subobscura y D.pseudoobscura) . Se ha estimado que el grupo 
obscura y el grupo melanogaster han divergido durante el 
Eoceno Medio (hace unos 45 millones de años). Es esperable, en 
principio, que los niveles de conservación entre distintos 
genes de los dos grupos sean comparables (asumiendo una misma 
tasa de variación entre distintas regiones del genoma). En un 
estudio en el que se determinó la secuencia de la región
aminoterminal de la proteina Ultrabithorax en varias especies 
(UILDE y AKAM, 1987), la secuencia proteica de
D.pseudoobscura, muestra un 90% de conservación (calculado de 
la misma forma que en la Tabla 5).

Un porcentaje de conservación similar al que observamos ha 
sido también demostrado por AGUADE (1988) para el producto 
protéico del gen rp49 de D.subobscura, que codifica para una 
proteina ribosómica.

Estos números, sin embargo, no reflejan las variaciones de 
los niveles de conservación en las distintas partes de la
proteina Antp. Como hemos puesto de manifiesto en los 
apartados anteriores, hay regiones que son completamente 
idénticas en las dos especies, frente a regiones que han 
divergido en gran medida. Dicho de otra manera, las 
sustituciones de aminoácidos se distribuyen de forma muy 
diferente a lo largo de la proteína, lo que parece indicar que 
ciertas partes de la proteína Antp sufren una presión de 
selección superior a otros dominios. Asi, en las figuras 12 y
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13 se aprecia que los primeros 104 aminoácidos del producto 
Antp de D.melanogaster se han conservado casi totalmente en 
D.subobscura, con sólo tres diferencias de aminoácidos (dos 
sustituciones y una inserción). En estas figuras también puede 
encontrarse una región extremadamente variable (aminoácidos 
105 a 155 de D .melanogaster), que coincide con la región con 
gran contenido en glutamina. Los siguientes 77 aminoácidos 
(posiciones 156 a 232), que incluyen un exón ó idéntico en las 
dos especies sólo han variado en una posición (168), siendo 
sinónimas las dos sustituciones producidas (Ser-Thr). Por 
último, una región (32 aminoácidos) que ha acumulado tres 
cambios significativos, viene seguida de los 35 aminoácidos 
del extremo carboxiterminal, previo al dominio homeótico. Esta 
región ha permanecido invariable en la evolución.

Encontramos que este patrón de variación a lo largo del 
producto protéico del gen Antennapedia tiene una similaridad 
muy llamativa con el esquema de conservación del producto 
protéico del gen Ultrabithorax (WILDE y AKAM, 1987, fig.5 de 
esta referencia). Esto sugiere, a nuestro juicip, que los 
dominios funcionales de ambos genes homeóticos se organizan de 
forma muy similar.

La diferente conservación entre distintos dominios 
protéicos coincide con los resultados de la comparación del 
gen Adh entre distintas especies (SCHAEFFER y AQUADRO, 1987). 
No parece, sin embargo, que pueda generalizarse que hay 

distintas presiones de selección para cada uno de los dominios 
de cualquier proteina. Los resultados de AGUADE (1988) al
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comparar la secuencia del gen rp49 de D .subobscura con la de 
D .melanogaster muestran que las sustituciones de aminoácidos 
se distribuyen al azar entre los dos exones de este gen. 
Pensamos, no obstante, que esta ausencia de restricciones en 
distintas regiones de las proteínas no se da normalmente en 
los genes que controlan el desarollo, muchos de los cuales 
poseen dominios de unión al DNA extrémadamene conservados.

En la comparación del gen engrailed entre D.virilis y 
D .melanogaster (KASSIS y otros, 1986) se ha observado una 
identidad absoluta a nivel de los aminoácidos del exón 3', a 
pesar de la notable variación en otros dominios de la 
proteina. Este exón 3' contiene el dominio homeótico 
(implicado en la unión a secuencias especificas de DNA). De 
forma similar, la comparación del gen hunchback en estas dos 
mismas especies (TREIER y otros, 1989) demuestra también un 
100% de conservación en los dominios de unión al DNA (fingers) 
de la proteina. D.virilis es una especie más distante de 

D.melanogaster que nuestra especie de estudio. Pensamos que si 
los dominio de unión al DNA se han conservado totalmente en 
las dos especies (para los dos genes antes citados), es 
razonable pensar que la situación será similar para los 
dominios de unión al DNA en el gen Antp entre D.subobscura y 

D .me1anogast e r .
Dada la extrema conservación esperable a nivel de los 

dominios de unión al DNA, en el trabajo que aquí presentamos 
no hemos centrado nuestra atención en la secuenciación del 
exón 8 del gen Antp de D .subobscura, que contiene la secuencia
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homeobox.
Vemos la necesidad de remarcar que, en nuestra comparación 

de Antp, todas las variaciones de la región traducida que 
afectan al número de aminoácidos han sido en el sentido de 
incrementar el número de aminoácidos en D .subobscura; sólo 1 

codón de la ORF de D .melanogaster está ausente de la ORF de 
nuestra especie. Esto da lugar a un producto protéico que, en 
D .subobscura, contiene 16 aminoácidos más que en 
D .melanogaster. Será necesario conocer la secuencia de otros 
genes de D.subobscura para determinar si esto es una tendencia 
general en todo el genoma de esta especie. Lo que si parece 
una tendencia es que estas "inserciones" y "delecciones" 
tienden a producirse precisamente en las regiones con 
repeticiones de un aminoácido, no sólo al comparar un gen 
entre varias especies (nuestros datos; WILDE y AKAM, 1987;
KASSIS y otros, 1986; TREIER y otros, 1989), sino que también 
se han encontrado variaciones entre distintas cepas de 
D.melanogaster, al menos para el gen Deformed (REGULSKI y 
otros, 1987: figura 6 de esta referencia). Más adelante nos 
referiremos al posible significado de estas variaciones.

Es de señalar la extremada conservación nucleotídica entre 
las dos especies que se ha producido a nivel de los dos sitios 
dadores alternativos para el procesado del intrón 7 (fig. 10 y 
Tabla 4), a pesar de que el sitio dador D2 difiere del 
consenso en que el intrón comienza en GA, en vez de GT, que es 
la situación normal en la casi totalidad de los intrones 

eucarióticos. Debido a la conservación de los dos sitios
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dadores alternativos, deducimos que D.subobscura es también 
susceptible a un procesado diferencial que, al igual que en 

D .melanogaster, de lugar a pequeñas variaciones en el producto 
protéico de Antp en las inmediaciones del siguiente dominio 
protéico: el dominio homeótico (BERMINGHAM y SCOTT, 1988).

Esto sugiere que, en D .subobscura también se produce un 
procesado diferencial nivel de los dos sitios alternativos 
dadores para el splicing, situados en el exón 7 (ver figs. 10 
y 11). Estos dos sitios se han mantenido totalmente idénticos 
en las dos especies. Deducimos, pues, que las microvariaciones 
resultantes en el producto protéico son del mismo tipo. En 
otro gen homeótico, ültrabithorax, ocurre una situación 
similar: el exón que codifica la mayor parte del producto
protéico posee también dos sitios dadores para el splicing, 
que se utilizan de forma diferencial a lo largo del 
desarro1lo.

En una comparación del gen Ubx de D .melanogaster con otras 
dos especies del mismo género y con Musca domestica (WILDE y 
AKAM, 1987) se ha demostrado que estos dos sitios se han 
conservado en D.funebris y en D .pseudoobscura, aunque no en 
Musca, donde sólo se encuentra el primer sitio dador. En 
cuanto al péptido codificado (9 aminoácidos) entre los dos 
sitios dadores, en las tres especies de Drosophila, éste se ha 
conservado entre D.melanogaster y D .pseudoobscura; en 

D.funebris tres aminoácidos han divergido.
La función de estas variaciones en el producto protéico no 

se conoce, si bien su cercanía al dominio de unión al DNA
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(dominio homeótico) sugiere que, de alguna forma, podría 
modular la especificidad o afinidad de la proteína por el DNA. 
Si esto es asi, las variaciones que se han descrito en Ubx 
entre distintas especies de Drosophila podrían conducir a 
variaciones en la actividad de este gen en estas especies. La 
conservación que nosotros observamos entre D.subobscura y 

D .melanogaster a nivel del péptido alternativo de Antp indica 
que no hay tal posibilidad de variación entre las dos 

especies.
También se ha propuesto que estas variaciones podrían 

afectar a las posibilidades de interacción con otras proteínas 
reguladoras (O'CONNOR y otros, 1988; BERUINGHAPI y SCOTT, 
1988). Lo que sí parece evidente es que estas variaciones se 
producen entre regiones muy conservadas: el dominio homeótico 
y el péptido Tyr-Pro-Trp-Het (ver fig. 12).

Este fenómeno podría ser común a casi todos los genes con 
homeobox. Así, en el gen homeótico labial y en el gen de 
efecto materno bicoid también se han descrito variaciones del 
producto protéico, producidas por la presencia de dos sitios 
aceptores alternativos, también en las cercanías del dominio 
homeótico (NL0DZ1K y otros, 1988; BERLETH y otros, 1988).

La parte no traducida del exón 5 del gen Antennapedia de 
D.subobscura muestra un porcentaje de conservación similar al 
de los intrones; mientras que el exón 4 (no traducido) 
presenta una conservación extraordinaria, comparable a la de 
los exones taducidos. Un examen de las regiones conservadas en 
el exón 4 ha demostrado la presencia de varias secuencias
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consevadas, así como un palíndrome casi perfecto.
El alineamiento de los intrones es prácticamente 

imposible, dada la gran divergencia que se produce; el que 
presentamos en la figura 10 es el que proporciona el 
ordenador, intentando maximizar los aciertos. Sin embargo, 
cualquier variación de los parámetros en la aplicación del 
programa da lugar a cambios en el alineamiento, lo que 
significa a nuestro juicio que los alineamientos de los 
intrones son datos poco consistentes. Esto difiere del 
alineamiento de los exones traducidos, donde el resultado es 

siempre el mismo, independientemente de las opciones que 
utilicemos en la aplicación de los programas de alineamiento. 
A pesar de los cambios de longitud, la posición de los 
intrones dentro de la ORF no ha variado entre las dos 
especies.

7. OTRAS CONSIDERACIONES

A lo largo de estas secciones, hemos descrito una serie de 
clones de lambda (cuatro en total) correspondientes al gen 
Antp de D .subobscura, asi como la determinación de la 
secuencia nucleotidica de los fragmentos de interés. Sin 
embargo, el número de clones que hemos analizado es mayor, 
aunque nos hemos limitado a describir aquellos cuya 

pertenencia a este gen hemos podido demostrar.
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De todos los clones originales del screening de la 
genoteca, sólo hemos llegado a determinar la identidad de 
tres. Hemos discutido ampliamente la inevitabi1idad de 
obtener, junto con los clones de Antp, otros clones que 
compartan con este gen una cierta similitud, bien sea a través 
de la homeobox o bien por medio de repeticiones del codón CAG. 
En efecto, otro de los clones obtenidos, lambda DsJ3, que no 
tenia ninguna región de solapamiento con el resto de los 
clones que hemos descirto, resultó contener un fragmento EcoRI 

que proporcionaba una buena señal de hibridación frente a la 
sonda de cDNA. Al determinar la secuencia de parte de este 
fragmento pudimos comprobar que no contenía, como esperábamos, 
uno de los exones todavía no aislados, sino una ORF de, al 
menos, 309 nucleótidos. La secuencia protéica correspondiente 
contiene, de los 103 aminoácidos codificados 30 glutaminas, 
codificadas mayoritariamente por el codón CAG. Una búsqueda en 
la base de datos EMBL Data Library con esta secuencia 
encuentra homología con genes que contienen segmentos de 
poliglutamina (repeticiones M), tales como engrailed, hairy, 
Deformed, fushi-tarazu y Notch. Sin embargo, esta homología es 
únicamente a nivel de las repeticiones CAG, por lo que no es 
s i gn i f i cati v a .

Consideramos la posibilidad de que el clon lambda DsJ3 
pueda contener un gen todavía no descrito en D .melanogaster, 
ya que ninguna de las homologías que hemos detectado llegan 

más allá de las repeticiones M (CAG).
La mayor parte de las sustituciones en la secuencia
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protéica de Antp se han producido, como hemos demostrado, a 
nivel de las regiones con repeticiones de glutamina. También 
ocurre lo mismo con los sucesos de inserción/delección, lo que 
apoya la idea de que las regiones con codones repetidos son 
propensas a un "desplazamiento de codones", o codon slippage 
(DOVER, 1989). El mecanismo molecular de este proceso se 
desconoce, aunque se sospecha que se produce durante la 
replicación del DNA. Lo que es un hecho es que cualquier gen, 
de los hasta ahora estudiados en varias especies, que contenga 
segmentos de poliaminoácidos presenta una acumulación de la 
variación protéica precisamente en estos segmentos. Es el caso 
de la comparación de los genes Ultrabithorax, engrailed, 
hunchback (WILDE y AKAM, 1987; KASSIS y otros, 1986; TREIER y 
otros, 1989). En el gen Deformed se ha descrito una variación 
entre las cepas Canton-S y Oregon-R. Esta variación se sitúa 
exactamente en las regiones con repeticiones de los codones 
CAG (Gln) y AAC (Asn) (REGULSKI y otros, 1987).

En el estudio comparativo del gen period se ha llegado más 
lejos: se ha demostrado que las variaciones producidas por
desplazamiento de codones en D .pseudoobscura son responsables 
de las diferencias de comportamiento (ritmos circadianos y 
comportamiento durante el cortejo) entre esta especie y 
D.melanogaster (COLOT y otros, 1988). Las variaciones en el 
gen huchback también parecen tener relación con las 
diferencias en el patrón de expresión en D .melanogaster y en 
D.virilis, aunque no se ha demostrado todavía una relación 
causal.
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DOVER (1989) propone que estas variaciones entre especies 
en el número y posición de las repeticiones podrían ser un 
mecanismo de especiación tan eficaz como lo puedan ser las 
sustituciones de aminoácidos. El hecho de que se produzca una 
variación permisiva a este nivel incluso dentro de una misma 
especie (como en el gen Deformed) nos parece significativo. 
Probablemente, el fenómeno del desplazamiento de codones sea 
una característica inherente a todas las regiones repetidas, 
de tal forma que todos los genes que las posean estén sujetos 

a una tasa de variación elevada. Esto contrasta con lo que 
cabría esperar en los genes implicados en el control de 
desarrollo donde, precisamente se ha descrito la casi 
universal presencia de repeticiones (ver el capítulo 
INTRODUCCION). Pensamos que este fenómeno podría constituir 
una base importante de la evolución.

