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INTRODUCCION

Una de las cuestiones fundamentales de la Biologia es
conocer coémo una sola célula (zigoto) interpreta 1la
informacidén que posee (su DNA junto con ciertos productos
maternos) y se desarrolla en una organismo adulto. El objeto
de la Genética del Desarrollo es buécar qué genes estén
implicados en este proceso de desarrollo y determinar qué tipo
de relacién hay entre la actividad de dichos genes y el
fenotipo observable (el cuerpo de un animal adulto, asi como
los estadios intermedios). ¢Cuantos genes participan en la
elaboracién de cada uno de los rasgos de un organismo? ¢Cual
es la funcién de estos genes?

El organismo en el que se ha alcanzado el mas alto grado
de conocimiento sobre los mecanismos genéticos del desarrollo
es Drosophila melanogaster. Los estudios genéticos en este
organismo han empezado a revelar la l6gica de algunas de las
partes del programa de desarrollo. Puede decirse que l1os genes
del desarrollo controlan la forma final del organismo.

Durante las primeras fases de este programa, el embrién de
Drosophila adquiere la polaridad axial como resultado de la
actividad de los productos de varios genes maternos (que se
expresan durante 1la oogénesis); el numero y la polaridad de
los segmentos est&n determinados por 1los productos de unos
genes de expresién zigbtica: 1los genes de segmentacién.

Posteriormente, estos segmentos adquieren su individualidad



por medio de la actividad de otra serie de genes de expresién
zigbtica: los genes homebdticos.
La importancia de los genes homeb6ticos radica en que sus

productos conducen a las células por determinadas rutas de

diferenciacién. Los genes homebticos son considerados genes
selectores: sus mutaciones producen, a menudo, la
transformacién de un segmento en otro. Actualmente se esté

llegando a descifrar cémo se regulan los genes homeéticos,
pero todavia no se han descrito los genes que est&n por debajo
de la cascada de interacciones (genes efectores).

La contribucién de los estudios genéticos al ‘estado actual
de conocimiento ha sido decisiva. El1 estudio de mutantes
letales ha revelado 1la existencia de numerosos genes
implicados en el desarrollo. Cuando su actividad se eliminé
por mutacién, se producen defectos especificos en el
desarrollo, cuyo momento y lugar de aparicién se pueden
determinar con precisién.

Sin embargo, es posible eétudiar detalladamente el tipo 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
culil es la actividad del gen en el desarrollo normal del
individuo. En cualquier caso, los anéllisis genéticos
proporcionan una informacién muy valiosa, que permite abordar
posteriormente los estudios a nivel molecular.

A pesar de sus limitaciones, 1l1a Genética clésica ha"

revelado muchos aspectos de gran interés. Uno de ellos es 1la



evidencia de que no hay un Gnico gen para cada caracter, sino
que no existe tal exclusividad. En la mayoria de 1los casos,
los caracteres vienen determinados por varios genes y a este
efecto gse le denomina pleiotropia. Los caracteres fenotipicos
que no estén sujetos a pleiotropia son la excepciétn y no 1la
regla.

Con los analisis a nivel genético se han detectado
numerosas interacciones entre muchos genes del desarrollo. Por
su parte, los estudios a nivel molecular estén permitiendo
analizar 1los mecanismos de dichas interacciones. Con el
anélisis de 1la estructura molecular y de 1los patrones de
expresién de estos genes se ha puesto de manifiesto que 1la
estructura Yy la regulacién de 1los genes del desarrollo,

especialmente la de los genes home6ticos, son muy complejas.

1. EMBRIOLOGIA DE Drosophila ¥
1.1. Descripcién del desarrollo

El huevo de Drosophila responde al tipo centrolecito
(comGn a todos los insectos). Este huevo eété rodeado por una
membrana coriénica muy resistente, que es segregada por las
células foliculares durante la ocoogénesis. El1 huevo se
desarrolla> en una larva vermiforme que, posteriormente

experimenta una metamorfosis que transforma totalmente su



aspecto (Drosophila es un insecto holometébolo). A
continuacién describiremos brevemente el desarrollo de este
insecto. Los tiempos de desarrollo en las distintas especies
de este género son diferentes. Aqui nos referiremos a
Drosophila melanogaster, cuando se cultiva a 25<C.

Hasta el momento de la fertilizacibén, el oocito permanece
en la metafase I de la meiosis. La fertilizaci6tn se produce
conforme salen los huevos maduros por el oviducto: la entrada
del espermatozoide libera el proceso de la meiosis del oocito.
Los pronaGcleos masculino Y femenino no se fusionan
inmediatamente, sino que se dividen una wvez. Tras ésto, se
produce 1la fusi6tn de ambos néGcleos, dando lugar a dos nGcleos
diploides (PARKS, citado en WILKINS, 198¢6).

El huevo de Drosophila comienza su desarrollo con una
serie de divisiones nucleares sincrénicas y muy répidas (cada
8 min aproximadamente) que no vienen seguidas de divisién
celular. Las nueve primeras divisiones tienen 1lugar en el
interior del huevo, dando lugar a una nube de nGcleos que
migran progresivamente hacia la periferia. Las Gltimas cuatro
divisiones se producen en el citoplasma periférico, originando
un sincitio embrionario, con unos 6.000 nGcleos que forman una
monocapa (este namero varia notablemente, entre 4.600 y
6.300). A esta fase se le denomina blastodermo sincitial. En
la décima divisi6bn, unos pocos nlcleos se celularizan en el
extremo posterior del embrién, dando 1lugar a las células
polares, que son el origen de 1los futuros gametos (linea

germinal). En la figura 1A presentamos un esquema de las



primeras divisiones nucleares del huevo.

Finalmente, a las 3 h de desarrollo, la mayoria de estos
nidcleos migran a 1la periferia produciéndose células por
invaginacién de 1a membrana del embrién. Asi, se forma una
lamina uniforme de células, ninguna de las cuales se ha
formado realmente por divisién celular: se = trata del
blastodermo celular (3.5 h a partir de la fecundacién). Esta
~fase de blastodermo celular marca la transicién entre la fase
controlada por productos maternos y la fase controlada por
productos zig6ticos. Los ciclos tan rédpidos de replicaci6n del
DNA dificultan, de alguna forma, la transcripcién del genoma
del zigoto. Hasta el blastodermo celular, el desarrollo
depende, en gran parte, de mRNAs y proteinas de origen
materno, dque se han acumulado en el huevo durante la
oogénesis. Tras la celularizacién del blastodermo, las
divisiones celulares se producen qon menor frecuencia, de tal
forma que la tasa de transcripcié4n aumenta enormemente.

En el desarrollo, 1la danica contribucién del gameto
masculino es su nGcleo; el gameto femenino, ademds de aportar
su ndacleo, establece el esquema de las primeras etapas del
desarrollo. El oocito no sblo tiene funciones de
almacenamiento sino que, lo que es mas importante, 1lleva una
serie de instrucciones morfogenéticas.

El oocito de Drosophila contiene mayoritariamente la yema
(l1ipidos y proteinas) y una reserva de enzimas y nucleétidos
para la replicacién del DNA, asi como tubulina para Ila

formacién de 1os husos mitéticos. Ademés contiene una enorme



cantidad de ribosomas y de otros RNAs. Sorprendentemente, este
RNA posee una gran complejidad informacional de secuencia
(alrededor del 10% del total del DNA de copia Gnica), si bien
esto parece  ser simplemente una reserva de nucleétidos: s6lo
una pequefia parte de este RNA aporta informacién para el
desarrollo.

Como hemos sefialado, al principio los nGcleos del embrién
estan bajo la influencia de productos maternos y es en la fase
del blastodermo celular cuando se produce la activacién del
genoma zigético. Cuando el genoma zig6btico y el materno son
normales (no mutantes), esta transicién entre la fase
controlada por productos maternos y la fase controlada por el
genoma zigébtico pasa inadvertida a nivel morfolégico. 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 transicién.

Inmediatamente después de 1la fase de blastodermo, se
produce una serie de invaginaciones y movimientos celulares:
la gastrulacién. Los primeros signos morfolégicos de
sementacién aparecen a las 5 h, en la fase de extensiétn de la
banda germinativa. Una descripciétn detallada del desarrollo
posterior puede encontrarse en WILKINS (1986), asi como en
WIESCHAUS y NUSSLEIN-VOLHARD (1986).

La larva del primer estadio de Drosophila tiene, tras la
éclosién, unas 10.000 células. Durante 1los tres estadios

larvarios se produce un considerable aumento de tamafio. La



mayoria de las células larvarias, normalmente politenizadas en
mayor o en menor grado, serin destruidas durante la histolisis
pupal. Sin embargo, la larva contiene unas células diploides
que posteriormente darén lugar a la mosca adulta (imago): se
trata de los discos imaginales Y de  las células
histobléasticas. Ambos tipos dervcélulas se diferencian de las
células larvarias circundantes durante la primera mitad de 1la
embriogénesis, pero sb6lo se agruparén al final de la pupacién
para formar el adulto.

Las éélulas de los discos imaginales se dividen durantg el
periodo larvario, mientras que las células histoblasticas sélo
empiezan a dividirse al principio de la metamorfosis, cuando
las células de los discos ya han terminado de dividirse.