Este tipo de razonamientos podría invalidar la frecuente 
interpretación de que las regiones de la proteína que han 
divergido entre dos especies corresponden a regiones no 
criticas para su actividad (esto ha sido también nuestra 
hipótesis de partida). Hay que tener presente, sin embargo, 
que las regiones con divergencias podrían contener funciones 
características de cada especie (DOVER, 1989). No es posible 
concluir que las regiones con repeticiones de aminoácidos sean 
afuncionales, a pesar de la extrema variación que se ha 
descrito en todas las comparaciones inespecíficas. Si fueran 

afuncionales, se habría descrito algún caso de delección 
completa a nivel de estas regiones, cosa que no ha ocurrido.
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Nuestra interpretación es que las regiones que contienen 
repeticiones, aunque pudieran contener instrucciones distintas 
para cada especie, no son las regiones esenciales para la 
función. Pensamos que las regiones invariables son las 
comprometidas en "qué hacer" (por ejemplo, en los genes 
homeóticos: unirse a ciertas secuencias de DNA; interaccionar 
con otras proteínas reguladoras; etc) y que las regiones 
variables especificarían el "cómo hacerlo" (por ejemplo, 
variaciones más o menos sutiles en los dominios de expresión 
espaciales o temporales).
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Figura 6, (A) Detección de fragientos hoiólogos al gen Antennapedia de O.aelanogaster en el DNA 
genóaico de Drosophila subobscura, La flecha indica el fragnento que produce la sedal de hibridación 
•ás fuerte (al,8 kb), H es la auestra de O.aelanogaster y S es la nuestra de 0.subobscura, anbos 
DNAs están digeridos con EcoRI, Las puntas de flecha seflalan las posiciones del «arcador de pesos 
aoleculares ütiindlll), (B) Análisis de los clones recoabinantes de X aislados de la genoteca, En la 
izquierda se auestran los DNAs digeridos con EcoRI y en la derecha una hibridación, de ese aisio 
gel, con la sonda de cDNA de D.aelanogaster (la aisna que en la figura 4.A), Heaos seda lado con 
puntas de flecha los fragaentos a los que nos referiaos en el texto, A, B y C son los clones XDsAI, 
XDsBl y V0sC3,
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Figura 7, napa de restricción de la región 3' del gen Anip de O,suóoóscura, Esta región incluye 31 kb de DNA genónico que incluye los 
exones á-5-6-7 y 8, La extensión de los clones del fago k que heaos obtenido la henos indicado sobre el napa, Las unidades del napa 
están tedidas en kb; heios considerado cobo punto 100 el centro del fragnento que contiene la secuencia honeobox (exón 8), La polaridad 
que henos seguido para las referencias es la utilizada por SCOTT y otros (1983), y opuesta a la utilizada por SCHNEUWLY y otros (1986). 
Las regiones que hibndan con la sonda de cONA de J,aelanogaster se seflalan con una línea gruesa, debajo de la línea que representa el 
genoraa. Los sitios de restricción analizados son; E, EcoRI; S, Salí; y 6, BanHI,
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Figura 8, Organización de la región del gen Antp que incluye los exones 4-S-6-7, Los recuadros blancos son los exones (o parte de 
exones) no traducidos; los recuadros negros son los exones traducidos, La posición de las secuencias conservadas en el exón 4 se 
luestra con puntas de flecha, Con dos flechas pequeñas henos señalado los dos sitios dadores alternativos para el procesado, los cuales 
se han conservado perfectamente en las dos especies, La estrategia de secuenciación utilizada se indica con las flechas horizontales, 
Las flechas con una línea vertical en su origen son las obtenidas a partir de un sitio de restricción; las flechas con una estrella en 
su origen son las obtenidas con oligonucleótidos sintéticos; las flechas sin ningún sínbolo en su origen son las obtenidas a partir de 
dones en el vector MI3 (el resto de las secuencias se han obtenido a partir de clones plásnídicos), La secuencia obtenida a partir del 
extreio del clon XDsAI es la seflalada con una estrella de cinco puntas (explicación en el texto). Los sitios de restricción son: S, 
Snal; E, EcoRI; H, HindIII; y P, PstI.
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Figura 9, Conparación con Matrices de puntos de nuestras secuencias con la de O.aelanogaster 
(prograia DOTPLOT de ONASTAR). Hay una interrupción de slOO pb en nuestra secuencia (ver fig, 10), 
por lo que heios representado dos gráficas, a la MisMa escala, El punto I del eje de D,subobscura 
(gráfica superior) corresponde al principio de la secuencia que preséntalos en la figura 10, En la 
gráfica inferior, el punto 1 corresponde al principio de la secuencia después de la interrupción, La 
explicación de la gráfica aparece en el texto,

Figura 10 (las cuatro páginas siguientes), Secuencia genóiica de la región de O, subobscura que 
contiene los exones 4-5-6-7, alineada con la región hoióloga de D.nelanogaster, La nuieración de 
D.aelanogaster corresponde a la de SCHNEUWLY y otros (1986), La numeración de O,subobscura empieza 
en el extreno izquierdo del segundo clon, el cual aostranos en la estrategia de secuenciación (fig, 
8), Obsérvese que, debido a un hueco en nuestra estrategia de secuenciación, la secuencia que 
preséntanos está interruipida,
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121 AAAAAAC---------- ACCAAATCAATAGACG------ GTTA---------TTTT 151
• • • • • • • • • • • • • • # • •  • • • •  • • • •• • • • • • • • • • • • • • • • •  * • * • • • • •

80 AAGGAGACGAGATTTTCTACCAAATCGAGAGACGAGGGGCAGGTTAATTTCGTCATTTTT 139

********
152 GGCCAAGACAGCAACAAACAGAGGAACAGAGTGCGGAAAAACAAATCGCGGGAAATCATT 211

• • •  • • • • • • • • • •  • • • • •  • • • • •• • • • • • • « • • • •  • * • • « • • • • • • • •  • • • • •  • • • • •

140 GGCCAAGACAGC-AAAT AGAGG AAC AGCAAAGCG AAAA-------------- TCATT 181

212 TTATACCTCACATCC--ACTACACACGTAACGTCACGTCACGTAACGTAACGATTAAGAG 269
182 TTATACCTCACACAACAACTACACAC------------------- TAAC--TAAGAT 217

******** ****** EIOI 4 T IITROI 4
270 AG ACGCAACTGTACATTGTACTTAAGTGTTCAAAAGGGAAGAGTTATTTAGGTGAG 325

: : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : : :  ¡ : ;:
218 TAGGCTACGCAACTGTACATTGTACTTAAGTGTTCAAAGTA----- TATTTAGGTAAG 269. .

IITROI 4 y EIOI 5 
8 4 ------------------TTCGCAGTCACGTTTCACCACGG---AAGCAGC AG AAAT A 120

• • • •  • • •  • • • • • • #  • • •• • • •  • • •  • • • • • • •  • • •

392 CTAATTTGTGTTTTTCTTATCATCCAGTTTACTTTGTATATAAGAAAAGTAGCTAAAAGC 451

121 G------CAGCA— GCAGCAGCAG-------------- AAGCAGA----------  143
452 ACGCGGACAGGGAGGCAGGAGCACCACAGTCACTAGCCACTAAGCAGAGTCACAGTCACG 511

Ds 1 4 4 ------------------------------------ AGCAGCCGCAGTTGCCGCCGCC 165
Dn 512 ATCACGTTCACTCCAGGATCAGGACTCGGGGCGGGATCAGCAGACGCTGAGGAAGCTGCC 571



HetThrlIetSer ThrAsnAenCysGl uSer Ife t 
Ds 166 AACGCCAACGCCACCGCCGCCTCCGCAATGACGATGAGTACAAATAACTGTGAAAGCATG
Dn 572 ACXJ ATGACG ATG AGT ACAAACAACTGCGAGAGCATG

Smal
ThrSerTyrPheThrAsnSerTyrJtetGlyAlaAspJIetHisHisGlyHisTyrProGly 

Ds 226 ACGTCGTACTTCACCAACTCGTACATGGGCGCCGACATGCACCATGGCCACTACCCGGGC

Dm 608 ACCTCGTACTTCACCAACTCGTACATGGGGGCGGACATGCATCATGGGCACTACCCGGGC

AsnGlyVal'ThrAspLeuAspAlaGlnGlnXetHlsHlsTyrSerGlnAsnProAsnHis 
Ds 286 AACGGCGTCACCGATCTCGATGCCCAGCAGATGCATCACTACAGCCAGAATCCAAATCAC

# • • • •  • • • • • • • •  • •  * • • • • • • • • • • • • • § •  • • • • • • •• • • « •  • • • • • • • •  • •  i • • • • • • • • • • • • • • •  • • • • • • • • • • • • • •  • • • • • • •

Dn 668 AACGGGGTCACCGACCTGGACGCCCAGCAGATGCACCACTACAGCCAGAACGCGAATCAC
Ala

GlnGlyAsnJIetProTyrProArgPheProProTyrAspArgHe tProTyrTyrAsnGIy 
Ds 346 CAGGGCAACATGCCCTACCCGCGCTTCCCGCCCTACGACCGCATGCCCTACTACAACGGC
Dn 728 CAGGGCAACATGCCCTACCCGCGCTTTCCACCCTACGACCGCATGCCCTACTACAACGGC

GlnGlyMetAspGlnGlnGlnGlnGlnfllsGl iiGlyTyrSerArgProAspSerProSer 
Ds 406 CAGGGCATGGACCAGCAGCAGCAGCAGCACCAGGGCTACTCCCGCCCGGACAGTCCCTCC

Dn 788 CAGGGGATGGACCAGCAGCAGCAG CACCAGGTCTACTCCCGCÍXGGACAGCCCCTCC
Val

SerGInValGlyGlyVal JletProGInAlaGlnThrAsnGlyLeuProThrGlyGlyGln 
Ds 466 AGTCAGGTGGGTGGCGTGATGCCACAGGCACAGACCAACGGCCTGCCCACAGGTGGCCAG
Dn 845 AGCCAGGTGGGCGGGGTCATGCCCCAGGCGCAGACCAACGGT--------------- CAG

Leu ValAlaGlnGlnGlnGlnGlnGlnProGlnGlnGlnSerGlnThrProGlnGln
Ds 526 CTG GTGGCCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCCCCAACAGCAGTCACAGACCCCACAGCAG
Dn 890 TTGGGTGTTCCCCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAACAGCCCTCGCAGAACCAGCAGCAA 

Gly Pro Gln Pro AsnGln

_____________________________________PstI___________________
GlnGlnAlaGlnGlnProGlnGlnGlnGlnGlnGlnLeuGlnGlnLeuProGlnValThr 

Ds 583 CAGCAGGCGCAACAGCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCTGCAGCAACTGCCACAAGTGACG
Dn 950 CAGCAGGCGCAGCAGGCCCCACAGCAACTGCAGCAG------ CAGCTGCCGCAGGTGACG

AlaPro Leu

225
607

285
667

345
727

405
787

465
844

525
889

582
949

642
1003



GlnGlnValThrHieProGlnGlnGlnGlnGlnGlnGlnGlnGlnGlnGlnGI nl’roVal 
643 CAACAGGTGACACATCCCCAACAGCAGCAGCAGCAGCAACAACAACAGCAACAGCCTGTC
1004 CAACAGGTGACACATCCGCAGCAGCAACAACAGCAG------------------CCCGTC

PstI
ValTyrAlaSerCysLysLeuGlnAlaAlaValGlyValGlyLeuGlyMetYalProGliJ 

703 GTCTATGCCAGCTGCAAGCTGCAGGCGGCCGTGGGCGTGGGTCTGGGCATGGTGCCCGAG
1046 GTCTACGCCAGCTGCAAGTTGCAAGCGGCCGTTGGT GG ACTGGGT ATGGTTCCCGAG

GlyGlySerProProLeuValAspGlnHetThrGlyHlsHlslCetAsnAlaGlnlCetSer 
763 GGTGGCTCTCCCCCACTGGTGGATCAGATGACGGGACATCATATGAATGCGCAAATGTCG
1103 GGCGGATCGCCTCCGCTGGTGGATCAAATGTCCGGTCACCACATGAACGCCCAGATGACG

Ser Thr
EXOI 5 y IMTKOI 5 

LeuProHisHisHetGlyHisProGlnAlaGlii HlndlII
823 CTGCCACATCACATGGGACATCCGCAGGCGCAGGTGAGAATGAAGCTTTCTTAAGGGTAG

1163 CTGCCCCATCACATGGGACATCCGCAGGCGCAGGTGAGCATGGATCTT AT---------

883 ATTGGGGGTAGTT AGCTTACGGTTT AGGGGTTCT----------------AATTGCTTTG
• • • • • • •  • • • • • • • •  • • • •  • • • • • • • •• • • • • • •  • • • • • • • •  i • • •  • • • • • * • •

1213 ATTGTGGCTT------TTATGGTTTGCTGAGTCTTAGATACACGGTTACCAATGGCTTTT

927 AAATCCGCTGCTTAT---------------------------------------------
1267 GGAAATATTTTTTATTGGCATAATTAGAATTTATTGACATGATCCTTGTGTAATAAGGAA

942  AACCCAATACT------------
• • •  • • • • •• • •  • • • • •

1327 TCAAAATTAATTATAGAAAATAGAAACACGTTACTTTTTTCGTTTCCTATAACAAGAGCA

953  CAATGCT----------------------------
1387 AGTCXÍTT ATTTTTTGACAACAAGGGCAATTAACTTTTCGTT ATTGAATCTTCTTATATGG

1447 ATAATTGTTGTTTATTTTTATTT ACTAATTTCXCAAATCGATATCCTT ACA(XTCCCGCA

702
1045

762
1102

822
1162

882
1212

926
1266

941
1326

952
1386

959
1446

1506

960 ----------------------TTTTCCC ATCTTTCTCA—  TGCTGCTTTCAATCA  991
1507 TATTTGCCAACCACCTTAACGCTTTTCCTATCTTTTTCACATGCCGCTTTTGGCGCTCGC 1566



IITROI 5 f EXOI 6 EXOI 6 y IITROI 6
LeuGlyTyrThrAspValGlyValProAspValThrGlu 

Ds 992 ACCAAAACAGTTGGGTTACACGGACGTTGGAGTTCCCGATGTTACAGAGGTAAGA-----
Dn 1567 ACCTG— CAGTTGGGCTATACGGACGTTGGAGTTCCCGACGTGACAGAGGTAAGATCGAG

Ds 1047-- CGCCCGTCATCCCGCCCTCTCTCAAT----------ACC-- CATCCCCTC

Dn 1625 TCCACATTGCGCTTGTCA------ CCTACTTCAAATTCTGCTAAAACCTAACATCTTTTA

Ds 1085 TCCCAAT ATGGTGGCTGGTT AATTGCACCCTCT AACTGT AGACAATAA-AATATTTACAT
• • • • • •  • • • • • • • • • • • •  • • • • • • • • •• • • • • • • • • •  • • • • • • • •  • • • • • • • • •

Dn 1679 CCGGTTGATGGTTTCAAGATAT ACCC-CTAA-------- AATTACAATATCACTTA

IITROI 6 f EXOI 7
Val Hi sGl nAsnflisHi sAsnlle tGlyletTyr G1 y 

Ds 1144 TCTCTTTTTGAATCGTTCATTT AGGTCCATCAAAACCAT C ACAAC ATGGGAATGT ACGG A
Dn 1726 TCT AAAAACTT ACCCATCAC— AGGTCCATCAGAA CCAT C ACAAC AT GGGC ATGT AC---

GlnGl nGl nThrGlyValProProValGlyAlaProProGlnAlalletJíetHisGlnGly 
Ds 1204 CAACAGCAGACGGGTGTGCCACCTGTGGGGGCACCACCACAGGCAATGATGCA(XAGGGC
Dn 1781 CAGCAGCAGTCAGGAGTTCCGCCGGTGGGTGCCCCACCTCAGGGCATGATGCACCAGGGC

Ser Gly

GlnGlyProProGlnletHlsGlnGlyHi sLeuProGlyGlnHi sThrProProSerGln 
Ds 1264 CAGGGGCCGCCGCAGATGCACCAGGGCCATTTACXXíGGCCAAC ATACGCCGCCAT CCCAA
Dn 1841 CAGGGTCCTCCACAGATGCACCAGGGACAT CCTGGCCAACACACGCCTCCTTCCCAA

EcoRI
AsnProAsnSerGlnSerSerGlyMetProSerProLeuTyrProTrpJIetArgSerGln 

Ds 1324 AACCCGAATTCGCAATCCTCGGGGATGCCGTCACCACTGTATCCCTGGATGCGAAGTCAG
Dn 1898 AACCCGAACTCGCAGTCCTCGGGGATGCCGTCTCCACTGTATCCCTGGATGCGAAGTCAG

f EXOI 7 y IITROI 7 
PheGlyLysCysGln

Ds 1384 TTTGGTAAGTGTCAAGGAAAGTGATCCTCTA Drosophlla subobscura
Dn 1958 TTTGGTAAGTGTCAAGGAAAGTGATCGACAATTCC Drosophlla melanogaster

1046
1624

1084
1678

1143
1725

1203
1780

1263
1840

1323
1897

1383
1957

1414
1992



Met Thr Met Ser Thr Asn Asn jcys Glu Ser Met Thr Ser Tyr Phe 15
Thr Asn Ser Tyr Met Gly ■Ala Asp Met Hls Hls Gly Hls Tyr Pro 30

Glj Asn Gly Val Thr ■Asp ■Leu Asp Ala Gln Gln Met Hls Hls Tyr 45
Ser Gln Asn Pro Asn Hls Gln Gly Asn Met Pro Tyr Pro □Arg Phe 60
Pro Pro Tyr ■Asp □Arg Met Pro Tyr Tyr Asn Gly Gln Gly Met ■Asp 75
Gln Gln Gln Gln Gln Hls Gln Gly Tyr Ser □Arg Pro ■Asp Ser Pro 90
Ser Ser Gln Val Gly Gly Val Met Pro Gln Ala Gln Thr Asn Gly 105
Leu Pro Thr Gly Gly Gln Leu Val Ala Gln Gln Gln Gln Gln Gln 120
Pro Gln Gln Gln Ser Gln Thr Pro Gln Gln Gln Gln Ala Gln Gln 135
Pro Gln Gln Gln Gln Gln Gln Leu Gln Gln Leu Pro Gln Val Thr 150
Gln Gln Val Thr Hls Pro Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln Gln 165

i—i
Gln Gln Gln Pro Val Val Tyr Ala Ser Cys Lys Leu Gln Ala Ala 180
Val Gly Val Gly Leu Gly Met Val Pro ■Glu Gly Gly Ser Pro Pro 195
Leu Val ■Asp Gln Met Thr Gly Hls Hls Met Asn)AlaÉ

Gln Met Ser 210
Leu Pro Hls Hls Met Gly Hls Pro Gln Ala Gln hLeu Gly Tyr Thr 225
■Asp Val Gly Val Pro ■Asp Val Thr ■ YGlu vaa Hls Gln Asn Hls Hls 240

Asn Met Gly Met Tyr Gly Gln Gln Gln Thr Gly Val Pro Pro Val 255
Gly Ala Pro Pro Gln Ala Met Met Hls Gln Gly Gln Gly Pro Pro 270
Gln Met Hls Gln Gly Hls Leu Pro Gly Gln Hls Thr Pro Pro Ser 285
Gln Asn Pro Asn

i-i
Ser Gln Ser

1
Ser
f

Gly Met Pro Ser Pro Leu Tyr 300
Pro Trp Met l_lArg Ser Gln Phe Gly

p—| |

Lys |cys Gln 311

Figura II, Secuencia protéica codificada por la ORF de Orosophila subobscura, Los residuos de 
cisteína están enmarcados y las regiones ricas en glutaiina están subrayadas, Los aminoácidos con 
carga se indican con cuadros, negros para los ácidos y blancos para los aminoácidos básicos, Ninguno 
de dichos aminoácidos ha sido sutituído (ver fig, 12), Las puntas de flecha separan los péptidos 
codificados por los distintos exones (5, 6 y 7), La parte carboxiterminal, que incluye la secuencia 
hoieobox, no ha sido determinada,



Dn
Ds

Dn
Ds

X T X S T I I C E S

31

JC T S Y F T X S Y X G A D X H H G H Y P

G I G V T D L D A Q Q X H H Y S Q X A X H Q Q X X P Y P R F

61
Db P P Y D H X P Y Y X G Q G X D Q Q Q Q( )H Q V Y S R P D S P

90
Db S S Q V G G V X P Q A Q T X G (  ) Q L G V P Q Q Q Q Q
Ds  L P T G G - - <  )- A ---------

115
Db  Q Q Q Q P S Q I Q Q Q Q Q A Q Q A P Q Q L Q Q (  )Q L P Q V
Ds - P - - Q - - T P ------------- P Q  Q  L Q ---------

143
Db T Q Q Y T H P Q Q Q Q Q Q C  )P V V Y A S C K L Q A
Ds  Q Q Q Q Q Q ---------------------

167
Db A V G (  ) G L G X V P B G G S P P L V D Q X S G H H X X A Q X

196 4 4
Db T L P H H X G H P Q A Q L G Y T D V G V P D V T B V H Q X H

226
Db H I X G X Y( )Q Q Q S G V P P V G A P P Q G X X H Q G Q G P
Ds  G ----- T --------------------A ---------------

Db P Q X H Q G H ( > P G Q H T P P S Q I P X S Q S S G X P S P L

2 8 4 - - - -
Db |Y P V X
Ds I-  ---

4 4
R S Q F G K C Q

Figura 12. Alineaiiento de las secuencias protéicas del gen ftntp de Orosophila aelanogaster y de 
D.suboscura, La numeración se refiere a las posiciones de los aiinoácidos en la secuencia de 
0.aelanogaster, El signo señala identidad; los huecos introducidos para el alineaiiento se han 
señalado con ( ). Las flechas indican las posiciones de unión entre las regiones codificadas en 
exones diferentes (las dos flechas de la parte C-teninal denotan las posiciones de los sitios 
ilternativQs p a n  el pr ocesado), lo s dos péptidos coiunes a otros genes del d e s a r r o l l o  están 
señalados con un recuadro, Heios utilizado el código de una letra de Dayhoff,



D. subobscura

vi T V  T

D I

Figura 13, (Parle superior), Perfil de hidropatía de la proteína fíntp de 0, subobscura y de 
D,aelanogaster, utilizando el algoritao de Hopp y Woods, Los doiinios hidrof ¿1 i eos quedan en la 
parte superior de la grifica, (Parte inferior), Representación de la variación de la proteína en las 
dos especies, El rectángulo representa el producto protéico Antp de D,aelanogaster y , sobre éste, la 
variación encontrada en D,subobscura (aétodo de KASSIS), Los triángulos invertidos señalan las 
inserciones; la base de estos triángulos es propocional a la longitud de dichas inserciones, Las 
puntas de flecha seflalan las inserciones o delecciones de uno o dos aiinoácidos (ver fig, 12), Las 
sustituciones no conservativas de aiinoácidos están larcadas con una Línea vertical en el extreio, 
Bajo el esqueia 'de la proteína, los recuadros blancos representan las regiones de la proteína cuyo 
contenido en 61utaiina es luy elevado, Los recuadros negros seflalan los dos péptidos coiunes a otros 
genes del desarrollo,



Drosophlla subobscura 
Drosophlla melanogaster

18 GTGTACATdCAACTCTCATATTCTCAGCTCGTG 51
1660 GTGTAGT AACTT AAAATCATTTTCCACGCCATCT 1693

Ds 52 TGATCCTTCCAAG-------- CA AATG AAGG AA AATG AATGGAT AGCAAGGGG-----  96
Db 1694 GTGGAAATCCATATACCAAAGTCAAAGGAACGAAGGAGAAAGAAAAAGGAGGACGGAATG 1753

Ds 97 — AAACTATAAAGCATCATATGTTTATATGTAGATATATATAATTAAACACAAAACACAC 154
Db 1754 GCAAACTATAAAGT AT CATATGTTT ATATGTAG ATAT AT AT ATTT AAACAAG-------C 1806

De 155 CT AAGCAT AAAGCATGT AACTTTGTAG AGAAAGAGTTTCGTTTTGT--------- AAAT 204
Db 1807 CTAATACAAAA-CATGTAACTTTATAGAGC GTTTCGTTTGTAAATTCCCCAGAAAT 1861

Figura 14, Secuencia parcial del fragmento EcoRl de 2,2 kb del clon XDsA1, que contiene la secuencia 
honeobox en un extremo, Nuestra secuencia de Orosophila subobscura ha sido alineada frente a la de 
Orosophila aelanogaster, Esta secuencia corresponde al extreio no traducido, y auestra un elevado 
nivel de conservación respecto de 0, aelanogaster, Las referencias de esta especie patrón 
corresponden a las de la secuencia de SCHNEUWLY y otros (1986), Esta región de homología está 
situada entre los dos sitios de poliadenilación (ver esqueaa de la fig, S),



7CACA7CAGCA7CCACAGCAGG7GCAGG77CAGG77CAGG7GCAGCAACAGCAGCAGCC7 
AGTSTAGTCGTAGGTGTCGTCCACGTCCAAGTCCAAGTCCACGTCGTTG7CS7CGTC3GA 
SerHi sGlnHi sProGlnGlnVaiGlnValGi nVaiGlnValGlnGlnGlnGlnGlnPro

+ . + . + . +

CA7CCACACCAGCAGCAGA77A7TGC7CA7ACGCACGCCCACCAACAACACCA3CAGCAG 
G7AGG7G7GG7CG7CG7C7AA7AACGAG7ATGCG7GCGGG7GG77G77G7GG7CG7CG7C 
Hi sProHi sGlnGlnGlnllelleAlaHi s7hrHi sAlaHisGlnGlnHisGlnGlnGln

CAGCAGCAACAACAG7CTCCTCAGACCAT7CAGGC7CA7CCCGCACAGCAC77GCAATAC 
G7CG7CG77GT7GTCAGAGGAGTC7GG7AAG7CCGAG7AGGGCG7G7CG7GAACG77A7G 
GlnGlnGl nGl nGl nSerProGI n7hr!leGlnAlaHi sProAl aGl nHi sLeuGl nífyr

+ . + . +

GGACA7CCGCCTCCGCCGCCACAGGCACAGGGCG7GGC7AAC7CCGCAG7GG77G7AGGA 
CCTG7AGGCGGAGGCGGCGG7G7CCG7G7CCCGCACCGA77GAGGCGTCACCAACATCCT 
G1yHi sProProProProProGlnAlaGlnGlyValAlaAsnSerAlaValVal ValG1y

GGAGGAGGAGGAGGAGGCGC7GCCGTTGCCA77GCGGG7GC7GCTGC7GAGAGCA7CGA7 
CCTCCTCCTCCTCCTCCGCGACGGCAACGGTAACGCCCACGACGACGAC7CTCG7AGC7A 
G1yGlyBlyGlyGlyGlyAlaAlaValAl al1eAlaGlyAlaAlaAlaGluSer11eAsp

-i------------ . ---------------»-

AATCCAGAA
 .----+ 309
77AGGTC7T
AsnProGlu

Figura 15, Secuencia de un fragnento del clon XDsJ3f que hibrida con la sonda utilizada en nuestro 
screening, Su contenido en repeticiones CA6 es extreiadanente elevado, La traducción conceptual de 
esta secuencia i'uestra que, en caso de traducirse, el contenido en glutanina será superior incluso 
al del producto protéico del gen fintp, Este clon no pertenece al complejo Antennapedia, La búsqueda 
de secuencias sinilares en una base de datos sólo proporciona hoiologías a nivel de las 
repeticiones,



Límite entre los intrones y los exones

Sitio dador Sitio aceptor

COISEISO CAG/GTAAGT 
A G

(DnJCAG/G 
C T

Intrón 3 TTTCAG/A Ds 
TTACAG/A Dm

Intrón 4 TAG/GTGAGT TCGCAG/T Ds
TAG/GTAAGT ATCCAG/T Da

Intrón 5 CAG/GTGAGA 
• # • • • • • •

AAACAG/T Ds
• i • • • • • •

CAG/GTGAGC CTGCAG/T Dm

Intrón 6 GAG/GTAAGA ATTTAG/G Ds
GAG/GTAAGA TCACAG/G Dm

Intrón 7

DI
TTG/GTAAGT
TTG/GTAAGT

Ds
Dm

D2
AAG/GAAAGT
AAG/GAAAGT

Ds
Dm

DI y D2 corresponden 
procesado del exón 7.

a los dos sitios alternativos para el

Tabla 4. Comparación de los sitios dadores y aceptores para el 
procesado del gen Antennapedia entre Drosophlla subobscura y 
D. melanogaster. Estas posiciones están señaladas con puntas de flecha 
en la figura 10.



Conservación de aminoácidos en la proteína Antp

REGIóS LQIGITUD 19 Diferencias X Conservación
* l»

D. sub D. mel

Exón 5 221 aa 207 aa 13 94 X
Exón 6 13 aa 13 aa 0 100 X
Exón 7 77 aa 75 aa 2 97 X

TOTAL 311 aa 295 aa 15 95 X

* El H9 estimado de diferencias es el de sustituciones de aminoácidos 
más el n9 de aminoácidos de D. aelanogaster (sólo uno) que, en el 
alineamiento, no aparecen frente a una secuencia homologa en 
D. subobscura.

** El porcentaje estimado de conservación es el n9 de aminoácidos 
homólogos dividido por el número total de aminoácidos de D. aelanogaster 
(xlOO).
*** El total se refiere al segmento de D. subobscura que presentamos 
alineado frente a D. aelanogaster (reglón aminoterminal).

Tabla 5. Niveles de conservación en la secuencia del producto protéico 
de Antp en D. subobscura, en comparación con D. nelanogaster. Las 
estimaciones están calculadas siguiendo la aproximación de KASSIS y 
otros (1986).



>gca Al a (A) 3 # cag Gln(Q) 56 # uug Leu(L) 1 u aa Ter(.) 0
|gcc Ala(A) 5 # -------- Gln(Q) 73 # -------- Leu(L) 12 # uag Ter(.) 0
gcg Ala(A) 4 # gaa Glu(E) 1 # aaa Lys(K) 0 # uga Ter(-) 0
gcu Ala(A) 0 # gag Glu(E) 2 # aag Lys(K) 2 # -------- Ter(.) 0
1-------- Al a (A) 12 # -------- Glu(E) 3 # -------- Lys(K) 2 # aca Thr(T) 4
1 aga Arg(R) 0 # gga Gly(G) 5 # aug Met(M) 22 # acc Thr(T) 4
agg Arg(R) 0 # ggc Gly(G) 17 # -------- Met(M) 22 # acg Thr(T) 7
lega Arg(R) 1 # ggg Gly(G) 3 # uuc Phe(F) 2 # acu Thr(T) 0
|cgc Arg (R) 3 # ggu Gly(G) 7 # uuu Phe(F) 1 # -------- Thr(T) 15
cgg Arg(R) 0 # — Gly(G) 32 # -------- Phe(F) 3 # ugg Trp(W) 1
.cgu Arg(R) 0 # cae His(H) 9 # cea Pro(P) 11 # -------- Trp <W> 1
--- Arg(R) 4 # cau His(H) 11 # ccc Pro(P) 11 # uac Tyr(Y) 11
aac Asn(N) 9 # -------- His(H) 20 # ccg Pro(P) 12 # uau Tyr(Y) 2
aau Asn(N) 5 # aua Ilu(I) 0 # ccu Pro(P) 2 # -------- Tyr(Y) 13
-------- Asn(N) 14 # auc Ilu(I) 0 # -------- Pro(P) 36 # gua Val(V) 0
gac Asp(D) 5 # auu Ilu(I) 0 # age Ser(S) 3 # guc Val(V) 4
gau Asp(D) 4 # -------- Ilu(I) 0 # agu Ser(S) 4 # gug Val(V) 11
-------- Asp(D) 9 # cua Leu(L) 0 # uca Ser(S) 2 # guu Val(V) 3
uge Cys(C) 1 # cuc Leu(L) 1 # ucc Ser(S) 4 # -------- Val(V) 18
ugu Cys(C) 2 # cug Leu(L) 9 # ucg Ser(S) 5 # nnn ???(X) 0
-------- Cys(C) 3 # cuu Leu(L) 0 # ucu Ser(S) 1 # TOTAL 311
caa Gln(Q) 17 # uua Leu(L) 1 # Ser(S) 19 #

gca Al a (A) 0 # cag Gln(Q) 52 # uug Leu(L) 3 # uaa Ter(-) 0gee Al a (A) 6 # -------- Gln(Q) 64 # -------- Leu(L) 10 # uag Ter(.) 0gcg Al a (A) 6 # gaa Glu(E) 0 # aaa Lys(K) 0 # uga Ter(.) 0gcu Al a (A) 0 # gag Glu(E) 3 # aag Lys(K) nz # -------- Ter(.) 0
-------- Ala(A) 12 # -------- Glu(E) 3 # -------- Lys(K) 2 # aca Thr(T) 3aga Arg(R) 0 # gga Gly(G) 6 # aug Met(M) 22 # acc Thr(T) 4agg Arg(R) 0 # ggc Gly(G) 10 # -------- Met(M) 22 # acg Thr(T) 5cga Arg(R) 1 # ggg Gly(G) 6 # uuc Phe(F) 1 # acu Thr(T) 0cgc Arg(R) 3 # ggu Gly(G) 8 # uuu Phe(F) 2 # -------- Thr(T) 12cgg Arg(R) 0 # -------- Gly(G) 30 # -------- Phe(F) 3 # ugg Trp(W) 1cgu Arg(R) 0 # cae His(H) 12 # cea Pro(P) 5 # Trp(W) 1
-------- Arg(R) 4 # cau His(H) 8 # ccc Pro(P) 12 # uac Tyr(Y) 11aac Asn(N) 14 # -------- His(H) 20 # ccg Pro(P) 11 uau Tyr(Y) 2aau Asn(N) 1 # aua Ilu(I) 0 # ccu Pro(P) 6 -------- Tyr(Y) 13
--------■ Asn(N) 15 # auc Ilu(I) 0 # -------- Pro(P) 34 # gua Val(V) Ogac Asp(D) 8 # auu Ilu(I) 0 # age Ser(S) 5 # guc Val(V) 6gau Asp(D) 1 # -------- Ilu(I) 0 # agu Ser(S) 2 # gug Val(V) 61 Asp(D) 9 # cua Leu(L) 0 # uca Ser(S) 1 # guu Val(V) 6uge Cys(C) 2 # cuc Leu(L) 0 # ucc Ser(S) 5 # -------- Val(V) 18ugu Cys(C) 1 # cug Leu(L) 7 # ucg Ser(S) 6 # nnn ???(X) 0
------- Cys(C) 3 # cuu Leu(L) 0 # ucu Ser(S) 1 # TOTAL 295caa Gln(Q) 12 # uua Leu(L) 0 # -------- Ser(S) 20 #

I

Tabla 6. Frecuencia de uso de codones en la ORF del gen Antp en D.subobscura (parte 
superior) y en D.melanogaster (parte inferior).

i
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Conservación de nucleótidos en la unidad de transcripción Antp

REGIÓN LONGITUD N2 
D. sub D. mel

Diferencias
4

X Conservación 
44

Intrón 3 >15 kb «25 kb N.D. ?
Exón 4 275 pb 251 pb 60 76 X
Intrón 4 «150 pb 154 pb N.D. N.D.
Exón 5
Reglón no 
traducida 102 pb 156 pb 108 31 X
Reglón
traducida 663 pb 621 pb 83 87 X

Intrón 5 146 pb 379 pb 293 23 X
Exón 6 39 pb 39 pb 4 90 X
Intrón 6 127 pb 134 pb 69 49 X
Exón 7 232 pb 226 pb 25 89 X
Intrón 7 «11 kb «11 kb N.D. ?