La mosca adulta (mds de un millén de células) surge,
principalmente, de estos dos grupos de células. La células
imaginales para las estructuras externas de la cabeza y del
térax, toda la genitalia y la mayor parte de la musculatura
estdn organizadas en 1los discos imaginales. La superficie
externa del abdomen del imago se origina a partir de las
células histoblasticas. En 1la figura 2B mostramos la
correspondencia entre los discos imaginales y las estructuras
del adulto.

Una hormona, la ecdisona, promueve el proceso de
diferenciacién de los discos, asi como la proliferacién de las
células histobléasticas. Sin embargo, la ecdisona es
simplemente un "revelador" de los cambios que ya se han

producido en las células imaginales.



Uno de los fenbémenos que han recibido mayor atencién es el
de la segmentaci6én del embrién, que da lugar a la aparicién de
una serie de estructuras. repetidas (meta&meros). Mas adelante
nos referiremos a los genes implicados en este proceso (genes
de segmentacidén), asi como a los genes que, posteriormente,

especifican la identidad de cada segmento (genes homeéticos) .

1.2. Destino de las células del blastodermo

Es posible seguir el destino de muchas de las células del
blastodermo a 1o largo del desarrollo. Es decir, puede
conocerse de dénde deriva cada una de las estructuras de 1la
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 m&s directa de analizar el destino celular es la
observaci6ébn directa hasta la eclosién del huevo. Otro método
consiste en inducir defectos en el embrién y observar sus
consecuencias. Por Gltimo, el medio més resolutivo es el mapeo
por métodos genéticos.

Para estudiar el origen (en el embrién) de las estructuras
de la larva y del imago el método genético apropiado es el de
anédlisis de mosaicos ginandromorfos. Para estudiar el origen
~de las estructuras de la mosca.adulta también ha sido de gran
utilidad 1la técnica de recombinacién mitética. Con esta

Gltima, es posible inducir clones marcados en cualquier



momento del desarrollo Y analizar su destino. A 1la
representacién del origen de cada estructura sobre la
superficie del embrién (blastodermo) se le denomina mapa de
destino (fate map). En la figura 1B mostramos un fate map de
Drosophila. Ya que el blastodermoc consiste en una mcocnocapa 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
funcién de la posicién en los ejes D-V y A-P.

Las regiones que originan 1los segmentos torécicos vy
abdominales de la larva se sitdan entre el 15 y el 60 % de la
longitud del huevo (EL: 100 % en el extremo anterior y O % en
el extremo posterior). Los segmentos de la cabeza se originan
entre el &0 y el 70 % EL. Esto supone 1/3 de las células del
blastodermo, wunas 2200 células. El resto de 1las células
blastodérmicas forman tejidos internos. Siendo que la
circunferencia del embrién mide unas 72 células, se calcula
que cada segmento tiene, en el blastodermo celular, un
"grosor' de 3 6 4 células (en la dimensién A-P).

Estos experimentos de fate mapping han demostrado que los
mapas de destino del imago y de la larva esté&n estrechamente
. relacionados. Esta concordancia 1implica que 1las células
larvarias y las del 1imago tienen mucho en comin durante el
desarrollo temprano.

Ningan disco imaginal parece tener un origen estrictamente
clonal, a juzgar por el hecho de que todos los discos

imaginales han mostrado mosaicismo en alguna ocasién. Un



namero medio de 10 <células del blastodermo son el origen de
cada disco imaginal. Esto se ha calculado asumiendo que 1la
mancha masculina més pequeria que se encuentre en un
ginandromorfo (para una estuctura imaginal dada) corresponde a
un clon originado a partir de una Gnica célula precursora. De
esta forma, puede estimarse el ndmero de células del primordio
de eéa estructufa en'rei rbi#sﬁoaérﬁo, en funcién del Aarea
relativa que ocupa en el adulto.

El anllisis clonal también ha evidenciado que las células
del primordio para cada estructura son préacticamente
equivalentes, pudiéndo todas ellas generar cualquier parte de
la estructura del adulto. Las sucesivas restricciones del
potencial de desarrollo (dentro del contexto fisiolégico) no
llegan a determinar los tipos concretos de tejido hasta el
final del desarrollo embrionario.

Un clon determinado nunca ocupa, a 1la vez, la parte
anterior y posterior de una estructura.adulta. Al proceso de
asignar regiones concretas a grupos de células se le 1llama
compartimentalizacié4n (GARCIA-BELLIDO y otros, 1979). Cada
compartimento es un policlén, que consiste en varios grupos
completos de clones celulares.

Se considera que 1los compartimentos son las unidades
fundamentales de expresi6én de 1los genes que especifican la
identidad de 1los segmentos (los genes homeétiéos). Cada
segmento del cuerpo de Drosophila (bien sea el embribén, la
larva o el imago) est& dividido en un compartimento anterior y

uno posterior. Asi, por ejemplo, el segundo segmento toréacico

_10_.



(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 Gnica; el 15 %
es DNA altamente repetitivo, situado mayoritariamente en 1los
centrémeros; Y el 10 % restante es DNA moderadamente
repetitivo, que corresponde a elementos transponibles vy
secuencias dispersas. Es probable que muchas de estas
secuencias dispersas (no transponibles) correspondan a
patrones estructurales de productoé génicos de funcién

similar: repeticiones M secuencias homeo box, secuencias

"paired box'", etc.

Cabe plantearse cual es el namero de genes contenidos en
el DNA de Drosophila. Las primeras estimaciones (5.000 genes)
parecen haberse quedado cortas, pues ya se han descrito mas de
3.000 genes distintos (RUBIN, 1988). Una estima razonable
parece la cifra de 15.000-20.000 genés (WILKINS, 1986), lo que

da un tamafio medio de &.000-8.000 pb por gen. La cuestiébn

inmediata es c6mo se organizan los genes en este genoma. La
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respuesta mas cauta sea tal vez decir que no hay datos
suficientes, salvo en varios complejos génicos, que han sido
analizados c¢on detalle. En los préximos apartados hos
referiremos a los complejos génicos Antennapedia vy Bithorax

(ANT-C y BX-C).

2.2. Analisis genético del desarrollo en Drosophila

El anilisis 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 composicién
(protéica) diferente. En el fondo, esto es el resultado de la
expresiébn de genes de forma  diferenciada. Buscar 1los
mecanismos de diferenciaciétn equivale a buscar las diferencias
entre grupos de células. Sin embargo, el estudio del perfil
temporal de sintesis protéica a 1o 1largo del desarrollo
(pulsos de aminoacidos marcados =y electroforesis
bidimensional) no ha revelado diferencias significativas. Esto
se debe, probablemente, a que las proteinas que se sintetizan
con una tasa suficiente para que sean detectables con estas

técnicas son en su mayoria, proteinas con funciones de

mantenimiento (housekeeping).
Los métodos genéticos son mucho mé&s sensibles a la hora de

detectar la existencia de productos celulares. La existencia
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de un mutante revela la produccién 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 mutacién 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 1los que se suprime la
actividad génica normal. En 1los genes esenciales, estas
mutaciones suelen ser letales. Normalmente se deben a una
deleccién. A estos mutantes se les denomina mutantes por
pérdida de funcibén (loss-of-function).

Los mutantes recesivos hipomorfos son aquellés 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
funcién (gain-of-function). Por su parte, un mutante antimorfo
és 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 Gnico alelo normal no es suficiente para la produccién del
fenotipo normal.

Hay dos tipos de screening de mutantes implicados en la

_13_



determinacién del embrién: basqueda de mutantes zigéticos y
bGsqueda de mutantes de efécto materno. Los mutantes de efecto
materno corresponden a genes que sSe transcriben durante la
oogénesis; los mutantes zigdéticos son los que se expresan a
partir de la fase de blastodermo (previamente no hay expresién
zigbtica en el embrién). Para un mutante dado, la fase en la
que aparééen los defeétésrreﬁ ‘ei‘déséfréllo, 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 segmentacibén; vy génes
homebéticos. Los genes de efecto materno establecen gradientes
morfogenéticos en el huevo (informacién posicional). Los genes
de segmentacién interpretan la informacién suministrada por
los gradientes y 1la traducen en una serie de divisiones del
embrién que son 1las wunidades bésicas de 1los insectos: los
segmentos. Por daltimo, los genes selectores homeéticos-
mantienen las diferencias entre segmentos y especifican la
identidad de cada uno de ellos (SCOTT y CARROLL, 1987; INGHANM,

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

_14_



el fenotipo del embrién. Entre las mutaciones que tienen
efecto materno, las producidas en los genes maternos estrictos
son las que aportan realmente informacién sobre 1la
contribucién 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 ﬁo‘ sén viables, por 1o que provocan
esterilidad en 1las hembras (ya que la letalidad de estas
mutaciones se produce en el embrién). Por ello, los mutantes
maternos estrictos estén incluidos en un amplio grupo de genes
denominados female sterility (fs).

Cabe distinguir fres 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 mutacién de estos genes da lugar
a que la parte posterior no aparezca y, en su lugar, se formen
estructuras torécicas. Se conocen, al menos, siete genes
diferentes. Un representante tipico es oskar.

3. Genes terminaies que, en su estado mutado, provocan una
deleccién de los dos extremos del embrién. Se conocen, al
menos, cinco de estos genes.

En la tabla 1, mostramos una 1lista de genes de tipo
materno que afectan a la polaridad dorsoventral. Hay que
sefialar que, adem&s de estos genes maternos, también hay otros

que afectan a la polaridad dorsoventral del embrién, tales
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como Toll, dorsal y easter (ANDERSON y NUSSLEIN-VOLHARD,
1984).

La determinacién de 1las posiciones en ambos ejes son
procesos independientes: los mutantes que alteran la polaridad

dorsoventral dejan intacto el namero de segmentos.

En los mutantes maternos, los cambios que se producen
afectan a todas las células del blastodermo: suelen ser
cambios generalizados. Una hip6tesis que explicaria estos

efectos seria la produccién 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 1la distribucién de 1la
proteina bicoid en embriones (DRIEVER Yy NUSSLEIN-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 unién al DNA).
El mRNA del gen bicoid se sintetiza s6lo 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 1inicia 1la traduccién
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del transcrito, formandose un gradiente exponencial de
concentracién de 1la proteina bicoid, con una concentracién
madxima en el extremo anterior y minima en el posterior kla
proteina difunde libremente en el embrién, pues todavia no héy
membranas celulares). Ademds, 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 determiﬁante anterior que
especifica la posidién de cada punto del embridén (en el eje
A-P) con las distintas concentraciones protéicas produc?das
(DRIEVER y NUSSLEIN-VOLHARD, 1988b; LAWRENCE, 1988). Dicho de
otra forma bicoid determina 1las 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
analogia con bicoid se supone que este gradiente especifica
las coordenadas del eje D¥V, anunque ésto todavia no ha gido
demostrado a nivel molecular.

Surge la cuestién de cébmo estos gradientes protéicos
especifican las coordenadas de 1los ejes. Esto equivale a
plantearse cull es la actividad de estas proteinas. En el caso
de 1la proteina bicoid, su actividad se conoce con bastante
detalle. El1 hecho de que incluye un dominio homeético (ver mas
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 1lee e interpreta 1la informacién facilitada por 1los
genes maternos, Yy la traduce en forma de expresidn

diferenciada de otros genes en distintas regiones del embrién.

3.2. Genes de segmentaciétn

NUSSLEIN-VOLHARD y WIESCHAUS (1980) 1llevaron a cabo un
estudio muy detallado de 1las funciones genéticas que
determinan la segmentacién y 1la 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 segmentacién. Su clasificacién responde al tipo de
efectos fenotipicos que producen.

En estas mutaciones, el fenotipo del embrién depende (al
menos parcialmente) del genotipo del zigoto. Esto difiere de
los genes a 1los que nos hemos referido en el apartado
anterior, en los que s6lo el genotipo de la madre determina el
efecto fenotipico en el embrién. Por eso, los genes de
segmentacién son genes de expresién zigbtica.

Se ha descrito un primer grupo de genes cuya mutacién

produce 1la deleccién de grupos de segmentos. Debido a que

producen huecos se les ha 1llamado '"gap genes'. Un segundo
grupo lo constituyen las mutaciones que producen la
desaparicién de segmentos completos alternos. Por esta
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caracteristica se les llama genes de la regla par, ''pair rule
genes'. Por d4altimo, un tercer grupo 1lo constituyen las
mutaciones que provocan una desaparicién repetitiva de una
parte de cada segmento, junto con una duplicacién simétrica de
lo que queda. Son 1los genes de polaridad de los segmentos,
"'segment polarity genes'.

Esta regionaiidad eﬁ 7165 lugares de aparicién de los
defectos sugiere que la expresién de estos genes tiene lugar
en zonas especificas del embrién. En efecto, utilizando sondas
de estos genes para la deteccidn de sus transcritos en los
embriones (con genotipo normal), se ha comprobado que cada uno
de estos genes tiene un dominio de expresién muy preciso que,
en general, coincide con los lugares donde se detectan los
defectos fenotipicos. Se interpreta que 1los genes de
segmentacién subdividen el embrién en dominios cada vez més
reduéidos.

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 categoria segment polarity se
expresan una parte de cada uno de los segmentos.

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

\
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expresién. Por d4altimo, un ejemplo de expresién 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 segmentacién son los primeros genes zigbticos

que se transcriben. Los genes del tipo gap (como Krippel) son

los que primero se expresan, justo después de 1la divisién
nuclear 11, cuando el embrién es todavia un sincitio;
inmediatamente después se expresan los genes del tipo

pair-rule (como fushi tarazu y hairy); por Gltimo, durante la
divisién nuclear 13, se expresan los genes del tipo segment
polarity, tales como engrailed y wingless (SCOTT y CARROL,
1987; INGHAM, 1988). La expresién de los genes de tipo gap y
del tipo pair-rule es sélo durante estos periodos mencionados;
mientras que 1la expresi6én de 1los genes del tipo segmeﬁt

polarity se mantiene a lo largo de toda la vida del animal.

3.3. Genes homebticos

Los genes homeéticos difieren de los descritos
anteriormente en que sus dominos de expresién no incluyen
regiones tan amplias del embri6én, sino que sus dominios son
méds reducidos. Las mutaciones homeéticas se caracterizan
porque cambian el destino de un segmento y lo transforman en
otro. El fenotipo m&s llamativo de las mutaciones homebéticas

es el de 1los alelos dominantes, como Antennapedia®3®, que
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produce la transformacioén de las antenas en patas
mesotoracicas. Se considera que los genes homeb6ticos son genes
selectores (GARCIA-BELLIDO y otros, 1979), implicados en 1la
especificacién de la identidad de determinados segmentos. —

La expresién de los genes homebticos empieza a detectarse
a partir de la formacién del blasﬁodermo celular, después de
la expresiédn de los‘géneé de‘ioé fibés gap vy pair—rule; Al
analizar 1la expresién de estos genes, se observa que el
embrién se subdivide en dominios de expresién para cada uno de
los genes homebéticos conocidos.

Los genes homedticos se encuentran agrupados en el genoma
de Drosophila en dos complejos génicos: el Compiejo
Antennapedia (ANT-C) y el Complejo Bithorax (BX-C). Las
unidades de transcripcién incluidas en cada uno de estos dos
complejos est&n enumeradas en la Tabla 3. El1 ANT-C incluye
cinco genes homeé;icos, mientras que el BX-C incluye tres. Los
genes del ANT-C participan en la diferenciacién de la cabeza,
el primer segmento torécico (T1) y de la parte anterior del
segundo segmento tor&cico (T2a). Por su parte, los genes del
BX-C participan en la diferenciacién del resto del térax (T2p

y T3) y de los 8 segmentos abdominales (A1-A8).

3.3.1 E1 Complejo Bithorax

El desarrollo del térax requiere el gen Ultrabithorax.

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 andlisis de la estructura molecular de
este complejo ha revelado éste s6lo contiene tres regiones Que
cédifican proteinas: Ultabithorax, abdominal-A y Abdominal-B.

El gen Ultrabithorax (un 'gen del BX-C) especifica
principalmente el segmen;o"T3.7E17ané;isis de;alladq de las
mutaciones Ubx indicé que lo que en éstas se produce no es un
cambio de un segmento en otro, sino que 1la transformacién
tiene 1lugar en la mitad posterior de un segmento y la mitad
anterior del siguiente segmento, que se transforman‘ en
estructuras anteriores. Asi, formalmente, la transformacién
Ubx consiste en que T2p/T3a dan lugar a T1p/T2a, mientras que
T3p/A1a dan lugar también a T1p/T2a. Esta observacién, 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 transformacién

,
Ubx como el cambio de los parasegmentos PS 5 y PS 6 en el
parasegmento PS 4. En la figura °~ 2B mostramos . la
correspondencia entre los segmentos Yy los parasegmentos en el
embrién, en la larva y en la mosca adulta.

Todos los datos sobre 1la 1localizaciétn 1in situ de 1los
transcritos de los ‘genes de segmentacién Yy de los genes
homeéticos confirman que, en efecto, los parasegmentos son las

unidades de expresién génica durante el desarrollo.

Al principio de este punto nos hemos referido al hecho de
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que el BX-C sbélo codifica para tres productos génicos, siendo
que los estudios genéticos habian descrito un namero mayor de
regiones reguladoras (revisado en PEIFER vy otros, 1987). Con
los estudios a nivel molecular, se ha comprobado que cada
regién reguladora es un elemento que funciona en forma de
enhancer de la transcripciobn, especifico para cada
parasegmento. Asi, el gen Ubx est& regulado por un enhancer
(regién abx/bx) que 1le confiere su expresidn en el
parasegmento 5 y por otro enhancer (regiétn bxd/pbx) que le
confiere la expresiétn en el parasegmento 6. Asimismo, el gen
abd-A est4 regulado por 1las regiones (enhancers) iab-2 a
iab-7, que confieren la expresi6tn desde el PS 7 al PS 12
(KARCH, comun. pers.). El1 gen Abd-B est& regulado por la

regién iab-8.