TOTAL 1564 pb 1806 pb 642 64 X

* El P  estimado de diferencias es el de sustituciones nucleotídlcas 
más el n@ de nucleótidos de D. melanogaster que, en el alineamiento, no 
aparecen frente a una secuencia homologa en D.subobscura.
44 El porcentaje estimado de conservación es el n2 de nucleótidos 

homólogos dividido por el número total de bases de D. aelanogaster 
(xlOO).
444 El total se refiere los segmentos de D. subobscura que presentamos 
alineados frente a D.melanogaster.

Tabla 7. Niveles de conservación nucleotídica en la secuencia del gen 
Antp de Drosophlla subobscura en comparación con D. melanogaster, a lo 
largo de las distintas regiones. Las estimaciones están calculadas 
siguiendo la aproximación de KASSIS y otros (1986).



Secuencias conservadas en el exón 4 de Antp

D. melanogaster D.subobscura
COISEISO

TAGAGGAA
30 TtGAGGAA 37 62 TtGAGGAA 69
155 TAGAGGAA 162 170 cAGAGGAA 177
45 TAGAGGAt 52 77 TAGAGGAt 84

TACTTAAG
58 TACTTAAG 65 90 TACTTAAG 97

240 TACTTAAG 247 288 TACTTAAG 295

TCAAAA
18 TCAAAA 23 50 TCAAAA 55
24 TCAAAA 29 56 TCAAAA 61
68 TCAAAA 73 100 TCAAcA 105

251 TCAAAg 256 299 TCAAAA 305

y136 T T T T G G C C A A G A 149 D. melanogaster

148 T T T T G G C C A A G A 159 D.subobscurai
Los tres grupos superiores corresponden a secuencias 
repetidas: los nucleótidos indicados en letra ninúscula son 
los que se salen del consenso que se propone. La secuencia 
Inferior es un palíndrone imperfecto.

Tabla 8. Regiones conservadas en el líder del gen Antp. Estas regiones 
están señaladas con asteriscos en la figura 10.
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CONCLUSIONES

1. Las 30 kb de la región 3' del gen Antp de Drosophila 
subobscura presentan una estructura casi idéntica a la de la 

región homóloga de D .melanogaster, con la excepción de un 
pequeño intrón (I-ó) cuyo tamaño es un tercio del de la 
especie patrón.

2. Encontramos un segmento muy conservado que se sitúa en la 
región del líder 5' no traducido del transcrito. Este segmento 
consiste en repeticiones de las secuencias TAGAGGAA, TACTTAAG, 
TCAAAA. Además este segmento conservado contiene el pallndrome 
imperfecto TTTTGGCCAAGA.
3. Los primeros datos que tenemos sobre el otro extremo del 
transcrito, el tráiler 3' no traducido, indican que hay una 
baja homología general, donde destaca la presencia de, al 
menos, un segmento de 50 pb que presenta un elevado porcentaje 
de conservación.
4. La conservación en los intrones pequeños es mínima, al 
igual que en los exones no traducidos (salvo la conservación 
citada en la conclusión 2).
5. El producto protéico, analizado en su mayor parte, ha 
acumulado la variación de forma muy desigual: casi toda la 
variación (inserciones y sustituciones de aminoácidos) se ha 
acumulado en la región de poliglutamina, codificada por 

repeticiones múltiples del codón CAG.
6. Especulamos que las regiones ricas en codones repetidos
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tienen una función relacionada con la captación de 
variabilidad en genes críticos para el desarrollo.
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MATERIALES Y METODOS

1. ENZIMAS
1.1. DNA 1 igasa
Para la unión de fragmentos de DNA hemos utilizado el 

enzima DNA ligasa del fago T4 (E.C. 6.5.1.1), del proveedor 
Boehringer Mannheim (B.M.) (Cat.No. 799 009>. El tampón
utilizado difiere del recomendado por MANIATIS y otros en el 
pH del tampón. La composición de nuestro tampón es: 50 mM 
TriS-HCl, pH 8.0; 10 mM MgCl2 ; 10 mM D T T ; 1 mM espermidina; 2
mM ATP; 100 ug/ml B S A .

Siempre que ha sido posible, las ligaciones se han 
realizado en un volumen mínimo, normalmente entre 5 y 10 ;il . 
La cantidad de ligasa utilizada ha sido siempre de 1-2 U. La 
relación molar de vector a inserto ha variado según el 
experimento, aunque se ha intentado mantener una relación del 
orden de 1:1 en la mayoría de los casos.

Para la ligación de extremos cohesivos, la temperatura de 
incubación ha sido de IS-ló^C y el tiempo de incubación de 
12-16 h. Tras esta incubación, la mezcla se ha mantenido a 4e3C 
hasta el momento de la transformación o transfección.

Para la ligación de extremos romos, la incubación se ha 
llevado a cabo a temperatura ambiente (en presencia de un 10% 
de PEG), manteniéndose a esta temperatura hasta la 
transformación.

1.2. Po1 imerasas
Para la preparación de sondas radioactivas, hemos 

utilizado indistintamente la DNA polimerasa I de E.coli de 
B.M. (Cat.No. 104 493) en una reacción de "nick translation", 
o bien el framgmento Klenow en una reacción de 
"oligolabe11ing". El tampón de incubación utilizado para la 
DNA pol I ha sido el que recomiendan MANIATIS y otros (tampón 
10 x : 0.5 M Tris-HCl , pH 7.5; 0.1 M MgSO*; 1 mM DTT; 500 1
BSA) y la incubación se ha realizado a IS-ló^C durante 1-2 h.

Para el "oligolabel1ing", el tampón empleado ha sido el 
recomendado por FEINBERG y VOLGESTEIN (1983). El enzima 
utilizado fué el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I 
(Label 1 ing Grade; 2ü/ixl) de B.M. (Cat.No. 1008 412).
Normalmente, esta reacción la hemos dejado durante 12-16 h a 
temperatura ambiente. Las condiciones exactas para ambos tipos 
de reacciones de mareaje están descritas en el apartado 9.

Las primeras reacciones de secuenciación las hemos 
efectuado con el fragmento Klenow de la DNA pol I (Sequencing 
Grade; 1 ü/^1) de B.M. (Cat.No. 997 463), en las condiciones 
detalladas en el apartado 16. No obstante, la mayor parte de 
las reacciones de secuenciación las hemos llevado a cabo con 
la DNA polimerasa del fago T7 del porveedor Pharmacia-LKB, 
siguiendo las condiciones recomendadas por el fabricante
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(apartado 16).

1.3. Enzimas de restricción
Las digestiones de DNA con endonucleasas de restricción 

han sido realizadas utilizando enzimas de B.M., con los 
tampones recomendados por el fabricante. Los cinco tipos de 
tampones utilizados son los denominados A, B, L, M y H, cuyas 
composiciones de trabajo se describen a continuación. Tampón 
A: 33 mM Tris-acetato, pH 7.9; 10 mM Mg.acetato; 66 mM
K.acetato; 0.5 mM DTT. Tampón B: 10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 5 mM
MgCla ; 100 mW NaCl; 1 mM 0-mercaptoetanol. Tampón L: 10 mM
Tris-HCl, pH 7.5; 10 mM MgCl2 ; 1mM ditioeritrol (DTE). Tampón
M: 10 mM Tris-HCl, pH 7.5; 10 mM MgCl2 ; 50 mM NaCl; 1 mM DTE.
Tampón H: 50 mM Tris-HCl, pH 7.5; 10 mM MgCl2 ; 100 mM NaCl; 1
mM DTE.

Para las digestiones dobles, se ha utilizado el tampón que 
permitiera la máxima actividad de los enzimas usados, según la 
hoja de instrucciones del fabricante. En caso de 
incompatibilidad, hemos procedido a precipitar el DNA digerido 
con uno de los enzimas y, una vez resuspendido, hemos digerido 
con el segundo enzima.

La cantidad de enzima (número de unidades) utilizado para 
las digestiones ha sido siempre la suficiente para digerir 
todo el DNA en 1 h , si bien la incubación ha sido normalmente 
de 2-4 h a 37°C (salvo las digestiones de DNA genómico que se 
llevaron a cabo durante 12-16 h). Para las digestiones de DNA 
genómico de Drosophlla, el tiempo de incubación ha sido de 
12-16 h. El volumen añadido de solución enzimática ha sido, en 
todos los casos, inferior al 10$ del volumen final, con el fin 
de evitar la relajación de la. especificidad que puede 
producirse en muchos enzimas de restricción.

En todas las incubaciones con estos enzimas, se añadió a 
la mezcla de digestión BSA libre de nucleasas (BRL), a una 
concentración final de 100 Mg/ml.

Antes de interrumpir la reacción, siempre se ha comprobado 
que ésta es completa (en un minigel). Cuando se ha alcanzado 
este punto, los tubos de reacción se han pasado a 4c*C, sin 
ningún otro tratamiento. Cuando ha sido necesario inactivar 
los enzimas (por ejemplo, durante la preparación de vectores), 
la mezcla de digestión se ha calentado a óó-óS^C durante 15-20 
min.

1.4. Desox i rr ibonuc1easa
En las reacciones de "nick translation" hemos usado la 

DNasa I (E.C. 3.1.21.1) de B.M. (Cat.No. 104 132). Se preparó 
una solución stock a una concentración de 1 mg/ml en un tampón 
de nick translation que incluye un 50$ de glicerol, y se ha 
mantenido a -20oC hasta la actualidad. Para cada reación de 
mareaje, se preparó una dilución 10“*, añadiendo 1 *il de la 
dilución a la mezcla de reacción según se describe en el punto
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9.1.
Para la preparación de DNA del fago lambda a gran escala 

(apartado 6.3.2) también se utilizó este producto de B.M., 
aunque añadiéndolo directamente en polvo.

1.5. Ribonucleasa

Para la eliminación del RNA durante la preparación de DNA, 
hemos utilizado RNasa A de B.M. (Cat.No. 109 169). Se preparó 
una solución stock con una concentración de 10 mg/ml en un 
tampón (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 15 mM NaCl). Esta solución se
calentó a lOO^C durante 15-20 min, y se dejó enfriar 
lentamente para facilitar la renaturalización del enzima. El 
stock se mantiene a -20°C indefinidamente. Para la preparación 
de DNA del fago lambda, hemos utilizado RNasa cruda de B.M. 
(Cat.No. 109 126).

1.6. Fosfatasa alcalina
Para la defosforilación de los extremos 5' del DNA, hemos 

usado siempre la fosfatasa alcalina de intestino de ternera 
(E.C. 3.1.3.1) suministrada por B.M. a una concentración de 1 
U/jil (Cat.No. 713 023) y el tampón de incubación es el
recomendado por MANIATIS (tampón 10x: 0.5 M Tris-HCl, pH 9.0; 
10 mM MgCl2; 1 mM ZnCl2 ; 10 mM espermidina). El protocolo
seguido fue, al principio, el descrito en dicho manual. 
Posteriormente, hemos seguido una alternativa mucho más simple 
(ver apartado 12.1).

1.7. Polinucíeótido kinasa
Las reacciones de mareaje de extremos 5 1 se ha llevado a 

cabo con el enzima polinucíeótido kinasa de B.M. (Cat.No. 633 
542) sobre DNA previamente defosforilado. El tampón se preparó 
a una concentración 10x (0.5 M Tris-HCl, pH 7.6; 0.1 M MgCl2 ; 
50 mM DTT; 1 mM espermidina; 1 mM EDTA) y se ha mantenido a 
-20°C).

La incubación se llevó a cabo durante 45 min a 37<=>C, 
siguiendo el protocolo del apartado 9.3.

1.8. Proteinasa K
Para la digestión de las proteínas contaminantes durante 

la preparación de DNA genómico de Drosophlla y de DNA del 
bacteriófago lambda hemos utilizado Proteinasa K del proveedor 
B.M. (Cat.No. 1000 144). Para el DNA genómico hemos utilizado 
una solución stock a una concentración de 20 mg/ml (en agua), 
mantenida a -20c,C; para la extracción a gran escala de DNA del 
fago lambda se añadió este enzima en polvo.
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1.9. Lisozima

Para producir la lisis bacteriana durante la preparación 
de DNA plasmidicof el enzima utilizado ha sido la lisozima 
(E.C. 3.2.1.17) (de clara de huevo, cristalizada) del
proveedor B.M. (Cat.No. 837 059). El enzima fué resuspendido 
justo antes de su uso.

2. TAMPONES Y REACTIVOS

Para preparar los tampones descritos en este trabajo, 
hemos partido de soluciones concentradas, preparadas según se 
describe en MANIATIS y otros. Las sales utilizadas, los 
alcoholes y los disolventes orgánicos son de calidad "Para 
Análisis" del fabricante MERCK, excepto el CsCl que es de B.M.
(Cat.No. 757 292). El fenol de MERCK (Ref. 206) se ha
utilizado tal como viene de la casa comercial, sin ningún .otro 
paso de purificación.

El isopropi1-0-D-tiogalactopiranósido (IPTG) y el 
5-bromo-4-cloro-3-indoli 1-0-D-galactopiranósido (X-gal) fueron 
adquiridos del proveedor B.M. (Cat.No. 724 815 y Cat.No.
703729, respectivamente), al igual que el Tris (Cat.No. 604 
205).

Aquellos tampones y soluciones cuya composición no 
describimos han sido preparados según el manual mencionado. La
seroalbúmnina bovina (BSA) de las mezclas de hibridación es
del proveedor SERVA (Ref. 11930). En el resto de soluciones se 
ha utilizado BSA libre de nucleasas (acetilada) del proveedor 
BRL (Cat.No. 540-5561UB).

3. CEPAS UTILIZADAS

3.1. E.col i 
NM538 : F- supF hsdR mcrB (r-m+) lamda-.
Q358 : supF hsdR mcrB (r-m+) attphi80
DH5a : F- SupE44 hsdR17 mcrA mcrB (r-m+) gyrA96 recA1 relA1
endA1 thi-1 attfi80 lacZdeltaM15 lambda-.
JM105 : C F 1 traD36 proAB+ lacIqZdeltaM151 delta(pro-lac) hsdR4
(r-m+) rpsL sbcB15 thi endA1.

3.2. Drosophlla
La cepa a partir de cuyo DNA se preparó la librería 

genómica fué la H-271 de Drosophlla subobscura. Para las
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hibridaciones con DNA genómico se utilizó esta misma cepa, así 
como un control con DNA de la cepa Oregon de Drosophila 
m e 1anogaster.

4. VECTORES DE CLONACION

4.1. Derivados del bacteriófago lambda
La librería genómica utilizada en este trabajo tenía como 

vector un derivado del fago lambda: lambda EMBL4, un vector de
reemplazamiento diseñado por FRISCHAUF y otros (1983).

En esquema, la genoteca se preparó digiriendo parcialmente 
DNA genómico de la cepa H-271 de Drosophila subobscura con el 
enzima de restricción Nbo I e insertándolo en el sitio BamH I 
del vector EMBL4. Una alícuota de esta librería, una vez 
amplificada, nos fue facilitada por G. Marfany y R. 
Gonzalez-Duarte (Universidad de Barcelona) y ha sido nuestro 
punto de partida para la clonación.

Asi pues, todos los clones del fago lambda de este trabajo 
son derivados del EMBL4. Este vector carece del gen de la 
proteina represora el, asi como de los genes para el sistema 
de integración, de tal forma que estos virus tienen 
necesariamente un crecimiento litico.

4.2. Derivados del virus H13
Parte de la secuencia que hemos obtenido en este trabajo 

ha sido obtenida a partir de fragmentos clonados en este virus 
filamentoso de cadena simple, aprovechando su fase replicativa 
de doble cadena (RF) para la digestión con un enzima de 
restricción y tratamientos análogos a los de los plásmidos.

El virus M13 no produce lisis, sino que su infección 
provoca un crecimiento retardado de las bacterias. Asi, cuando 
se lleva a cabo una infección o una transfección, el resultado 
es la aparición de calvas que no son placas de lisis, sino más 
bien calvas turbias debidas al crecimiento enlentecido de las 
bacterias.