3.3.2. El1 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 ﬁormal del gen Antp es
necesaria para el desarrollo del t6rax, pero no para el de la

cabeza. Las mutaciones por pérdida de funcién indican que 1la
actividad del gen Antp se requiere en el térax para promover
el desarrollo de 1las patas y de las alas, pero no tiene

relacién con el desarrollo normal de la cabeza.
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El fenotipo de la mutacién dominante Antp?3*®, a la quebnos
hemos referido al principio del apartado 3.3, corresponde a un
mutante neomorfo por ganancia de funcién; los mutantes por
pérdida de funcién se producen por la deleccién del locus
Antp, y conducen a un fenotipo recesivo letal, que conlleva la
transformacién de estructuras torécicas en estructuras més
anteriores (STﬁUHL, 1981). Se trata de una transformacién en
direcciébn anterior, mientras que el fenotipo dominante
conlleva una transformacién posterior.

La clonaci6n de este complejo génico (SCOTT y otros, 1983;
GARBER y otros, 1983) y su anldlisis molecular demuestran el
agrupamiento de ocho genes en su interior. Cinco de éstos son
genes homebébticos: 1labial (DIEDERICH y otros, 198%9; 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
segmentacién fushi tarazu (del tipo pair rule) (LAUGHON vy

SCOTT, 1984; KUROIWA y otros, 1984); y un gen implicado en la

diferenciaciétn dorsoventral, zerkniillt (RUSHLOW y otros,
1987).
La localizaciébn cromosémica de este complejo génico, asi

como las posiciones relativas de estos genes, vienen sefialadas
en la figura 3. En la figura 4 hemos dibujado un esquema de la
organizacién de todas estas unidades de transcripcién en el

complejo. En este esquema puede verse la gran diferencia de
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tamafio existente entre unos genes del complejo y otros. El gen
Antp se representa sobre 1la 1linea gruesa (el genoma de

D.melanogaster), mientras que los genes bcd, Dfd, ftz, zen y

lab est&n "ampliados'" en este esquema. La estructura compieta
de los genes Scr y pb no ha sido descrita todavia, por lo que
la regibén que codifica para los productos protéicos (marcada
en negro en los demés geﬁeé)rﬁorvieﬁe indicada.

Los experimentos de hibridacién in situ para la deteccién
de transcritos han permitido demostrar que 1la expresién
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 especificos, se ha comprobado gque 1la proteina
Antp, al igual que otros productos protéicos derivados de
genes con homeobox, se localiza mayoritariamente en 1los
nGcleos de 1las células donde este gen se expresa (CARROL y
otros, 1986).

Una caracteristica muy llamativa de los genes homebéticos
es que existe una correlacién entre el orden anteroposterior
de 1los dominios de expresién en el embrién y la disposicién
(organizaciétn molecular) de estos genes sobre el cromosoma.
As{, en Drosophila el orden cromosémico de genes
lab-pb-Dfd-Scr-Antp-//-Ubx-abd.A-Abd.B se corresponde con el
orden de 1los dominos de expresién dentro del embrién. Se

desconoce totalmente el fundamento de dicha correlacién, si

bien se especula que debe tener alguna funcién fundamental, ya
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que los homblogos de estos genes en el ratén (también
organizados en complejos denominados Hox) mantienen esta

correlacién (GRAHAM y otros, 1989; revisado en AKAM, 1989).

3.4. Genes de mantenimiento

Se ha descrito un gran numero 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 todavia son las funciones
de mantenimiento de los patrones de expresién de los genes de
tipo segment-polarity y de lo; genes homedticos. A diferencia
de los otros genes del desarrollo, dichos genes contintan
expresandose duranté toda la vida del animal. En la regulacién
de esta funcidén de mantenimiento, los genes del grupo Polycomb
(unos 40) parecen desempefiar un papel clave. A juzgar por la
evidencia genética, todos ellos parecen tener una funcién
represora de la expresién de los genes homebéticos (alli donde
no deben expresarse). En los embriones Pc~ la expresién de los
genes home6ticos se dispara en todos los segmentés.

La funcién represora de Pc se ha puesto de manifiesto al
detectar la presencia de la proteina Pc en unas &0 posicibnes

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 proteina se una directamente al DNA.

Algunos de los genes mejor caracterizados de este grupo

son: Polycomb (Pc), extra sex combs (esc), Additional sex
combs (Asc), extra denticles (exd), Polycémb—like (Pcl;,
polyhomeotic (ph), Posterior sex combs (Psci, Sex combs on
midleg (Scm) y super sex combs. (sxc). Todos estos genes

manifiestan un fenotipo que parece un mutante débil de Pc
(transformacién parcial de 1a mayoria de los segmentos en
segmentos abdominaies posteriores). PARO y colaboradores han
demostrado que la proteina Pc se une in vivo al promotor. P1
del gen Antp (com.pers). Estos autores han sdgerido que la
funcién del producto protéico de Pc podria ser la de definir
los 1limites anteriores de 1la expresién de los genes

homeébticos.

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, asi{i como a los genes maternos y de
segmentacién. La clonacién de estos genes ha permitido obtener
sondas para la detecciétn in situ de los rtranscritos en
embriones y determinar, asi, 1los dominios de expresién de

dichos genes (AKAM, 1983; HAFEN et al, 1983).

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

El estudio de la distribucién de transcritos ha
evidenciado varias caracteristicas importantes, a las que Yya
nos hemos referido en parte: a) los genes del desarrollo se
expresan en dominios espaciales muy precisos;vy b) existe un
orden temporal en la expresién y en la funcién.

En general, se observa que los genes homebticos y de
segmentaciétn se expresan en niveles elevados en aquellas
regiones del embrién donde se observan los efectos fenotipicos
de las mutaciones por pérdida de funcién.

Se demuestra que los genes de segmentacién se expresan muy
temprano durante la embriogénesis. Los primeros genes que se
transcriben en el zigoto son los gap genes. Asi, el RNA de
Kruippel se detecta inmediatamente después de 1la divisibn
nuclear 11 (sincitio). Su dominio de expresién es una banda
gruesa, en el centro del embrién, que corresponde al primordio
de la regi6bn toréacica.

Los transcritos de los pair-rule genes, tales como hairy,
runt, fushi tarazu y even-skipped se detectan poco después de
la expresi6én de Kr. Asi el gen ftz se expresa Unicamente desde
el blastodermo temprano hasta el estadio de géstrula. Su
dominio espacial de expresién son siete bandas con un grosor

igual al primordio de un segmento (4 células), aunque estas
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bandas esté&n 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 expresién de
eve es exactamente el complementario: 1los parasegmentos
impares.

El mRNA de 1los segment polarity genes, como Qingless,
engrailed y gooseberry aparece después, durante 1la divisién
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 segmentacién tienen dominios
de expresiétn cada vez mas restringidos, lo cual subdivide al
embrién en regiones que poseen diferentes combinaciones de
productos génicos.

Por dltimo, la primera expresib6tn de los genes homebdticos
se detecta en la divisién nuclear 14 (blastodermo celular, a
las 3 h de desarrollo). Cada uno.de los cinco genes homebticos
del ANT-C (apartado 3.3.2) tiene un dominio de expresién (en
parasegmentos) de tal forma que estos genes ''se reparten' el
control de 1la identidad de la cabeza y de la parte anterior
del tbérax (parasegmentos 1 a 4).

Los estudios de hibridacién 1in situ estin poniendo de
manifiesto también la existencia de unas redes de interaccién
complejas. En general, se concluye que los genes de una cierta
élase vienen influenciados por 1la accién de los genes que
actGan previamente (los cuales controlan zonas mis 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 clonacién de los ANT-C y BX-C, pronto se
descubrié que varias regiones de ambos complejos génicos
tenian una secuencia de 180 pb en comGn. A juzgar por las
intensidades de hibridacién dichas secuencias eran muy
similares entre ellas, aunque no idénticas (McGINNIS y otros,
1984; SCOTT y WEINER, 1984). Pronto se comprobdé que estas
secuencias, que se denominaron homeo box (HB), se encuentran
en la préctica totalidad del reino animal (RUDDLE y otros,
1985; McGINNIS, 1985) y que codifican para un dominio protéico
de 60 amino&cidos.

El hecho de encontrar una secuencia en comdn entre genes
que tienen en comén la funcién de controlar e; desarrollo
llevé a 1la proposicidédn de que el dominio protéico codificado
tendria una actividad similar en todos estos genes. Las
primeras especulaciones sobre su posible actividad de unién al
DNA se basaban en una cierta similitud con algunos represores
procariéticos de 1la clase helix-turn-helix (SCOTT y WEINER,
1984). Por otra parte, 1la localizacién subcelular de las
proteinas que contienen HB es, mayoritariamente, nuclear.

En efecto se ha comprobado que la proteina de cualquier

gen que contenga HB (expresada en vectores bacterianos) se une
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de forma especifica al DNA (DESPLAN y otros, 1985, 1988). Hay
toda una serie de trabajos recientes que demuestran que los
genes con dominio homebético se unen a secuencias especificas y
regulan la transcripcién de los genes donde se unen.

Se estima que en Drosophila hay entre 30 y 40 = genes que
contienen HB: s6lo el Complejo Antennapdia contiene 9 de estas
secuencias. Muchos de 1los genes que contienen homeobox han
sido clonados utilizando hibridaciones de estringencia
reducida durante la bGsqueda en librerﬁaé genébmicas. Ha sido
posible, incluso, 1la clonacién de genes de los que no habia
mutaciones disponibles, tales como caudal (MLODZIK, y otros,
1985; MLODZIK y GEHRING, 1987). Hasta 1a fecha, todos 1los
genes con HB que se han clonado en este organismo son genes de
expresién temprana en el desarrollo: genes homebéticos (ej.
Antp), genes dé segmentacién (ej. ftz) y, al menos, un gen de
efecto materno (bcd). La Gnica excepcidn es el gen rough, que
esté implicado en la diferenciacién terminal del ojo
(TOMLINSON vy otrés, 1988). En el siguiente apartado nos
referiremos a las propiedades de unién al DNA del dominio
homeético.