De las distintas variantes de este vector, las utilizadas 
han sido el M13mp10 y el M13mp11.

Estos vectores contienen un segmento del gen que codifica 
la 3-galactosidasa (lacZ). concretamente el extremo 5', que 
corresponde a la parte aminoterminal del enzima. Ambos 
vectores contienen un sitio de clonación múltiple (insertado 
en dicho segmento, pero manteniendo la pauta de lectura) que 
incluye dianas para los mismos enzimas de restricción (EcoRI, 
SacI, Smal, Xmal, BamHI, Xbal, Salí, Accl, HindII, PstI y 
HindIII) aunque en direcciones opuestas.

Cuando se cultivan estos vectores, en su estado intacto, 
en un hospedador bacteriano mutante que sintetiza la enzima 
3-galactosidasa carente de los aminoácidos 11 a 41 (mutación 
lacZdeltaH15), la síntesis de ese fragmento aminoterminal
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codificado por el vector es capaz de complementar dicha 
mutación y dar un fenotipo 0-galactosidasa positivo 
(a-complementación). La inserción de un fragmento de DNA 
(inserto) en el sitio de clonación múltiple (MCS) provoca, en 
la mayoría de los casos, la inactivación del fragmento 
codificado por el vector, por lo que ya no se produce esa 
complementación. Esto es la base de la selección de los clones 
recombinantes frente a los parentales: utilizando un medio
indicador IPTG/X-gal, los clones recombinantes son de color 
blanco, mientras que los resultantes de la recircularización 
del vector producen un halo azul.

La adsorción de este virus a las células de E.coli 
requiere que éstas posean el pelo F, cuya síntesis está 
codificada en el factor de fertilidad F (episoma F). Por ello, 
las cepas hospedadoras para este virus deben ser F ' . Con el 
fin de mantener esta condición F 1 las cepas hospedadoras 
llevan una delección de los genes responsables de la 
biosintesis de prolina, los cuales han sido insertados en el 
episoma F. El cultivo de la cepa hospedadora en un medio 
mínimo, permite evitar la pérdida de dicho factor.

Además, el DNA cromosómico del hospedador lleva también 
una delección completa del gen lacZ, mientras que el episoma 
lleva una inserción de la variante mutante del gen 
lacZdeltaN15. Además, el episoma lleva la mutación laclq, que 
conlleva la superproucción del represor lac, permitiéndo asi 
regular la expresión del operón lac mediante el inductor IPTG.

4.3. Plásmidos
Para la subclonación de fragmentos de restricción de los 

clones aislados de la genoteca, hemos utilizado los siguientes 
vectores.
pUC18 y pUC19. Estos vectores contienen un sitio de clonación 
múltiple, con dianas para los siguientes enzimas: EcoRI, SacI, 
Kpnl, Smal, Xmal, BamHI, Xbal, Salí, Accl, HindII, PstI, Sphl 
y HindIII, dispuestos en ordenación opuesta. Este sitio de 
clonación, al igual que en los vectores del apartado anterior, 
está situado en el interior de un segmento del gen lacZ capaz 
de manifestar a-complementación frente a la mutación 
lacZdeltaH15.

Por este motivo los vectores de esta serie permiten la 
selección de los clones recombinantes por su coloración 
blanca, por el mismo mecanismo descrito en el apartado 
anterior.

5. METODOS NICROBIOLOGICOS
El mantenimiento y propagación de las cepas bacterianas y 

víricas utilizadas a lo largo de este trabajo se ha llevado a 
cabo siguiendo los protocolos de MANIATIS y otros.
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5.1 Medios de cultivo
El medio de cultivo empleado habitualmente en este trabajo 

es el LB, aunque con distintos aditivos. Su composición es:
T r i p t o n a  10 g
Extracto de levadura . . .  5 g
N a C l  10 g
Agua destilada . . . hasta 1 1
(pH ajustado a 7.5)
Para la preparación de medio sólido se añadió agar al 15%; 

el agar blando para la obtención de placas de lisis (fago 
lambda y fago 1113) se preparó añadiendo agar hasta una 
concentración del 7%. Este medio se ha utilizado incluso para 
el screening de la genoteca y no encontramos la necesidad de 
utilizar agarosa como solidificante.

La ampicilina para la selección de transformantes (B.M.; 
C a t .N o . 835 242) se utilizó en la dosis máxima recomendada por 
MANIATIS y otros <50 ^ig/ml ) .

Para la detección de actividad B-galactosidasa, el medio 
indicador LB/Amp/X-gal/IPTG se preparó de la siguiente forma:

I. Preparar una disolución de X-gal en dimeti 1formamida con 
una concentración de 20 mg/ml.
II. Preparar una disolución de IPTG en agua, con una 

concentración de 20 mg/ml (84 m M ) y esterilizarla por 
filtración (ambas disoluciones pueden almacenarse a -20c,C). 
III. Por cada placa que se desee preparar, mezclar 40 jil de 
cada una de las dos disoluciones .con 120 ¿il de agua estéril. 
Extender esta mezcla sobre una placa de medio sólido LB con 
ampiei 1 ina.
IV. Dejar secar en la cámara estéril. Estas placas pueden 

mantenerse, al menos, durante dos semanas a 4°C, protegidas de 
la luz.

Para la selección del factor F 1 en las cepas hospedadoras 
del virus M13, se ha utilizado un medio mínimo preparado de la 
siguiente forma:

I. Preparar un stock de sales M9 (10x) con la siguiente 
composición:

NaaH P 0 * ................... 60 g
KHaP0« ................. 30 g
NaCl ........................ 5 g
N H * C 1 .....................  10 g
Agua destilada . . hasta 1 1

II. Preparar un stock 1 M de MgSO* y un stock 1 M de CaCl2 .
III. Esterilizar en el autoclave las tres soluciones.
IV. Preparar un stock al 20% de glucosa y una solución de 

tiamina (10 mg/ml) y esterilizarlas por filtración.
V. Para 1 1 de medio mínimo, disolver 15 g de agar en 900
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mi de agua y añadir 100 mi de sales PI9 (10x ). Esterilizar en 
el autoclave.

V I . Cuando la temperatura de la mezcla anterior sea 
alrededor de SS^C, añadir 1 mi del stock MgSO*, 100 m 1 del
stock de CaCla , 1 mi de tiamina y 10 mi de glucosa.

Estas placas pueden mantenerse a 4c>C durante tres meses.

5.2. Preparación de células competentes
El protocolo utilizado está basado en MANIATIS y otros, 

siendo la principal diferencia que, en nuestro protocolo, las 
células se resuspenden en un volumen mucho menor que el
recomendado por ese manual. Las células competentes preparadas 
con este protocolo tienen, mantenidas a -80“C f la misma 
eficiencia que las preparadas en el momento. Las eficiencias 
de transformación obtenidas con la cepa DH5a son del orden de 
10"7 y 10® transformantes/jig plásmido intacto. El protocolo
seguido es el siguiente.

I. Cultivar 200 mi de medio LB con la cepa apropiada hasta 
una ODéoo = 0.2 (o bien ODsso = 0.5), realizando el inóculo a 
partir de un cultivo de noche.

II. Enfriar en hielo durante 10 min.
III. Centrifugar en el rotor JA-20 a 3.000 rpm durante 15 min 

a 4~C.
IV. Resuspender las células en un total de 100 mi de 0.1 M 

CaCl2 frió y estéril.
V. Mantener en hielo durante 20-30 min.

VI. Centrifugar en el mismo rotor a 3.000 rpm durante 15 min
a 4~C,
VII. Resuspender en 2 mi de 0.1 M CaCla -

VIII. Añadir 300 ni de glicerol estéril y distribuir en 
alícuotas de 100 ^1.

IX. Congelar en nitrógeno liquido y mantener a -80*=^.
Las células preparadas con este sistema mantienen la misma 

eficiencia de transformación al cabo de 1 año.

5.3. Transformaci ón
El protocolo seguido para la introducción de DNA en las 

células competentes ha sido:
I . Descongelar sobre hielo un tubo de células competentes 

preparadas según el protocolo de la sección anterior. Dejar 
sobre el hielo hasta que se descongelen (20-30 min).

II. Añadir el DNA o mezcla de ligación en cantidades 
apropiadas y mezclar suavemente.
III. Mantener en hielo durante 30-60 min (mínimo 10 min), 

mezclando ocasionalmente.
IV. Transferir a un baño de 42c,C durante exactamente 2 min.
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V. Durante el instante que transcurre en poder pasar a la 
etapa vi, mantener el tubo sobre hielo.

VI. Añadir esta mezcla a un tubo de 10 mi estéril, que 
contenga 1 mi de medio LB sin antibiótico, precalentado a 37c*C 
y previamente aireado mediante agitación intensa en el vórtex.
VII. Incubar sin agitación durante 1 h a 37° C , con el fin de 

permitir la expresión del gen que codifica la resistencia a la 
ampicilina .
VIII. Extender 300-400 *il de este cultivo sobre placas de 
medio LB con ampicilina (distribuir el cultivo de la etapa 
anterior en 3 placas), que contengan, si procede, la mezcla 
indicadora IPTG/Xgal.

IX. Invertir e incubar durante 12-16 h a B/^C.
X. Si las colonias resultantes no muestran diferencias 

apreciables de coloración, dejar las placas durante 1-2 h a 
4«=»C y volver a incubarlas a 37c,C durante 2-4 h.

XI. Inocular las colonias recombinantes (de color blanco) en 
un tubo con 5 mi de medio LB con ampicilina.

5.4. Preparación de células para la infección con el 
bacteriófago lambda (plating bacteria)

Este protocolo produce células aptas para la infección, 
que pueden mantenerse a 4c*C durante 3-4 semanas. Está basado 
en MANIATIS.

I . Inocular 5 mi de medio LB con una colonia de la cepa NM 
538 de E.coli. Cultivar a 37c*C durante 12-16 h.
II. Añadir 1 mi del cultivo anterior a 100 mi de medio LB que 

contiene maltosa al 0.2%. Cultivar hasta que la 0D-¡«o sea 0.8 
aprox. (si se utiliza una cepa rec', esperar hasta una 0D 54o = 
2) .
III. Centrifugar en el rotor JA-20 a 7.000 rpm durante 10 min 
a ló^C.
IV. Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento -con 

40 mi de 10mM MgSo* estéril.
V. Mantener a 4caC. Para una placa de cultivo de 90 mm de

diámetro, utilizar 100 jil de esta suspensión celular.
También es posible inocular la colonia directamente en los 

100 mi de medio (etapa ii) y cultivar durante 12-16 h. Las 
células obtenidas de esta manera son también utilizables, 
aunque su eficiencia de infección es algo menor.

5.5. Obtención de placas de lisis del fago lambda
Para obtener placas de lisis, hemos seguido el siguiente

protocolo:
I. Mezclar 100 pl de plating bacteria con una cantidad de 

virus dada.
II. Dejar a temperatura ambiente durante 20 min para permitir
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la adsorción de los virus a las bacterias.
III. Añadir 3 mi de agar blando, fundido a 47c’C y verter 
inmediatamente sobre una placa de medio LB sólido (calentada 
previamente a 37°C).
IV. Dejar solidificar e incubar durante 12 h, hasta que 

aparezcan las placas de lisis.
Efectuando diluciones seriadas del stock vírico en tampón 

SM se ha obtenido el titulo (pfu/pl) de los clones aislados a 
lo largo de este trabajo, así como de la librería genómica de 
Drosophila subobscura. La composición (por litro) del tampón 
SM e s :

N a C l ................. 5.8 &
MgS0«.7H20 .........
Gelatina al 2% . . .

. . 2 &5 mi
1 M Tris-HCl, pH 8.0 . 50 mi
Agua destilada . . . . hasta 1 1
(esterilizar en el autoclave)

5.ó. Preparación de U s a d o s  líquidos
Este es uno de los "cuellos de botella" que hemos 

encontrado a lo largo del trabajo. No conocemos ningún método 
infalible para la obtención (al primer intento) de U s a d o s  
líquidos a partir de un clon dado. El protocolo más
reproducible que hemos conseguido es una adaptación del
recomendado por AUSUBEL y otros (1988).

I. Mezclar 100 pl de plating bacteria (sección anterior), 
100 pl de tampón de adsorción (10 mM MgCl2 ; 10 mM CaCl2 ), y 
100 pl de un stock preparado por difusión de una placa de 
lisis en 0.5 mi de tampón SM (o bien de 10* a 10 ° pfu de
cualquier otro tipo de stock).
II. Incubar durante 15 min a 37C3C.

III. Con estas células infectadas, inocular 50 mi de medio LB
con 10 mM MgCl2 y cultivar con la máxima agitación durante
8-12 h a 37°C.
IV. En caso de no aparecer la lisis, aumentar el volumen de 

cultivo hasta 100 mi con el mismo tipo de medio.
V. Cuando aparezca la lisis, añadir unas gotas de cloroformo 

y agitar durante 10 min más.
VI. Centrifugar en el rotor JA-20 A 10.000 rpm durante 10 min

a 4°C, con el fin de eliminar los restos celulares.
VII. Recuperar el sobrenadante, añadir unas gotas de 
cloroformo y guadar a 40C.

Cuando se requiera una gran cantidad de lisado líquido 
(apartado 6.3.2.), preparar un cultivo de 400 mi de LB + Mg2* 
de la cepa hospedadora hasta llegar a una 0DáCO = O.3-0.4 (o 
bien 0Dg«o = 0.15-0.2) y añadir 5 mi del lisado obtenido en la 
etapa v. Incubar entonces hasta que aparezca la lisis (unas 8 
h) y añadir entonces 1 mi de cloroformo.

-147-



5.7. Transfección con DNA del virus N13
Para preparar las células competentes, se ha seguido el 

mismo método que describimos en el apartado 5.3., salvo que se 
usaron directamente las células de la etapa vi i, sin añadir 
glicero1.

El protocolo de transfección que hemos utilizado es:

I . Al iniciar la preparación de células competentes, 
inocular igualmente un tubo con 10 mi de medio LB, añadiendo 
una gota de un cultivo de noche.

II. Preparar las células competentes (apartado 5.3, hasta la 
etapa vi i).
III. Seguir las etapas i i a v del protocolo de transformación 

con DNA plasmidico (apartado 5.4.).
IV. Fundir medio de agar blando y mantenerlo en un baño a 

42c*C. Distribuir 3 mi de este medio en un tubo estéril y 
mantenerlo en el baño.

V. Añadir a este tubo 40 ni de solución de IPTG y 40 jil de 
solución de X-gal (su preparación se describe en el apartado 
5.1).

VI. Añadir al tubo 300 jil del cultivo de la etapa i (debe 
estar en fase exponencial)
VII. Inmediatamente, añadir las células transformadas, 

mezclar evitando formar burbujas y verter sobre una placa 
previamente precalentada a 37c*C.
VIII. Dejar solidificar e incubar a 37e3C durante 12-16 h, 
hasta que aparezcan los halos de inhibición.

6. AISLAMIENTO DE DNA
6.1. Aislamiento de DNA genómico de Drosophila
Para la detección de secuencias en los genomas de D. 

melanogaster y de D .subobscura, el protocolo que hemos seguido 
es una adaptación del método recomendado por J0WETT (1986). 
Nuestra experiencia es que este método es válido tanto para la 
extracción de DNA a gran escala, como para la extracción de el 
DNA de una sola mosca. Las cantidades recomendadas pueden, por 
tanto variarse proporcionalmente a la cantidad de material de 
partida. El DNA que se obtiene está contaminado con RNA, el 
cual se puede eliminar añadiendo RNasa al tampón final.

I. Homogenizar unas 100 moscas adultas en 300 jil de tampón 
de homogenización (10 mM Tris-HCl, pH 7.5; 60 mM NaCl; 10 mM 
EDTA; 0.15 mM espermina; 0.15 mM espermidina; 5% sacarosa).

II. Añadir 300 ¿il del siguiente tampón: 1.25% SDS; 0.3 M
Tris-HCl, pH 9.0; 0.1 M EDTA; 5% sacarosa; 200 Jig/ml
proteinasa K.
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III. Incubar durante 30-40 min a óO-óó^C, con el fin de
liberar el DNA.

IV. Enfriar en hielo y añadir 90 vil de 8 M K. acetato
(preparado sin ajustar el pH).

V. Incubar en hielo durante 45-60 min y centrifugar en la 
centrifuga de sobremesa durante 1-2 min.

VI. Recuperar el sobrenadante, evitando tomar la capa de 
lipidos de la superficie.
VII. Extraer con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo.

VIII. Añadir 2 volúmenes de etanol a temperatura ambiente y 
centrifugar los ácidos nucléicos durante 5 min en la 
centrifuga de sobremesa.