Otro patrén estructural coman a casi todos los genes de
segmentacién del tipo gap son 1los '"zink fingers'. De esta
forma, los genes KruUppel y hunchback no s6élo pertenecen a una
misma familia de genes en cuanto a su funcién, sino que
también est&n relacionados a través de su estructura. Las
proteinas con la estructura de zink finger son reguladores de

la transcripcién, que reconocen el surco mayor del DNA. El
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dominio de unién al DNA del otfo gen del tipo gap, knirps, no
contiene ningin zink finger, sino que contiene una regién que
parece pertenecer a la familia de los receptores de esteroides
Yy glucocorticoides.

A diferencia de 1los dominios que hemos citado, hay otra
caracteristica coman a muchos genes hoﬁeéticos y de
segmentacién cuya funcidn se desconoce todavia. Se trata de la
abundancia extrema de codones para un. cierto aminoAcido.
Normalmente son repeticiones del codén CAG, que codifica el
aminoécido glutamiﬁa. 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 vy
otros. En otros capitulos 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
homeético como una regién de unién al DNA. Hasta hace muy poco
no se conocia con exactitud cudl era 1la actividad de las
proteinas que contienen este dominio. Por la funcibn genética

de 1los genes homeb6bticos y de segmentacibdn, se suponia que sus
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productos serian reguladores de 1la transcripcién. Esto ya ha
sido demostrado, tal como veremos en el apértado 7. Una
confirmacién adicional de la implicacidén de las proteinas HB
en la regulacién transcripcional de genes especificos radica
en el reciente hallazgo de que un factor de la transcripcién
en el hombre, el OTF-2, es una proteina que contiene HB
(SCHEIDEREIT y otros, 1988; LEVINE y HOEY, 1988).

La estructura tridimensional del dominio home6tico (HD)
del gen Antp en solucién acuosa ha sido determinada mediante
resonancia magnética nuclear (OTTING y otros, 1988). De esta
forma se ha demostrado que, tal como se habia especulado, el
HD tiene una estructura que se encuadra dentro del patrén
helix-turn-helix. Los 60 amino&cidos del HD forman tres
a-hélices, siendo 1las hélices 2 y 3 las implicadas en la
interacciétn con el DNA. A 1la hélice 3 se 1le atribuye la
funcién de reconcocimiento de secuencia.

Dado que las hélices 3 de los HD de los genes Antp y ftz
son 1idénticas, 'se pens6 que ambos productos protéicos debian
reconocer las mismas secuencias de DNA. Esta posibilidad se ha
confirmado al comprobar las propiedades de unién al DNA del HD
de Antp expresado en E.coli y de 1la proteina del gen ftz
purificada. Ambos productos se unen con idéntica afinidad a
sécuencias clonadas del gen engrailed. Todos los sitios de
unién tienen en comdn 1la secuencia ANNNNCATTA. Esta secuencia
consenso también se encuentra en la regién promotora del gen
ftz; el dominio home6ético de Antp y la proteina ftz también se

unen en esta posicién (MULLER y otros, 1988b).
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7. COMO FUNCIONA EL PROGRAMA DE DESARROLLO

Muchos de 1los productos de los genes a los que nos hemos
referido hasta ahora tienen en comGn patrones protéicos, 1lo
que indica posibles similitudes funcionales. Esto es cierto,
al menos, en o que se refiere al dominio homeb6tico 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 transcripcién con especificidad de
secuencia. Hay evidencias firmes de que el producto protéico
de bicoid activa la transcripcién del gen hunchback (DRIEVER y
NUSSLEIN-VOLHARD, 198%), lo que demuestra, a nivel molecular,
‘las evidencias genéticas de que bicoid regula positivamente a
. hunchback. Esto es un claro ejemplo de interaccién entre los
productos del genoma materno y los genes del zigoto. También
se ha demostrado que los productos protéiéos de 1los genes
fushi tarazu y Antennapdia son activadores de la transcripcién
de cualquier gen que contenga un sitio de unién para su

dominio homeético (JAYNES y O'FARRELL, 1988; WINSLOW y otros,

1989) .
No todas 1las proteinas con dominio homeético son
activadores de 1la transcripci6bn: se ha comprobado que los

productos de 1los genes engrailed y even-skipped no tienen

actividad activadora. Al contrario, estas proteinas tienen la
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capacidad de inhibir la activacién que puedan producir otros
activadores de 1la transcripcién (JAYNES y O'FARRELL 1988;
BIGGIN y TJIAN, 1989). A nivel genético, ya se conocia que el
gen even-skipped es un represor de los .genes fushi tarazu,
wingless y Ubx. Ahora se conoce el mecanismo de represién: el
producto del gen eve inhibe la activacién de los promotores de
estos tres'genés. 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 homeb6ticos (eve con Ubx).

También se han determinado, a nivel molecular, algunas de

las interacciones entre 1los genes homeb6ticos. Asi, se ha

demostrado que el producto protéico de Ubx se une al promotor
distal (P1) del gen Antp y reprime su transcripcién (BEACHY vy
otros, 1988; KRASNOW y otros, 1989). Estos datos proporcionan
una prueba de 1las evidencias genéticas que 1indicaban la
existencia de interacciones reguladoras entre ambos genes.
Ademés 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 activacién de la
transcripcién.

El que un producto de un gen active su propio promotor
parece ser un hecho general en todos los genes homebticos, 1lo
que podria ser uno de 1os mecanismos que dan lugar a 1la

-expresién continuada de estos genes. Asi, también se ha

descrito 1la autoactivacién 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 Gltimos parrafos hemos presentado algunos ejemplos de
interacciones entre genes cuyos mecanismos se han determinado
a nivel molecular. Estos trabajos han confirmado las hipétesis
originales de que existe un circuito de 6rdenes jerarquizadas
y de interacciones.

Los genes maternos proporcionan una informacién (en forma
de gradientes) que es interpretadé por los genes de
segmentacién del tipo gap. Los genes gap se expresan de
acuerdo con esta informacién, y subdividen el embrién en
varias regiones. Estas regiones delimitadas por los genes gap
marcan los 1limites de expresi6én de 1los genes homebticos.
Adem&s, la expresién de los genes gap regula la de los genes
que se expresan a continuacién: 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 expresibn
de los genes gap (INGHAM, 1988); el resto de los genes de esta
clase esté&n regulados por la actividad de hairy y runt. Asfi,
se sabe que hairy y runt reprimen, respectivamente, a 1los
genes de su grupo ftz y eve, lo que da lugar a la formacién de
siete bandas complementarias de expresién. Cada una de estas
bandas de expresién coincide exactamente con 1o que van a ser
los parasegmentos (LAWRENCE y otros, 1987).

En el momento de la formacién del blastodermo, todas estas

interacciones han dado lugar a que las distintas células del
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embrién expresen distintas combinaciones de genes de la clase
pair rule. Esta informacién serid interpretada por los genes de
la clase segment polarity, con 1lo que se marcarén los limites
de los parasegmentos. Los genes engrailed y wingless son Los
que responden directamente a los genes de la regla par (INGHAﬁ
y otros, 1988).

qua una de 1las 14 bandas de expresién de en marca el
limite anterior de cada parasegmento (INGHAM y otros, 1985);
mientras que las bandas de expresiétn de wg delimitan 1los
limites posterioreé. El incicio de estas bandas de expresién
de los genes de polaridad de los segmentos requiere distintas
combinaciones de las producidas por 1los genes que se han
expresado anteriormente (pair rule5 (INGHAM, 1988). La
expresién de 1los genes de polaridad de 1los segmentos se

mantiene permanentemente y, junto con la actividad de 1los

genes homeéticos, contribuye a mantener la identidad de los
parasegmentos.

Por Gltimo, 1los promotores de los genes homeb6ticos se
expresan de una forma que parece ser dependiente - de

determinadas combinaciones de expresién de genes de la clase
gap y de la clase pair rule (IRISH vy ofros, 1989; INGHAM y

MARTINEZ-ARIAS, 1986). Asi, hay evidencias de que el promotor

P1 del gen Antennapedia se activa por el producto del gen
Kruppel (clase gap); el promotor P2 de dicho gen depende, al
menos, de los genes hunchback y ftz.

Nos hemos referido principalmente a 1las 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 1lugar a un ‘'refinamiento" de 1los
dominios de expresién. Por ejemplo, se sabe que el producto
protéico del gen homebtico Ubx reprime la expresién del gen.
Antennapedia, lo que limita la expresién de este Gltimo gen al
parasegmento 4 (y, parcialmente, el 5).

La forma de "leer" la informacién proporcionada por el
gradiente materno parece ser por la afinidad que los sitios de
unién tengan por 1la proteina materna del gradiente. Un gen
que, en su promotor, contenga un sitio de baja afinidad de
unién a la proteina bcd serd activado s6lo en la parte donde
la concentraci6én de esta proteina sea mayor (la parte anterior
del embrién); un promotor que contenga un sitio de unién de
alta afinidad por bcd se expresar& en un dominio anterior
mucho m&s amplio (DRIEVER y otros, 198%9).

Por analogia, puede pensarse que la informacién
proporcionada por 1los genes del grupo posterior (como oskar)
serd interpretada de una forma similar al gradiente producido
por bicoid.

Nuestra exposicién sobre algunos datos del programa de
desarrollo se ha referido a la diferenciacion a lo largo de un
s6lo eje: el anteroposterior. Como dijimos en el apartado 2.2,
hay otro programa de desarrollo independiente, que especifica
las diferencias a 1o largo del eje dorsoventral. Establecer 1la
polaridad D-V equivale a hablar de determinacién de las hojas
embrionarias, es decir, de 1la organizacféﬁ‘ de 1los tipos

tisulares en el embrién. Este proceso se conoce con menor
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detalle, de modo que no nos vamos a referir al mismo en esta

introduccién.

8. ESTRUCTURA DEL GEN Antennapedia

En este capitulo vamos a describir algunos aspectos de 1la
estructurabde este gen, con el fin de facilitar la comparacién
de nuestros resultados con lo que ya se conoce en Drosophila
meianogasﬁer. La organizacién transcripcional del gen
Antennapedia es una de las mas complejas que se han descrito
en Drosophila. Ya en los primeros trabajos de clonacién, se
observé que el transcrito primario de Antp podria ser
extremadamente largo, unas 100 kb. Se 1lleg6 a sugerir,
incluso, que el transcrito final se produjera tras una
reordenacién cromos6bmica (GARBER y.otros, 1983).

En la figura 5 mostramos un esquema de la estructura
molecular de este gen. El1 anllisis de esta unidad de
transcripcié4n ha revelado que el gen consta de ocho exones,
separados por intrones extremadamente largos. El mayor de los
exones tiene un tamafio de unas 60 kb e incluye al exon 3. El
gen contiene dos promotores, separados por &0 kb kb, y dos
regiones de poliadenilacién (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
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embrién (JORGENSEN y GARBER, 1987).

Esta wunidad de transcripcién produce, asi

cuatro
transcritos poliadenilados, todos ellos con secuencias lider y
trailer anormalmente largas. Estas secuencias son posibles
candidatos que porten sefiales que regulen la estabilidad del
RNA. 3Sin embargo, ninguna de estas. diferencias en los
transcritos afecta a la ORF.

Todos 1los 1limites intrén/ex6tn esté&n de acuerdo con la
secuencia consenso, excepto el segundo sitio donador (D2) del
intrén 7 donde, al principio del intrén, la secuencia es GA,
en vez de GT. El1 primer sitio donador, en cambio, si se
corresponde con la secuencia consenso.

Recientemente se ha descrito 1la existencia de un patrén
complejo de splicing, que d& lugar a la producciétn de cuatro
productos protéicos distintos (BERMINGHAM y SCOTT, 1988).
Estos cuatro productos difieren, por un lado, en la posesién o
no de los 13 amino&cidos correspondientes al exén 6 y, por
otro lado, en la posesién o no de los cuatro Aaltimos
amino&cidos del exén 7. Estas variaciones en el procesado no
tienen relacién alguna con la existencia de cuatro distintos
tipos de transcrito (atendiendo a 1las secuencias lider y
trailer). Realmente puede hablarse de 1la existencia de 16
transcritos diferentes de Antp.

Se desconoce totalmente la funcién (si 1la hay) de lé
existéncia de estas variantes protéicas, si bien hay motivos
para suponer que dichas variaciones no son trivialésf En un

andlisis exahustivo de 1las preferencias temporales de cada
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variante, se observa que hay distintos dominios temporales
(BERMINGHAM y SCOTT, 1988), lo cual no seria de esperar si las
variaciones carecieran de significado biolégico. Ademés,
también se ha descrito un patrén 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, 1la heterogeneidad en 1los productos
protéicos d& 1lugar a variaciones de 1a secuencia en las
cercanias del dominio homeético, por lo que uno de los efectos
podria ser la'alteracién de la afinidad y/o especificidad de
unién al DNA (O'CONNOR et al, 1988).

A pesar de las preferencias temporales en la formacién 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 expresién dentro del
dominio Antp. Se ha sugerido que las diferencias en la
utilizacién de las distintas alternativas podrian ser mucho
mids sutiles de lo que es posible detectar con extractos de
embriones enteros.

El anAlisis de 1la secuencia de este gen ha revelado la
existencia de numerosos codones CAG en té&ndem, lo que d& lugar
a una proteina con un contenido muy elevado en Glutamina. Esta
caracteristica también se da en otros genes de Drosophila (ver
apartado 5 de esta introduccién).

La secuencia homeo-box est& situada en el ex6n 8, de modo

que el dominio homeético se sitta pr&cticamente en el extremo
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carboxiterminal de 1a proteina. Otras caracteristicas de 1la
proteina se discutiréan en el contexto de su comparacién con la
secuencia de Drosophila subobscura.

La mayoria de 1los mutantes dominantes que producen la

transformacién de 1la antena en pata tienen inversiones
grandes, visibles a nivel citolégico. La localizacién de los
puntos de dichas inversiones dentro de 1la wunidad de

transcripcién demostré que ninguno de éstos afecta a la ORF,
evidenciando asi que, en los mutantes dominantes por ganancia
de funcién, 1la fegién del gen que codifica. el producto
protéico no est& alterada, pero si separada de sus regiones

propias de control (JORGENSEN y GARBER, 1987).

Q. ASPECTOS ESENCIALES Y ASPECTOS IRRELEVANTES DE LA

ESTRUCTURA: UNA APROXIMACION EVOLUTIVA

La simple descripcién de 1la estructura molecular de'los
genes implicados en el desarrollo ha revelado, en muchos
casos, ciertas particularidades: pramotores maltiples,
patrones de splicing alternativo, intrones gigantescos, etc.
Esto ha despertado 1la siguiente cuestiébn: ¢es necesaria esa
estructura para que el gen lleve a cabo sus funciones?

Una aproximacién a la cuestidén consiste en la comparacién
de 1la estructura de un mismo gen en vafios organismos en los

que se asume una identidad de funcibébn para dicho gen. Aquellos
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aspectos no conservados son, en principio, caracteristicas no
esenciales; andlogamente, puede concluirse que las
caracteristicas conservadas corresponden a lo que es esencial
para la funcién. Estas afirmaciones son totalmente
cuestionables. Se puede argumentar que no hay motivo para
suponer que todos los genes del desarrollo desempefien la misma
funcién en cualquier organismo, ni siquiera dentro del género
Drosophila.

Si, en efecto, uno de 1los mecanismos basicos de 1la
evolucién es el cambio en 1la regulaci6én de los patrones de
expresién génica durante el desarrollo (BONNER, 1983), 1las
difergncias observadas entre dos especies podrian corresponder
a un cambio en 1la regulacién del gen o en la funcibén de su
producto, y no a variaciones en regiones no esenciales. En
principio, este tipo de diferencias deberfia quedar minimizado
estudiando especies no muy distantes en la escala evolutiva
(el autor se declara totalmente incapaz de medir la distancia
éptima).

Por otra parte, si las especies son demasiado préximas
(aceptemos una medida relativa de la proximidad é6ptima para el
gstudio), es probable que encontremos muchas similitudes en la
estructura. Pero este parecido se deberé, simplemente, al
corto perfiodo de tiempo que ha transcurrido entre 1la
divefgencia de las especies en estudio, y no a un caracter
esencial de ese aspecto.

Este tipo de discusiétn no se ha 1llevado a cabo en

profundidad: en casi todas las comparaciones interespecificas
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de genes del desarrollo publicadas en 1la actualidad, 1los
autores han escogido wuna especie de Drosophila 'distante"
(D.virilis). Desde 1luego una aproximaciétn ideal seria la
comparacién en varias especies, incluyendo otfos género, como
hicieron WILDE y AKAM (1987) al comparar parte del gen Ubx en
Drosophila pseudoobscura, D.funebris‘y Musca domestica.

A pesar de que algunos puntos sean discutibles, la
comparacién entre especies es tal vez 1la Gnica estrategia
disponible para determinar lés estructuras esenciales en un
gen del tamafio 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 1o
suficiente como para permitir que 1los elementos funcionales
puedan identificarse en forma de secuencias conservadas.