IX. Lavar con etanol al 80% y secar en vacio.
X. Disolver en 60 jil de tampón TE que contenga 100 vig/ml de

RNasa.
XI. Añadir 140 vil de etanol para precipitar nuevamente. 

Centrifugar y lavar como se describe en las etapas vi i i y ix.
XII. Disolver en 200 ja 1 de tampón TE.

6.2. Aislamiento de DNA plasmldico
6.2.1. Minipreparaciones de plásmidos

Las preparaciones de DNA plasmidico a pequeña escala han 
sido realizadas siguiendo el método de la lisis alcalina, 
descrito en MANIATIS y otros. La principal novedad de nuestro 
protocolo consiste en que la adición de cada disolución va 
seguida de una agitación en vórtex. Hemos suprimido todas 
aquellas indicaciones que se refieren a mezclar suavemente, 
etc. Esta simple modificación aumenta sensiblemente el
rendimiento del proceso.

I. Inocular la colonia que interese en 5 mi de medio LB con 
ampicilina y cultivar durante 12-16 h a

II. En un tubo Eppendorf centrifugar 1.5 mi del cultivo en 
la centrifuga de sobremesa durante 3 min a temperatura
ambiente.
III. Eliminar el sobrenadante y centrifigar de nuevo 1.5 mi 

de cultivo sobre el mismo tubo.
IV. Eliminar el sobrenadante y resuspender en 100 jjl 1 de 

tampón de lisis (50 mM glucosa; 25 mM Tris-HCl, pH 8.0; 10 mM
EDTA; 5 mg/ml lisozima). El tampón sin lisozima puede 
almacenarse indefinidamente a 4c,C; el tampón con lisozima no 
debe guardarse.

V. Mezclar fuertemente con el vórtex hasta resuspender 
totalmente el sedimento. Incubar en hielo durante 5 min.

VI. Añadir 200 jji 1 de solución alcalina (0.2 N NaOH; 1% SDS)
y mezclar con el vórtex. Incubar en hielo durante 5 min.
VII. Añadir 150 ja 1 de 5 M K. acetato (pH 4.8) y mezclar con el 

vórtex (se formará un precipitado). Incubar en hielo durante 5 
m i n .
VIII. Precipitar los restos celulares en la centrífuga de 
sobremesa durante 5 min a temperatura ambiente.

*
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IX. Recuperar el sobrenadante, evitando cualquier 
contaminación con la capa de lipidos de la superficie.

X. Extraer con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo.
XI. Añadir 1.1 volúmenes de isopropanol, mezclar por 

inversión y dejar a -20*=^ durante, al menos, 10 min.
XII. Precipitar los ácidos nucléicos en la centrífuga de 

sobremesa durante 5 min.
XIII. Eliminar el sobrenadante y lavar con 1 mi de etanol al 
80*.
XIV. Centrifugar durante 2 min, eliminar el sobrenadante y 

secar al vacío.
XV. Resuspender el precipitado en 50 jil de tampón TE que 

contiene 20 jig/ml de RNasa A y guardar a 4e3C.
El rendimiento de este proceso es de más de 7 ng de DNA 

plasmidico por mi de cultivo bacteriano, suficiente para 
llevar a cabo al menos 25 análisis de restricción. El DNA 
obtenido de esta forma no presenta contaminación apreciable de 
nucleasas después de 1 año mantenido a 4°C. Su calidad es 
suficiente para utilizarlo como vector, aunque hemos preferido 
utilizar únicamente vectores purificados siguiendo el método 
del punto 6.2.2.

Todos los moldes para la secuenciación de plásmidos han 
sido preparados siguiendo este método a pequeña escala, sin 
ninguna purificación adicional.

6.2.2. Aislamiento de plásmidos a gran escala
A pesar de que el DNA obtenido con el procedimiento 

anterior es de una gran calidad y puede utilizarse como vector 
de clonación, en este trabajo hemos preferido preparar los 
vectores únicamente a partir de DNA extraido mediante 
ultracentrifugación en gradiente de CsCl.

El procedimiento seguido está basado en el protocolo de la 
lisis alcalina recomendado por NANIATIS, con modificaciones.

6.3. Aislamiento de DNA del fago lambda
6.3.1. Preparación a partir de cultivos en placa

Para obtener DNA por este método, se ha seguido 
exactamente el protocolo descrito en NANIATIS y otros.

6.3.2. Preparación a gran escala
Para obtener gran cantidad de DNA, hemos seguido un 

protocolo modificado de NANIATIS y otros. La principal 
modificación es la densidad de las disoluciones de CsCl 
utilizadas y la omisión de una diálisis al final de la 
purificación de DNA. El protocolo seguido es el siguiente:
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I. Partiendo de 400 mi de lisado liquido, distribuirlo en 
dos botellas y centrifugar en el rotor JA-14 (o bien el GS3) a
8.000 rpm durante 10 min.

II. Recuperar el sobrenadante y, si todavía quedan restos 
celulares, efectuar una segunda centrifugación.

III. Añadir 4 mg de RNasa cruda y 4 mg de DNasa I (para el
total de 400 mi de lisado). Incubar durante 1 h a 37c,C.

IV. Añadir 4 g de NaCl y 16 g de polietilenglicol (PEG) por
cada 200 mi y mantener durante 12-16 h a 4<=,C (concentraciones 
finales: 0.34 M NaCl; 8% PEG).

V. Centrifugar en el mismo tipo de rotor a 8.000 rpm 
durante 15 min a 4°C.

VI. Eliminar el sobrenadante y dejar las botellas 
invertidas en posición vertical sobre papel absorbente.

VII. Disolver los sedimentos en un total de 5 mi de tampón 
de fagos (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 20 mM NaCl; 10 mM MgCla).
Dejar durante una hora a 4°C.
VIII. Centrifugar en el mismo rotor a 7.000 rpm durante 2

min, con el fin de eliminar el PEG.
IX. Recuperar el sobrenadante.
X. Preparar tres soluciones de CsCl en tampón de fagos, 

con las siguientes densidades: 1.7 g/ml (92.5 g de CsCl en 100
mi de tampón); Í.5 g/ml (67.5*); y 1.3 g/ml (38.6%).

XI. Preparar un gradiente escalonado de CsCl en dos tubos 
ULTRA-CLEAR de BECKMAN (Ref. 344060, para el rotor SW 40 Ti; 
Ref. 344059 para el rotor SU 41 Ti), de la siguiente forma: 
depositar en el tubo 1.5 mi de la solución de densidad 1.7; 
después añadir lentamente 2 mi de la solución de densidad 1.5, 
procurando que se forme una interfase; por último depositar 3 
mi de la soluciónde densidad 1.3, procurando también mantener 
la interfase. Marcar con rotulador la interfase entre las 
densidades 1.5 y 1.7.

XII. Depositar el sobrenadante de la etapa ix. sobre el
gradiente, procurando no destruir el gradiente.
XIII. Centrifugar en el rotor SW 40 Ti o en el SW 41 Ti) a

30.000 rpm durante 1 h a 4c»C.
XIV. Utilizando una jeringuilla y una aguja de calibre 

grueso, pinchar la banda situada entre la fase de densidad 1.3 
y la de 1.5. La banda tiene un aspecto ver.deazulado. En caso 
de dificultades para ver la banda iluminar los tubos desde 
arriba y mirar sobre un fondo oscuro. Si aparece una banda 
blanca gruesa es porque el PEG no ha sido eliminado 
suficientemente durante la fase viii. En este caso,el 
gradiente ha quedado colapsado y no aparecerá la banda del 
fago.

XV. Poner el volumen recuperado de la banda en un tubo 
nuevo y añadir 5 mi de la solución de densidad 1.5. Rellenar 
el tubo con la solución de densidad 1.3, hasta que falten 7-8 
mm para llegar al borde.

XVI. Centrifugar en el mismo rotor a 30.000 rpm durante 2 h 
a 4eaC.
XVII. Recuperar la banda de la forma descrita en la etapa xiv 

y dializar frente a 1000 volúmenes de tampón de fagos durante 
1 h a temperatura ambiente.
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XVIII. Cambiar el tampón y dializar de nuevo durante 1 h.
XIX. Transferir la suspensión de. fagos a un tubo y añadir

0.5 M EDTA para obtener una concentración final de 20 m M .
XX. Añadir proteinasa K en polvo (o de un stock recién

preparado) para obtener una concentración final de 50 ng/ml y
añadir SDS al 10% para obtener una concentración del 0.5%.

XXI. Mezclar e incubar durante 1 h a óS^C.
XXII. Añadir un volumen igual de fenol y mezclar durante 10 

min. Separar las fases por centrifugación y recuperar la fase 
acuosa.
XXIII. Añadir un volumen de fenol-cloroformo, mezclar
brevemente y separar las fases por centrifugación.
XXIV. Repetir la etapa anterior, pero esta vez con

cloroformo.
XXV. Transferir a un tubo y añadir 1 volumen de isopropanol. 

Se formará una "medusa" de precipitado, que puede recogerse 
con una punta desechable de micropipeta.
XXVI. Lavar con etanol al 80% , secar al vacio y disolver en

tampón TE.

ó.3.3. Minipreparaciones de U s a d o s  líquidos
En la última parte de este trabajo, hemos probado (con 

éxito) el protocolo recomendado por AUSUBEL y otros (1988) 
para pequeños volúmenes de lisados, con ligeras 
modificaciones. La pricipal modificación es la omisión de la 
etapa de ultracentrifugación a 30.000 rpm durante 90 min (en 
un rotor SW-27) que, en nuestro protocolo, hemos sustituido 
por el uso de una centrifuga de alta velocidad. El protocolo 
es el siguiente:

I. Partiendo de 50 mi de lisado liquido, añadir 10 jal de 
DNasa (5 mg/ml) y 25 jil de RNasa (10 mg/ml). Incubar a 37°C 
durante 1 h.

II. Sedimentar los fagos mediante centrifugación a 20.000 
rpm durante 135 min en el rotor JA-20 (tubos Corex).
III. Retirar el sobrenadante e invertir los tubos sobre papel 

absorbente, para eliminar el liquido al máximo. Resuspender 
los fagos en 50 mM Tris-HCl, pH 8.0.

IV. Pasar esta solución a un tubo Eppendorf y añadir 200 jil 
de fenol. Dejar en agitación durante 15-20 min. Centrifugar 
durante 2 min y recuperar la fase acuosa.

V. Repetir la extracción con fenol.
VI. Añadir 200 ul de cloroformo y mezclar por agitación. 

Centrifugar brevemente y recuperar la fase acuosa.
VII. Repetir la extracción con cloroformo.

VIII. Añadir 20 jil de acetato sódico 3 M y precipitar el DNA 
con 2 volúmenes de etanol al 96% a temperatura ambiente.

IX. Centrifugar durante 10 min y eliminar el sobrenadante.
X. Lavar el precipitado con etanol al 80%, centrifugar 5 

min y eliminar el sobrenadante.
XI. Secar en vacío y resuspender el DNA en 100 p.1 de tampón 

TE. En caso de observar precipitados de distinto tamaño (en
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diferentes prparaciones), resuspender en volúmenes de TE 
proporcionales al tamaño de los mismos.

Con este protocolo, hemos obtenido cantidades de DNA del 
orden de 50-100 jil . La calidad de este DNA es suficiente para 
el análisis de restricción y para la subclonación de 
fragmentos en vectores plasmidicos. Si al digerir con enzimas 
de restricción se obtienen bandas difusas, esto se debe a la 
presencia de nucleasas contaminantes en el DNA (por una mala 
extracción con fenol). Si esto ocurre, se puede solucionar 
efectuando una nueva extracción con fenol (aunque las bandas 
aparezcan con degradación, probablemente el DNA no estará 
degradado, ya que la degradación se produce durante la 
incubación a 37c,C para el análisis de restricción).

6.4. Aislamiento de ssDNA del fago H13
Con el fin de obtener moldes de simple cadena para los 

primeros experimentos de secuenciación, hemos seguido el 
método descrito en el Manual de Instrucciones "M13 
Cloning/Dideoxy Sequencing" del proveedor GIBCO-BRL.

I. Inocular una colonia de la cepa JM105, u otra apropiada 
para el cultivo de M13 en 5 mi de medio LB y cultivar durante 
12-16 h a 37®C.

II. Inocular 2 mi de medio LB con 2 gotas del cultivo 
anterior, junto con una placa de lisis. Incubar durante 5-6 h 
a 37°C con fuerte agitación. Evitar períodos más largos de 
incubación, pues se puede producir la lisis celular y el ssDNA 
obtenido estarla contaminado con DNA cromosómico.
III. Transferir 1.5 mi del cultivo a un tubo Eppendorf y 

centrifugar 5 min a temperatura ambiente.
IV. Transferir 1.2 mi del sobrenadante a un tubo nuevo, 

evitando tocar el sedimento celular. El sedimento puede 
conservarse, pues contiene el DNA del virus en su forma 
replicativa (RF). Para preparar el RF DNA, basta con procesar 
este precipitado del mismo modo que en la preparación de DNA 
plasmidico a pequeña escala. El sedimento también sirve como 
stock del clon.

V. Añadir al sobrenadante 300 jil de una solución de 
precipitación (20% PEG; 2.5 M NaCl). Mezclar brevemente en el 
vórtex y dejar 15 min a temperatura ambiente.

VI. Sedimentar los virus por centrifugación durante 10 min 
en la centrifuga de sobremesa.
VII. Tirar el sobrenadante y volver a centrifugar durante 2 

m i n .
VIII. Eliminar al máximo el sobrenadante, con la ayuda de una 
pipeta Pasteur con la punta estirada a la llama.

IX. Resuspender el precipitado de virus con 200 ^1 de tampón 
TE que contiene RNasa (50 ;ig/ml) . Extraer con un volumen igual 
de fenol. Agitar violentamente con la ayuda del vórtex.

X. Transcurridos 10 min, agitar nuevamente en el vórtex y 
separar las fases por centrifugación durante 2-3 min.
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XI. Recuperar la fase acuosa y extraer con cloroformo.
XII. Precipitar añadiendo 20 jil de 3 Pl Na.acetato (pH 5.0) y 

500 *il de etanol al 96%. Mantener durante 12-16 h a -20c,C o 
bien durante al menos 15 min a -70°C.
XIII. Centrifugar en frió durante 10 min. Lavar con 1 mi de 
etanol al 808s frío y volver a centrifugar.
XIV. Secar el precipitado al vacío y resuspenderlo en 20 ul 

de tampón TE. Guardar a -20c,C.

El rendimiento de este proceso es de 1-2 jig de DNA por 
preparación. Para una reacción de secuenciación, suele ser 
suficiente con 5 ul de este DNA.

7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
Aunque en algunos casos hemos determinado la concentración 

midiendo la A 2 <so, en la mayoría de los casos lo hemos hecho 
comparando la intensidad de fluorescencia de la muestra en un 
minigel con las diferentes intensidades de los fragmentos de 
un marcador de peso molecular.

El marcador utilizado es el lambda Hind III de Boehringer 
Mannheim (B.M.) (Cat.No. 236 250). Los tamaños de los
fragmentos de DNA que contiene se enumeran en el apartado
13.1.

8 . SONDAS UTILIZADAS
8.1 Derivadas de D.melanogaster 

cDm903:
En los primeros rastreos (screenings) de la librería 

genómica, hemos utilizado como sonda el plásmido cDm903, que 
contiene un inserto de cDNA clonado en el sitio EcoRI del 
vector pBR322. El inserto, de 2.2 kb, contiene la combinación 
de exones 1-2-4-5-6-7-8, y corresponde a un RNA derivado del 
promotor distal (P1) (SCHNEUMLY y otros, 1986). Esta sonda nos 
ha sido facilitada por el Prof. Ualter J. Gehring, de la 
Universidad de Basilea (Suiza).

Este inserto fue purificado y mantenido a -20c>C hasta el 
momento de marcarlo con un isótopo radioactivo.
pDmA.2015:

Con el fin de identificar la región que contiene la 
secuencia homeobox, hemos preparado sondas del plásmido 
pDmA.2015, que es un clon de DNA genómico que incluye parte 
del exón 3' terminal, concretamente un fragmento EcoRI de 1.7 
kb (donde se encuentra la secuencia homeobox) insertado en el 
sitio EcoRI del vector pUC 8. Este clon es un derivado del 
clon homónimo descrito en LAUGHON y otros (1986). Esta sonda 
nos ha sido facilitada por Sonsoles Campuzano, del Centro de
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Biología Molecular (CSIC).

8.2 Derivadas de D.subobscura
Para las estapas de paseo cromosómico (chromosomal walk), 

hemos utilizado como sondas fragmentos de restricción 
subclonados en el vector pUC 18. El uso de cada uno de estos 
clones se describe en el apartado RESULTADOS.