De la comparacién, cabe esperar varios tipos de
resultados. Por un lado, la identificacién de aquellos
dominios del producto protéico de Antp que estidn sujetos a
restricciones (ademds de la homeo box) y de aquellos elementos
necesarios para 1la expresién correcta de Antp (en el entorno
de 1los promotores). Eor otro lado, es de esperar 1la
identificacién de secuencias del mRNA no traducidas (lider vy
trailer) que tengan alguna funcionalidad. También se espera
determinar qué aspectos de la organizacién general del gen se

han conservado.
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Figura I, (A) Estadios de divisiones nucleares durante el desarrollo teiprano de D, aelanogaster. lLa parte anterior del embridn esta
orientada hacia arriba, Los puntos negros representan los nicleos, que sélo se separan por membranas celulares en la tltma fase: el
blastodeno celular (segin 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 posicion a lo largo del eje dorsoventral, T, segmentos toracicos; A segiientos
abdominales; H, aesoderio; SNC, sistema nervioso central; STQ, estomodeo; PRO, proctodeo; AMG, ndgut anterior; PH6, lidqut posterior;
ECO, ectodermo dorsal; ECV, ectodermo ventral; AS, membrana extraembrionica (amnioserosa); las células del extremo posterior son las
células polares de la linea germinal, (segln NUSSLEIN 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 embrién,

la larva, vy el inago, El eibrién superior corresponde a la fase de extension de la banda
germinativa (gen band extensién unas 5 horas después de la fecundacion); los nimeros
indicados denotan los parasegnentos en que se divide, El embrién inferior corresponde a las
=10 horas de desarrollo, (B) Discos imaginales y células histobldsticas y su localizacién en

la larva de tercer estadio, Su correspondencia con las estructuras del adulto se nuestra en
el esquena.
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Figura 3, Localizacién del Coaplejo Antennapedia (ANT-C) en el croaosoaa 3R de Drosophila aelanogaster, la orientacion relativa de los
genes respecto del centroiero y del teldiero se indica en los diagraaas inferiores, Las flechas seflalan la direccién de la
transcripcion de los genes incluidos en el coaplejo, lab, libul; pb, proboscipedii; zen, zerknullt; bcd, bicoid; Dfd, Oeforted; Ser,
Sex co*bs reduced; ftz, fushi-tarazu; Antp, Antennapedia, En la fiqura 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 regidn (desde +200 kb hasta -150 kb)
corresponden a las descritas por SCOTT y otros (1983), La orientacién del coaplejo es la opuesta a la indicada en la figura 3, T aarca
la direccion del teléaero y C la del centronero, Los siabolos 84A4-5,y 8481*2 sefalan la correspondencia aproxiaada con el patrén de
bandas de los cronosoaas politénieos (fig, 3), La orientacion de cada unidad de transcripcion 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 lineas
que foraan anqulos, Obsérvese que heaos representado las distintas unidades de transcripcién con diferentes escalas; los genes Antp,
Ser y pb estan dibujados con la propia escala del genoaa, Los genes Dfd, zen, y lidestan aapliados con la escala indicada en la parte
superior; el resto de los genes estdn todavia ais aapliados, con la otra escala indicada, Las regiones traducidas y no traducidas de
los genes Ser y pb no estdn indicadas debido a que la estructura de sus transcritos no ha sido descrita totalaente, Las posiciones de

las secuencias hoaeobox estan seflaladas con asteriscos, La estructura del gen de aayor tamaflo {Antp) se auestra con aayor detalle en la
figura 5,
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Figura 5 Estructura del gen Antennapedu, Se ha sequido la lisia sinbologia que en la fig.4, Los exones estan nuierados con El,
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E2mii; los intrones estan interruapidos y su tasafio estd indicado junto a las interrupciones. Pl y P2 son los dos proiotores del gen.
0 y 0 son los dos sitios dadores alternativos. Los tridngulos seilalan las coordenadas gendiicas, coto en la fig.4 (segin BERMINGHAH y

SCQTT, 1988; vy SCHNEUWLY y otros, 1986).



Genes de expresién materna inpllcados en la polaridad anteroposterior

GRUPO LOCUS
Anterior
bicoid bcd
exuperantla exu
swallow sha
Posterior
oskar osk
vasa vas
valois val
nanos nos
tudar tud
staufen stau
pumlllo pua
Terminal
tarso tor
trunk trk
tarso-llke tsl
fs (1) polebole fs(1)pb
fs (1> Masrat fs(1)N
1(1) polebole 1 (1)pb

Tabla 1. Genes de efecto materno que afectan al patrdén del eje anteroposterior
(segan LEHMAHI, 1988). Descripcién en el texto.



Genes de expresién zlgdétlca iaplicados en la segmentacién

CATEGORIA LOCUS Dominio DIA-binding
Gap
Kriippel Kr Zn-flnger
knirps kni Receptor esteroldes
buncbback hb Zn-flnger

Palr-rule

balry b homologia con B-myc
runt run
fushl tarazu ftz Homeobox
palred prd Homeobox
odd-palred opa
el oppy-palred slp
even-skipped eve Homeobox
odd-sklpped odd
barrel brr
Segment Polarity
engreiled en Homeobox
ifingiese "g
patched ptc
patch pat
hedgebog bh
gooseberry gsb Homeobox
fused fu
cubitus interruptus el
naked nkd
armadillo

Tabla 2. Genes de segmentacién (segun NUSSLEIH-VOLHARD y VIESCHAUS, 1980; SCOTT
y CARROLL, 1987; INGHAM, 1988). Descripcidén en el texto.



Genes homedticos

COMPLEJO G6VICO LOCUS

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

BI-C
Ul trabitbérax iibx
abdominal A abd-A
Abdominal B Abd-B

Tabla 3. Genes homeéticos de los Complejos Antennapedla y Bithorax. El1 ANT-C
contiene, ademas de estos cinco genes homedticos, otros tres genes implicados
en el desarrollo (ver fig. 4).



OCBJET IVOS



OBJETIVOS

El trabajo que aqui presentamos forma parte de un proyecto
inciciado con un objetivorfinal: conocer qué aspectos de la
estructura del gen Antennapedia (y su pfoducto) son esenciales
para que este gen lleve a cabo su funcién.

En el punto 8 de la Introduccibédn hemos descrito algunas de
las caracteristicas estructurales mds 1llamativas del gen Antp
de D.melanogaster: el tamafio de la unidad de transcripcién; el
complejo patrén de procesado de los transcritos, que da lugar
a variaciones en el producto protéico; la gran abundancia de
repeticiones de un mismo amino&cido; etc. Una vez conocidos
todos estos aspectos, se plantea la cuestién: ¢es todo éso
necesario para el funcionamiento del gen Antp?

No es f&cil disefiar experimentos que permitan destacar los
aspectos de la estructura de un geﬁ que si son necesarios para
su funcién, y menos cuando se trata de una unidad de
transcipcion de 100 kb. Una aproximacién, a la que nos hemos
referido en el punto 9 de 1la Introduccién es comparar la
estructura del gen en cuestién entre dos o mas especies. Esta
aproximacién se ha utilizado para el estudio de tres genes del
desarrollo, que previamenté se habian descrito en
D.melanogaster: engrailed, Ultrabithorax y hunchback (KASSIS y
otros, 1986; WILDE y AKAM, 1987; TREIER y otros, 198?9). Todos
estos andlisis han proporcionado informacién importante sobre

la conservacién (posible caréacter 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 caracterizacién en D.melanogastér). Esto
Aa sido posible gracias a su tamafio, relativaménte pequefio.
Sin embargo, para la comparacién del gen Ubx en otras especies
s6lo se ha clonado Yy secuenciado una pequefia parte (el ex6én
que codifica la porcién aminoterminal de 1la proteina y 1la
regi6én 5' adyacente). El gran tamario del gen be‘hace dificil
su eétudio incluso en D.melanogaster, donde no se ha
determinado la secuencia de toda la unidad de transcripcién
(s6lo se han secuenciado los exones).

En este contexto, y dado que no se ha descrito la
estructura de Antp en ninguna otra especie (ademas de
D.melanogaster), decidimos iniciar la clonacién de dicho gen
en D.subobscura. El objetivo a largo plazo es determinar 1la
estructura completa de este gen en dicha especie, y comparar
el resultado con 1la 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 genémicos de la regiétn del gen Antp de
Drosophila subobscura que codifica el producto protéico.

2. Analizar 1la organizacién de 1los intrones y de los
exones en la regién clonada.

3. Determinar qué regiones del producto protéico de este
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gen (en 1las dos especies) est&n sujetas a restricciones
evolutivas y'cuales son susceptibles de variacié6n.

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

5. Completar, en la medida de 1o posible, la clonacién del
resto de la unidad de transcripcién (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 clonaci6n del gen
Antp de Drosophila' subobscura, hemos considerado necesario
detectar, en esta especie, las secuencias homélogas al gen
Antp de D.melanogaster. El1 objetivo no es ‘confirmar 1la
presencia de un gen homélogo en nuestra especie, cuya
existencia nos parece obvia, sino determinar unas condiciones
6ptimas .de hibridacién para la posterior bGsqueda de clones
homélogos (screening) en lé genoteca.

Con esta finalidad, nos hemos valido de una sonda de cDNA
de D.melanogaster, pcDm?03, que contiene los exones
1-2-4-5-6-7-8 (SCHNEUWLY y otros, 1986). Los exones 1, 2.y 4
forman parte del lider no traducido del transcrito; los exones
5, 6, 7 y 8 contienen 1la ORF de los prdductos protéicos. Un
segmento del exén 5 forma parte del lider del transcrito. Este
ex6n contiene, ademds, la sefial de inicio de la traduccién vy
la regién 5' de 1la QRF, que codifica la mitad aminoterminal de
la proteina. Por su parte, el ex6én 8 contiene el trailer del
transcrito y, ademé&s, una pequefia parte de la ORF: la homeobox
(SCHNEUWLY y otros, 1986; LAUGHON y otros, 1986).