Con el fin de determinar el grado de solapamiento entre 
dos clones dados del fago lambda, hemos utilizado una sonda 
que incluye todo el DNA de uno de los clones y ésta se ha 
hibridado frente a un filtro que contiene DNA del otro clon, 
digerido con varios enzimas de restricción.

9. MARCAJE DE DNA
9.1. Nick-translation
Para marcar sondas mediante este sistema, hemos seguido un 

protocolo basado en MANIATIS y otros. El tampón utilizado (NT) 
es el que recomienda este autor.

0. Tampones de partida.
Tampón NT <10x): 0.5 M Tris-HCl, pH 7.2; 0.1 M MgS0«; 1 

mM DTT; 500 ;ig/ml BSA.
Mezcla C G T : 2 mM dCTP; 2 mM dGTP; 2 mM dTTP (diluidos a 

partir de las disoluciones stock, preparadas según MANIATIS y 
otros >.

1. Mezclar en un tubo Eppendorf: 2 )il de tampón NT; 1 jal de 
mezcla CGT; x jal de DNA (mínimo 50 ng); 1 Jil de DNA pol I (1-3 
U, según concentración suministrada); 1 jal de solución diluida 
de DNasa I (0.1 ¿ig/ml, ver apartado 1.4) y agua hasta 17 ni*

II. Añadir 3 ni de Ca32PDdATP reciente. Si el nucleótido
radiactivo tiene más de dos semanas, aumentar la cantidad 
añadida y modificar la cantidad de agua.
III. Incubar durante 1-2 h a IS-ló^C.
IV. Parar la reacción con 5 ni de 0.5 M EDTA.
V. Preparar una columnna de Sephadex G-100 en el interior

de una pipeta Pasteur. Determinar el volúmen vacio 
(normalmente entre 450 y 500 ni) con una solución de azul
dextrano y equilibrar la columna con tampón TE.

VI. Aplicar los 25 ni de muestra y dejar este volumen en la
columna.
VII. Sin dejar que el gel se seque, aplicar lentamente un 

volumen de TE igual al 90% del volumen vacio. El avance del
pico de DNA marcado puede seguirse con un monitor de
radiactividad de tipo Geiger.
VIII. Añadir 450 ni de TE y recoger todo el volumen eluido de 
la columna.

Si el mareaje ha funcionado, debe observarse claramente un
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pico de radiactividad que debe salir con el volumen vacío. Se 
puede obtener una buena estimación del porcentaje de 
radiactividad incorporado en el DNA, midiendo con el monitor 
las cpm de la muestra antes y después de pasarla por la 
columna (colocando el detector del monitor a una misma 
distancia, en ambos casos).

El porcentaje de incorporación obtenido con este método ha 
sido, normalmente, del orden del 40-50% . La actividad
especifica resultante ha sido del orden de 0.5 x 10a a 2 x 10a 
cpm/jig.

9.2. 01 igolabe11ing
Este método permite obtener actividades especificas más 

elevadas que con el sistema anterior, aunque la principal 
ventaja es, a nuestro juicio, la mayor facilidad de control de 
este sistema, pues sólo es preciso controlar la actividad de 
un enzima.

Para la aplicación de este protocolo, hemos seguido 
exactamente el protocolo sugerido por FEINBERG y V0LGESTEIN 
(1983), excepto que la mezcla de nucleótidos a sido adaptada 
para el uso de C32PDdATP marcado, en vez de C32P3dCTP.

Después de incubaciones durante 12-16 h, la actividad 
especifica del DNA marcado con este sistema ha oscilado entre
0.5 x 10** cpm/ng.

La eficiencia de incorporación ha oscilado normalmente 
entre el 60 y el 90% y la actividad especifica obtenida ha 
sido de 2 x 10a a 6 x 10a cpm/jag.

9.3. Mareaje de extremos 5'
Cuando no se precisa una actividad especifica muy elevada, 

es posible utilizar sondas marcadas por este método:
I. Partiendo de 0.5-1 ¿ig de DNA lineal defosfori lado con 

fosfatasa alcalina intestinal, aumentar el volumen hasta 200 
Ul .

II. Extraer con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo.
III. Añadir 0.1 volúmenes de 3 M Na.acetato y 2.5 volúmenes 

de etanol al 96%.
IV. Incubar a -70°C durante, al manos, 20 min y centrifugar 

en la centrifuga de sobremesa durante 15 min.
V. Lavar en etanol al 80% y secar al vacio.

VI. Disolver en 18.5 jil de agua. Añadir 2.5 jj.1 de tampón 
(10x) de k i nasa (apartado 1.4) y 1 jil de pol inucleót ido k i nasa 
(unas 4 U ).
VII. Añadir 3 ni de Cgamma32PDATP e incubar durante 45 min a 

37°C.
VIII. Separar del DNA marcado del nucleótido radioactivo tal 
como se describe en las etapas v a vi i i de la sección 9.1.
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9.4. Mareaje no radioactivo
En una segunda fase de nuestro trabajo, hemos prescindido 

del uso de isótopos radioactivos, aprovechando la 
comercialización de un kit de mareaje y detección de DNA que 
incorpora la digoxigenina (un esteroide) como molécula 
marcadora del DNA (B.M. Cat.N o . 1093 657). La detección de la
señal se efectúa utilizando un anticuerpo conjugado al enzima 
fosfatasa alcalina y efectuando una reacción de color.

El método de mareaje es el de oligolabel1ing, descrito en 
el apartado 9.2. y el protocolo específico sigue las 
recomendaciones del proveedor:

I. Desnaturalizar entre 100 ng y 2 pg de DNA lineal, 
calentando a 100°C durante 10 min.
II. Enfriar rápidamente en una mezcla de etanol y hielo seco.

III. Añadir 2 pl de mezcla de hexanucleótidos (vial 5), 2 pl 
de mezcla de nucleótidos <1 mM dATP; 1 mM dCTP; 1 mM dGTP;
0.65 mM dTTP; 0.35 mM dUTP-digoxigenina; pH 6.5) y agua hasta 
19 pl .
IV. Añadir 1 pl de fragmento Klenow (Labelling Grade, vial 7) 

e incubar a 37e3C entre 60 min y 16 h.
V. Parar la reacción añadiendo 1 pl de 0.5 M EDTA y 

precipitar el DNA marcado añadiendo 2 pl de 4 N LiCl y 60 pl 
de etanol enfriado a -20oC. Dejar a -20c,C durante 2 h o a 
-70c*C durante 30 min.
VI. Centrifugar durante 10 min en la centrifuga de sobremesa. 

Eliminar el sobrenadante y secar en vacio.
VII. Disolver en 50 pl de TE.

10. TRANSFERENCIA A FILTROS
En la mayoría de los experimentos de hibridación, hemos 

utilizado filtros de nylon del proveedor Amersham (Refs. 
RPN.3050N y RPN.87N).

Hemos comprobado que la solución de neutralización 
recomendada por estos autores (0.5 M Tris-HCl, pH 8.0; 1.5 M 
NaCl) tiene el mismo resultado que la recomendada por la hoja 
de instrucciones del proveedor Pall (3M Na.acetato, pH 5.5). 
En este trabajo nos hemos inclinado por esta segunda 
alternat iva.

A continuación describimos los protocolos específicos que 
hemos seguido.

10.1. Réplica de placas de lisis
Durante los screening de la genoteca, asi como durante la 

purificación de los clones positivos, el protocolo de 
transferencia a filtros que hemos seguido ha sido una 
modificación del recomendado por KAISER y MURRAY (1985). En 
todos los casos, hemos utilizado placas de cultivo de 90 mm de
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diámetro y membranas de 87 mm.
I. Una vez que las placas de lisis alcanzan un tamaño de 

alrededor de 0.2 mm, interrumpir la incubación y pasarlas a 
4C3C , con el fin de endurecer la capa de agar blando.

II. Marcar con lápiz un extremo del filtro de nylon con una 
clave que se corresponda con la placa a replicar. Colocar con 
cuidado la membrana (no es necesario humedecerla previamente) 
sobre la superficie del agar.
III. Con la ayuda de una aguja estéril, marcar 4 orificios 

asimétricos sobre la membrana, atravesando también el medio de 
cultivo. Esperar entre 30 s y 1 min.

IV. Si se precisan filtros duplicados, colocar un nuevo 
filtro sobre la placa (sin olvidar marcarlo antes con el lápiz 
), marcar los agujeros siguiendo el patrón establecido sobre 
el medio de cultivo y esperar 1-2 min.

En caso contrario, pasar a la etapa siguiente.
V. Con la ayuda de unas pinzas estériles, separar el filtro 

de la placa y colocarlo (con la superficie de contacto con la
placa boca arriba) sobre una hoja doble de papel Iilhatman 3MM
empapada en solución desnaturalizante (0.5 M NaOH; 1.5 M 
NaCl).

VI. Esperar 5 min y transferir el filtro (en la misma 
posición) a otra hoja de papel de filtro empapada en solución 
de neutralización (3 M Na.acetato, pH 5.5).
VII. Esperar 5 min y enjuagar el filtro brevemente en 2 x 

SSC.
VIII. Dejar secar el filtro sobre papel de filtro durante 
30-60 min a temperatura ambiente (o bien durante 10 min a 
80~C).

IX. Irradiar el filtro durante 3-5 min en el transiluminador
UV (o bien durante 1 h a SO^C).

X. No es necesario seguir este protocolo en la cámara 
estéril. Con el fin de evitar el crecimiento de cualquier 
bacteria contaminante, al final de hacer todas las réplicas en 
filtro, colocar las placas en una campana de vidrio junto con 
un recipiente con 20-30 mi de cloroformo y dejarlas asi 
durante 12-16 h. Tras este tratamiento, envolver las placas 
con plástico y mantenerlas a 4°C.

10.2. Réplica de colonias bacterianas
En algunos casos, para la selección de subeIones

determinados, ha sido preciso hibridar réplicas de colonias 
bacterianas, utilizando sondas especificas, con el fin de 
seleccionar los clones de interés.

El método seguido ha sido idéntico al anterior, salvo que, 
tras el contacto entre la membrana y la placa de cultivo, se 
sometió al filtro a un tratamiento con SDS al 10% (3 min sobre 
papel 3 MM empapado).

10.3. Transferencia de Southern
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Con el fin de detectar secuencias especificas en el DNA 
genómico de Drosophila y en el DNA de los clones 
recombinantes, hemos seguido el protocolo de trasferencia 
desde geles de agarosa a filtros, diseñado por Southern y 
descrito en MANIATIS y otros.

I . Después de la e 1ectroforesis (en condiciones normales, 
incluyendo bromuro de etidio en el gel y en el tampón), tomar 
una fotografía de referencia en el transí 1uminador.

II. Si el tamaño de los fragmentos de DNA a transferir es 
superior a 20 kb, sumergir el gel en una cubeta con 0.25 N HC1
durante 15 min y mantener en agitación. En caso contrario,
pasar a la etapa i i i .
III. Lavar el gel con agua y tranferir a una cubeta con

solución de desnaturalización (idéntica a la de los apartados
anteriores). Mantener durante 30-60 min en agitación.

IV. Lavar el gel con agua y sumergirlo en una cubeta con 
solución de neutralización (también idéntica a la de los 
apartados anteriores) y mantener durante 30-60 min en 
agitación.

V. Montar el sistema de trasferencia por capilaridad de la 
forma descrita en MANIATIS y otros, y transferir el DNA a un 
filtro de nylon utilizando 20 x SSC como tampón de 
transferencia (tiempo de trasferencia: 12-24 h).

V I . Después de la transferencia, procesar la membrana de la 
misma forma que en los apartados anteriores (etapa ix del 
apartado 10.1). La membrana con el DNA fijado se puede 
mantener a temperatura ambiente envuelta en papel de aluminio.

Para la transferencia bidireccional se ha seguido este 
mismo proceso, con el esquema descrito en MANIATIS y otros.

10.4. Dot blot
Cuando se ha precisado una información rápida para la

simple determinación de presencia/ausencia de una secuencia en 
un clon concreto, hemos seguido el siguiente protocolo de dot 
blot:

I. Efectuar varias diluciones de los DNAs problema, hasta 
llegar a concentraciones entre 10 pg/jil y 0.1 pg/|il. 
Desnaturalizar en un baño a lOO^C durante 10 min.
II. Enfriar las muestras en hielo y depositar entre 1 y 5 jil 

de cada una sobre una membrana de nylon (sin humidificación
previa), en la que previamente se ha señalado la posición de
cada muestra.
III. Dejar secar y fijar el DNA mediante tratamiento con UV o 
bien calentando a 80°C durante 1 h.
IV. Prehibridar e hibridar siguiendo los protocolos 

especi ficos.
Cuando las muestras son de ssDNA del virus M13, no es
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precisa la etapa i, y puede procederse a depositar las 
muestras como se describe en la etapa ii.

Hemos observado que los filtros de nylon proporcionan 
señales mucho más intensas que los de nitrocelulosa debido, al 
parecer, a que el DNA difunde muy poco durante el momento en 
que se deposita la gota sobre el filtro.

II. HIBRIDACIONES

Todas las hibridaciones han sido llevadas a cabo en el 
interior de tubos de vidrio, y la temperatura se ha mantenido 
en un horno giratorio del proveedor BACHOFER.

Las soluciones de hibridación utilizadas con las sondas 
marcadas radioactivamente son:

Mezcla con formamida: 5x SSC; 0.1% BSA; 0.1% Picol 1-400;
0.1% polivinilpirrolidona; 50 mM tampón fosfato, pH 7.0; 0.5% 
SDS; 250 jig/ml DNA de salmón sonicado y desnaturalizado; 46% 
formamida desionizada. Esta mezcla sólo ha sido utilizada para 
hibridaciones de estringencia moderada.

Mezcla sin formamida: contiene los mismos componentes en 
las mismas concentraciones excepto la formamida (que está 
ausente) y el SSC (que en esta mezcla se añadió en una
concentración de 6x).

Para las hibridaciones con sondas marcadas con 
digoxigenina, se empleó la mezcla recomendada en la hoja de 
instrucciones del proveedor, incrementando la concentración de 
agente de bloqueo hasta el 1%, para su uso en filtros de
nylon.

Mezcla para sondas no radioactivas: 5x SSC; 1% agente de
bloqueo (componente 11 del kit); 0^1% N-laurilsarcosina (sal 
sódica); 0.02% SDS.

El protocolo seguido para las hibridaciones es:
I. Incubar los filtros, con el DNA ya fijado, en solución de 

hibridación (sin sonda) durante, al menos, 1 h a una 
temperatura apropiada:

Mezcla con formamida: 42°C.
Mezcla sin formamida:

Hibridaciones de estringencia moderada: 65°C. 
Hibridaciones de alta estringencia: ó8°C.

II. Añadir la mezcla de hibridación que contiene la sonda
desnaturalizada e incubar a la misma temperatura entre ó y 24
h, dependiendo de la complejidad del DNA que se pretende 
anal izar.
III. Recuperar la sonda y mantenerla a -20°C.
IV. Lavar los filtros dos veces a temperatura ambiente en un 

volumen grande de 2x SSC; 0.1% SDS (5-10 min cada lavado, en 
agitación).

V. Efectuar los lavados de estringencia (15 min cada lavado, 
en agitación), a la temperatura apropiada:

Hibridaciones de estringencia moderada:
Temperat ura: 50°C
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Tampón: 2x SSC; 0.1% SDS.
Hibridaciones de alta estringencia:

Temperatura: óS^C.
Tampón: 0.1% SSC; 0.1% SDS.

VI. Dejar secar el filtro y proceder a la detección de la 
señal (autorradiografia en el caso de las sondas
radioactivas).

Todas las autorradiografias de sondas marcadas con 32P se 
han realizado con película radiográfica sometida a una breve 
preexposición (preflashing) en luz roja. Aunque en algunos 
manuales se afirma que este tratamiento no aumenta la
sensibilidad para la radiación del 32P, hemos comprobado que 
no es a s i .

Para la detección de la señal de las sondas marcadas con 
digoxigenina hemos seguido exactamente las condiciones 
recomendadas por el fabricante del kit (B.M.). Normalmente, la 
señal de los filtros que contienen DNA de un clon del fago 
lambda, digerido con un enzima de restricción, aparece en 1-5 
min. La señal de el DNA contenido en las placas de lisis
aparece entre 3 y 12 h. La señal de secuencias en el DNA
genómico de Drosophila aparece entre 12 y 24 h de reacción 
enzimát ica.

En caso de volver a utilizar por segunda vez una misma 
mezcla de hibridación, siempre se ha procedido a 
desnaturalizar la sonda durante 10 min a lOO^C (y después a 
enfriarla en hielo).

12. MANIPULACION DEL DNA
12.1. Preparación de vectores plasmldicos
Estos vectores han sido preparados partiendo de plásmidos 

purificados mediante ultracentrifugación en gradiente de CsCl. 
Unos 5 jig de DNA fueron linearizados con el enzima de interés, 
en todos los casos algún enzima de restricción de los que 
cortan en el sitio de clonación múltiple (múltiple cloning 
site) del vector. Durante los primeros experimentos, los 
vectores fueron defosforilados posteriormente a la digestión, 
siguiendo esencialmente el protocolo recomendado por MANIATIS 
y otros. Posteriormente, hemos encontrado varios manuales que 
recomiendan defosforilar el vector al mismo tiempo que se 
realiza la digestión con el enzima de restricción. El 
protocolo definitivo que hemos elaborado es una combinación de 
varias fuentes.

I. Digerir entre 1 y 10 jig de DNA plasmídico (o bien de la 
forma replicativa del virus M13), purificado en CsCl, con el 
enzima de restricción apropiado, incluyendo en la mezcla de 
digestión 1 jil de fosfatasa alcalina de intestino de ternera 
(CIP, 1 U/nl).

II. Observar aproximadamente 0.1 pg de el DNA digerido en un
-161-



minigel de agarosa y comprobar si la digestión es completa.
III. Cuando no se observe ninguna traza de DNA circular, 

proceder a inactivar el enzima de restricción y la fosfatasa 
calentando a 68°C durante 15-20 min.

IV. Extraer con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo.
V. Precipitar con etanol, secar en vacío y resuspender en 

TE, con una concentración de 0.1-0.5 jig/jil.
VI. Efectuar una ligación de 0.5 ng de vector y transformar, 

con el fin de determinar el nivel de ruido de fondo.
En nuestra experiencia, un vector del tipo del pUC 18 

preparado con este protocolo produce, después de ligarlo en 
ausencia de inserto, menos de 200 colonias (todas azules) por 
Mg de DNA (aplicando la prueba de la etapa vi).

12.2. Clonación y selección de recombinantes
Los diversos experimentos de clonación llevados a cabo se 

describen en el apartado RESULTADOS. En la medida de lo 
posible (plásmidos y 1113) se ha preferido el uso de medio 
indicador IPTG/Xgal para la selección de los clones 
recombinantes por su color blanco (en las colonias plasmidicas 
o en los halos de inhibición de N13).

La identidad de los clones recombinantes ha sido 
determinada mediante hibridaciones de el DNA obtenido frente a 
sondas especificas y mediante análisis de sus secuencias.

13. ELECTROFORESIS
13.1. Geles de agarosa
La mayoría de las electroforesis se han llevado a cabo en 

geles de agarosa, dentro de un rango del 0.8 al 1.2$ de 
concentración. Para la elección de la concentración, se ha 
tenido en cuenta el rango de separación descrito en NANIATIS y 
otros. Todos los geles se han preparado incluyendo bromuro de 
etidio en una concentración de 0.5 }ig/ml; el tampón de 
migración ha incluido también este colorante en la misma 
concentración. Estas mismas condiciones se han utilizado para 
los geles que luego han sido transferidos por el procedimiento 
de SOUTHERN.

El tampón de electroforesis ha sido el Tris-borato (TBE), 
con una ligera variación recomendada por el Manual de 
secuenciación del proveedor BRL. Su composición es, para un 
stock 10x: disolver 121.1 g de Tris base, 55 g de ácido 
bórico, 7.4 g Na2 .EDTA en un volumen final de 1 1. El pH final 
es 8.3.

El marcador de pesos moleculares (y de concentración) que 
hemos empleado es una digestión del DNA del fago lambda con el 
enzima de restricción HindIII, que produce fragmentos de los 
siguientes tamaños (en pb): 23130, 9416, 6682, 4361, 2322,
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2027 y 564.
El tampón utilizado para cargar las muestras ha sido el 

tipo II de MANIATIS, por la comodidad de poder mantenerlo a 
40C . Su composición es (tampón 10x): 0.25% azul bromofenol ,
0.25% xilen-cianol, 25% Ficoll-400.

13.2. Geles de poliacrilamida
Los geles de acrilamida para la secuenciación se han 

preparado con gradiente de grosor de 0.2 a 0.4 mm, utilizando 
las placas de vidrio y el sistema de electroforesis Macrophor 
del fabricante PHARMACIA-LKB.

Para la preparación de los geles, hemos seguido un 
protocolo que permite almacenar una mezcla (INSTAGEL) con 
todos los componentes del gel excepto el TEMED y el persulfato 
amónico:

I. Preparar un stock de acrilamida (19:1) al 40% 
disolviendo 380 g de acrilamida (B.M.; Cat.No. 100 137) y 20 g 
de bisacri lamida (SERVA; Ref. 29196) en un volumen final de 1
1. Filtrar en papel Whatmann 3MM y mantener a 4c,C en la 
oscuridad (se mantiene indefinidamente).

II. Preparar una mezcla INSTAGEL al 8% mezclando 100 mi del 
stock de acrilamida al 40%, 250 g de urea (B.M.; Cat.No. 100 
164), 50 mi de tampón TBE 10x y agua hasta 500 mi. Disolver en 
agitación, evitando calentar la mezcla (para compensar el 
enfriamiento producido por la disolución de la urea, es 
posible aplicar calor, pero evitando que la mezcla llegue a 
calentarse). Mantener a temperatura ambiente en la oscuridad 
(se mantiene durante 1 mes).
III. Preparar una disolución de persulfato amónico (PSA) al 

10% y mantener a 4°C (estable durante 1 semana).
IV. En un matraz Kitasatos, desgasificar en vacio 75 mi de 

Instagel durante 5-10 min.
V. Añadir 750 ¿il de solución al 10% de PSA y 15 ul de 

TEMED.
V I . Verter el gel sobre el sistema de placas de vidrio que 

han sido tratadas de la forma recomendada por el fabricante 
(Pharmacia-LKB). Dejar polimerizar durante, al menos 1 h.
VII. Efectuar una preelectroforesis durante 30-60 min a 1000

V.

14. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA
Para purificar fragmentos, hemos seguido un protocolo 

simplificado basado en MANIATIS y otros. La principal ventaja 
de esta altenativa es que la electroelución se lleva a cabo en 
la misma cubeta que la electroforesis, asi como en el mismo 
tampón de electroforesis: no encontramos necesario llenar la 
cubeta de electroforesis con 0.5x TBE.

-163-



Alternativa A.
I. Escindir del gel el fragmento de interés utilizando una 

hoja de bisturí estéril. Si el DNA es para subclonación, 
minimizar la exposición del fragmento a la radiación U V .

II. Rellenar un tubo de diálisis (cerrado por un extremo) 
con tampón TBE 0.5x e introducir el fragmento de agarosa que 
contiene el fragmento de DNA. Sacar la mayor cantidad posible 
de tampón y cerrar el otro extremo de la bolsa.
III. Introducir en una cubeta de electroforesis que contiene

TBE 1x y aplicar 100 voltios durante 30 min.
IV. Invertir la polaridad durante 30 s y comprobar en el 

transíluminador UV que el DNA ha salido de la agaroa.
V. Recuperar el tampón de la bolsa y lavar con algo más de 

tampón.
VI. Centrifugar durante 10 min en la microcentrífuga, con el 

fin de sedimentar los posibles restos de agarosa.
VII. Recuperar el sobrenadante, evitando tocar el precipitado 

de agarosa.
VIII. Extraer con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo.

IX. A la fase acuosa final, añadir 2 ¿il de una solución de 
tRNA (10 mg/ml) y añadir 2 volúmenes de etanol.

X. Dejar precipitar durante, al menos, 1 h a -70°C.
Centrifugar, secar a vacio y resuspender en el tampón
adecuado.
Alternativa B.

Este protocolo se basa también en la electroelución del 
fragmento y la diferencia radica en el método de purificación 
del DNA.

I. LLenar una jeringuilla de 5 mi con 2 mi de tampón HIGH 
(1 NaCl; 20 mM Tris-HCl, pH 7.5; 1 mM EDTA).

II. Cortar la punta de una columna Elutip-D (Schleicher 
SchUll, Ref. NA 010/2) justo por debajo de la matriz y unirla 
a la jeringuilla. Forzar el tampón a través de la columna.
III. LLenar otra jeringuilla con 5 mi de tampón LOW (0.2 N 

NaCl; 20 mW Tris-HCl, pH 7.5; 1 mH EDTA).
IV. Separar la columna de la primera jeringuilla y unirla a

la segunda. Hacer pasar el tampón.
V. Separar la columna de la segunda jeringuilla y cargar 

esta jeringuilla con la muestra de DNA (obtenida en las etapas 
i a v del apartado anterior). El DNA debe ajustarse a una 
concentración salina de 0.2 H NaCl.

VI. Unir un filtro desechable de acetato de celulosa 
(Schleicher SchUll, Ref. FP 030/20) a la jeringuilla ya 
cargada y unir la columna al extremo del soporte del filtro.
Hacer pasar lentamente la muestra de DNA a través del filtro y
de la columna.
VII. Separar la columna, cargar la misma jeringuilla con 3 mi 

de tampón LOW y volver a conectar la columna al soporte del 
filtro. Hacer pasar este tampón por el filtro.
VIII. Separar la columna. Cargar la primera jeringuilla con
0.4 mi de tampón HIGH y unirla directamente a la columna.
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IX. Forzar la elución del DNA y precipitarlo con etanol si 
es preciso.

15. SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS
Para completar parte de la secuencia que hemos 

determinado, hemos utilizado dos oligonucleótidos sintéticos. 
La síntesis fué realizada por el Dr. Enrique Herrero y por el
Dr. Julio Polaina, utilizando un sintetizador Gene Assembler
Plus de Pharmacia-LKB y siguiendo las instrucciones del 
fabricante.

La secuencia de los oligonucleótidos sintetizados son, en 
dirección 5'-3', TTCTGGCTGTAGTGATGCA (oligol) y
TGGCGTGATGCCACAGGCACA (oligo2). El oligol se une a las
posiciones 317-335 (ambas incluidas), de tal forma que la
secuencia que hemos determinado con su uso es la de la cadena 
complementaria a la que presentamos en las figuras del 
capítulo Resultados. El oligo2 corresponde a las posiciones
477-497 de la secuencia que hemos obtenido (ver la secuencia 
proporcionada en el capitulo de Resultados; fig- 10), de tal 
forma que la secuencia determinada corresponde a la cadena 
codificante del gen Antp.

Su diseño se llevó a cabo partiendo de la secuencia
parcial de D .subobscura, previamente determinada, evitando 
incluir repeticiones de la secuencia CAG (o sucomplementaria
C T G ), dado que se encuentra en numerosas posiciones a lo largo 
del gen Antennapedia.

Para su uso como primer en las reacciones de 
secuenciación, hemos utilizado los oligonucleótidos sin 
ninguna purificación de tamaños. La cantidad utilizada por 
reacción es de 20 ng.

16. SECUENCIACION
El método de secuenciación que hemos seguido es el de 

SANGER (1977). El isótopo utilizado en todos los casos ha sido 
el análogo C3®S3dATP (desoxiadenosina 5'-al3BSDtiotrifosfato) 
de Amersham (Cat.No. SJ.Í304; actividad específica superior a 
1000 Ci/mmol). Hemos preferido el uso de este isótopo por la 
mayor facilidad de su manejo, vida media más larga, y por la 
buena resolución que proporciona durante la autorradiografia.

El primer que hemos utilizado para la secuenciación de los 
clones de N13 es el primer universal de 17 pb, cuya secuencia 
es GTAAAACGACGGCCAGT (B.M., Cat.No. 1010 077). Para la
secuenciación de los clones plasmidicos hemos empleado tanto 
el primer universal de 17 pb como el primer reverso, también 
de 17 pb, cuya secuencia es CAGGAAACAGCTATGAC (B.M. Cat.No. 
1010 093). Además, en dos ocasiones, hemos empleado
oligonucleótidos de síntesis (ver apartado anterior).
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16.1. Secuenciación de moldes de cadena simple
Para secuenciar los clones de M13 hemos seguido el 

siguiente protocolo:
I. Partiendo de la soluciones stock 10 mPI de 

desoxirribonucleótidos (preparadas según se describe en 
MANIATIS y otros), preparar unas diluciones 1:20 en agua 
(concentración final de cada stock: 0.5 mM).
II. Con estas soluciones diluidas, preparar las siguientes 

mezclas de nucleótidos, que son estables a -20c:,C:
A' C* G ' . T'

0.5 mM dCTP 20 ni 1 ni 20 ni 20 jil
0.5 mM dGTP 20 ni 20 ni 1 ni 20 ni
0.5 mM dTTP 20 ni 20 ni 20 ni 1 ni
10x tampón 20 ni 20 ni 20 ni 20 ni
de reacción

Tampón de reacción (10x): 100 mM Tris-HCl, pH 8.0; 100 mM
MgCla; 300 mM NaCl.

III. Partiendo de los stock 10 mM de
didesoxirribonucleótidos, preparar las siguientes diluciones: 
0.5 mM ddATP; 0.5 mH ddCTP; 0.5 mM ddGTP; y 1 mM ddTTP.

IV. Preparar la mezclas mezclas de reacción de la siguiente 
forma:

Mezcla A: 20 ni A* + 20 ni 0.5 mM ddATP
Mezcla C: 20 ni C* ♦ 20 ni 0.5 mN ddCTP
Mezcla G: 20 ni G 1 + 20 ni 0.5 mM ddGTP
Mezcla T: 20 ni T' + 20 ni 0.5 mn ddTTP

V. En un tubo Eppendorf, mezclar 0.5-1 ng de ssDNA del clon 
de H13; 10 ng del primer universal; 1 n i de tampón de reacción 
(10x) y agua hasta completar un volumen final de 12.4 ni*

VI. Calentar en un baño a 55-60°C durante 10 min y dejar 
enfriar lentamente (20-30 min). El DNA con el primer unido 
puede mantenerse a -20°C.
VII. Marcar 4 tubos con las letras A, C, G y T y poner en 

cada uno de ellos 2 ni de la mezcla correspondiente.
VIII. Al tubo con el DNA unido al primer, añadir 1 ni de 
fragmento Klenow (1-2 ü); 1 ni 0.1 M DTT; y 3 ni C3CSS3dATP. 
Mezclar bien y distribuir 3 ni de esta mezcla a cada uno de 
los cuatro tubos de la etapa anterior.

IX. Incubar a óO^C durante 5 min.
X. Añadir 1 ni de 0.5 mM dATP a cada tubo e incubar durante 

otros 5 min a 50°C.
XI. Interrumpir las reacciones añadiendo 5 ni de tampón de 

parada. En esta fase, las muestras pueden guardarse a -20°C.
XII. Para cargar el gel, desnaturalizar la muestra en un baño 

a 100°C durante 3-5 min. Durante el tiempo que transcurra
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hasta el momento de cargar, mantener sobre hielo.
XIII. Cargar 3 jil en cada carrera del gel de secuenciación. El 
resto de la muestra puede guardarse a -20°C.

Tampón de parada: mezclar 100 mi de formamida desionizada, 
0.1 g de xilene cianol, 0.1 g de azul bromofenol, y 4 mi de 
0.5 M EDTA. Mantener a 4e3C.

16.2. Secuenciación de moldes de doble cadena
La mayoría de las secuencias analizadas corresponden a 

segmentos clonados en plásmidos. El método seguido es el 
recomendado por la hoja de instrucciones de B.M., con las 
siguientes modificaciones:

(1) Hemos añadido 3 ni de C3*SDdATP, en vez de 2 ni ;
(2) las reacciones se han llevado a cabo a 50^0 durante 5

min, en vez de a durante 20 min; y
(3) hemos cargado 3 ni de muestra, en vez de 1-2.
En las últimas partes de este trabajo, hemos llevado a 

cabo las reacciones de secuenciación utilizando la DNA
polimerasa del fago T7 (Pharmacia; Ref. 27-1682-01), que
aporta numerosas ventajas frente al framento Klenow. Estos 
experimentos se han realizado siguiendo el protocolo de la 
hoja de instrucciones, con la siguiente modificación:

(*) Para la desnaturalización, secar al vacio 2-3 jig de 
DNA y resuspenderlo en 10 ni de 0.2 N NaOH.

17. ANALISIS DE SECUENCIAS
Parte de las secuencias que hemos obtenido ha sido 

analizadas con el software del Genetics Computer Group 
(Universidad de Wisconsin>, instalado en un ordenador de tipo 
VAX. El resto de los análisis, incluyendo la elaboración de la 
estrategia de clonación y las búsquedas en las bases de datos, 
se han llevado a cabo con los programas DNASTAR, instalados en 
un ordenador personal Olivetti M380, XP3.
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