El DNA de D.subobscura, digerido con EcoRl y transferido a

_58_



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 plésmido pcDm%03,
marcado con *2P. La hibridacién se ha 1llevado a cabo en una
mezcla con un 46 % de formamida y una concentracién 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 hibridacién mas fuerte (banda
marcada con una flecha en la figura). Ademés, se observg la
presencia de, al menos, 10 fragmentos de menor intensidad de
hibridacién, todos ellos de mayor tamafio que el anterior.
Interpretamos que este elevado namero de Dbandas no se ha
producido por wuna falta de espécificidad de la sonda, ni
tampoco a que las condiciones de hibridacién 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 hibridacién en muchas
posiciones del genoma. Estas secuencias repetitivas son 1la
homeobox, de la que hay alrededor de 40-50 copias en el genoma
de Drosophilé melanogaster y las repeticiones del codén CAG,
presentes en varios centenares de veces (McGINNIS, y'otroé,
1984). Por tanto, conéluimos que, en estas condiciones de

hibridacién, 1a sonda utilizada no s6lo hibrida 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 codén CAG.

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

Cabe plantearse si la informacién que hemos obtenido es
suficiente para proceder al screening de la genoteca. A
continuacién 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 hibridacién que Gnicamente
permitise detectar las secuenciés del gen Antennapedia y
eliminase estas hibridaciones con otras regiones del genoma.
Sin embargo, no hemos intentado conseguir tal "limpieza' de
sefial porque pensamos que seria imposible enconfrar un punto

en que la sonda Gnicamente hibride c¢on 1los 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

Antennapedia, como es el caso de 11a homeobox del gen fushi
tarazu. No hay ningin motivo para pensar que la situacié6n sea

diferente en D.subobscura, de tal forma que debe ser
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practicamente imposible eliminar 1la hibridacién de la sonda
con el fragmento genbémico que contenga la homeobox del
hom6logo de ftz en D.subobscura sin eliminar, a 1la .vez, 1la
hibridacién con el fragmento que incluya la homeobox de Antp.
A esta consideracién se une un razonamiento similar sobre 1la
hibridacién de 1a sonda éon las regiones que incluyen
repeticiones del cod6én CAG (repeticiones M).

En vez de buscar ese punto, tal vez inexistente, nos hemos
decidido a valorar las diferentes intensidades de hibridacién
de las sefiales obtenidas en el Southern genémico. 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 1la mayor parte de 1los exones que
codifican el producto protéico del gen Antp de D.subobscura.
Nuestro esfuerzo se ha centrado, principalmente, en 1la
clonacién de este fragmento.

Decidimos, pues, seleccionar de 1la genoteca aqﬁellos
clones que produjeran las sefiales de hibridaciétn ma&s intensas,
en comparacién con otros que, en el mismo screening, muestren
sefiales m&s débiles. Los clones positivos de intensidad
moderada corresponderian, mayoritariamente, 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 sefial de
hibridacién 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 conservacién esperable en las regiones no
traducidas, en comparacién con las secuencias que codifican el
producto protéico. En cualquier caso, la débil sefial de
hibridacién que pudiera existir no seria diferenciable de 1las
seflales debidas a la hibridacién 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 btGsqueda de clones
en una libreria genémica de D.subobscura, preparada en el
vector lambda EMBL 4 (tamario medio del inserto: ié kb) por G.
Marfany y R. GonzAlez-Duarte (Universidad de Barcelona). (Se
trata de una librerfa amplificada a partir de una libreria
primaria que contenfa 200.000 clones re&combinantes). Con este
fin, hemos infectado células de la cepa NM538 de E.coli con
esta genoteca. A partir de cada placa de cultivo con las
placas de lisis, preparamos dos replicas en filtros de nylon.
La hibridacién de estos filtros se llev6é a cabo con la misma
sonda que se empleé para la detecciédn de los fragmentos
homélogos en el DNA genémico.

Las condiciones de hibridacién durante el screening han

sido idénticas a 1las descritas en ell apartado anterior y el
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namero total de élones analizados en el screening es de
100.000. Asumiendo que el tamafio del genoma de D.subobscura es
el mismo que el de D.melanogaster (165.000 kb), este nGmero de
clones corresponde a wunos 10 equivalentes genémicos. El
cultivo de los clones para el primer screening se 1llevé a cabo
con una densidad de 15.000 clones por placa (de 90 mm de
dismetro). Unicamente las sefiales que aparecieron en los dos
filtros de una placa dada fueron aisladas para una segunda
ronda de hibridacién, donde la densidad del «cultivo fué de
unos 200 clones por placa.

El resultado de esta segunda hibridacién ha sido 1la
obtencién de un total de 12 clones con sefial positiva
reproducible, de 1los cuales 3 destacan por tener una
intensidad de hibridacién superior a 1los demés. Lds tres
clones pésitivos de sefial mas fuerte (lambda DsA1, lambda DsBf1
y lambda DsC3) han sido el principal objeto de nuestro

interés.

2.1. Identidad de 1los clones: localizaciédn cromosémica Y

secuenciaciétn parcial

Con el fin de determinar cuantos tipos de clones han sido
aislados, hemos 1llevado a cabo un anédlisis preliminar de los
clones obtenidos. Efectuamos el aislamiento de DNA de los
mismos, partiendo de minipreparaciones de lisados liquidos, vy

realizamos un primer anélisis de restriccién. Aunque més
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adelante nos referiremos in extenso al resultado de este
andlisis, resaltaremos aqui que pudimos detectar, en el clon
lambda DsC3, 1la presencia de dos fragmentos EcoRI de tamafios
muy similares (1.8 y 1.7 kb) al que habiamos detectado en el
Southern con DNA genémico de Drosophila (cuyo tamafio 1lo
habfiamos estimado en 1.7>k5). Consideramos, pues, que uno dé
ellos podria ser el mismo fragmento, por 1o que decidimos
centrar nuestro primer andlisis 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 podria tal vez dar una sefial muy fuerte,
tanto en 1la hibridacién con DNA genbmico como en la

hibridacién de las réplicas en filtro de la genoteca. Por este

motivo, antes de iniciar un anllisis exhaustivo de los clones
obtenidos, hemos considerado conveniente efectuar una
comprobacién que permita, en poco tiempo, confirmar que los

clones de mayor intenéidad corresponden, en efecto, al gen
Antennapdia.

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

En primer lugar, se llevé a cabo una hibridacién in situ
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en los cromosomas politéhicos de D.subobscura, utilizando como
sonda el clon de D.melanogaster pcDm903. Con este experimento
pudimos determinar que la regién homéloga de D.subobscura se
encuentra en la posicién 80D del cromosoma O (el homélogo al
cromosoma 3R de D.melanogaster; ver fig. 3). Un experimento
similar utilizando como sonda nuestro clon aislado lambda DsC3
demostré que corresponde exactamente a la misma regién
cromosbmica, lo que sugiere que, en efecto, se trata del gen
Antennapedia. 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.melansgaster hibridase en 1la posicién cromosémica del
ANT-C de D.subobscura y que nuestro clon DsC3 fuera cualquier
gen del complejo.

El andlisis mas concluyente es el de secuenciacién, por lo
que decidimos seguir una estrategia para determinar parte de
la secuencia del clon lambda Dsé3, por ser éste el que
contiene fragmentos EcoRI que pudieran corresponder al
fragmento que hablamos detectado en el genoma. Para ello,
utilizamos el DNA purificado a partir de minipreparaciones de
lisados liquidos de este clon. Efectuamos una digestién Sau3A,
seguida de transferencia Southern e hibridacién con la sonda
original, con el fin de determinar la presencia de fragmentos
de hibridacién positiva que tuviesen un tamafio apropiado para
la subclonaciédn en el vector M13.

Una vez determinada 1la presencia de varios fragmentos

positivos, preparamos una minilibrerfa de fragmentos Sau3A
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insertados en el sitio BamHI del vector M13mp10 (cultivada
sobre JM105). Esta minilibreria fue preparada mediante la
técnica dé la perdigonada. Con el fin de seleccionar 1los
fragmentos responsables de 1la hibridacién con 1la sonda,
aislamos ssDNA de 18 clones, escogidos al azar, y efectuamos
una hibridacién en dot blot de dichos DNAs con la sonda de
D.melanogaster. E1 resultado fue 1la idenfificacién de dos
clones positivos: tDsC.001 y tDsC.013.

Estos subclones fueron secuénciados mediante el método de
SANGER, siguiendo el protocolo habitual de secuenciacién de
moldes de cadena simple. La comparacién de las secuencias
obtenidas con 1a secuencia publicada del gen Antp de
D.melanogaster (SCHNEUWLY vy otros, 1986; LAUGHON y otros,
1986) demostré una similitud evidente con 1la secuencia de
dicho gen, descrita por estos autores. Con la ayuda del
ordenador, 1la secuencia del <clon tDsC.001 puede alinearse
frente al exén 7 del gen Antp de.D.melanogaster. Igualmente,
la secuencia del clon tDsC.013 se puede alinear frente al
extremo 3' del ex6n 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 hom6logo al Antp de
D.melanogaster. Tras esta comprobacién, decidimos iniciar la
caracterizacioén de este clon y de todos 1los que presentasen

regiones solapadas con éste.
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2.2. Localizacién de 1los 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, asi como el de 1los clones DsA1 y DsB1, con- el fin de
proceder a un anllisis de restriccidtn mads detallado y a la
identificacién de los segmentos codificantes.

El .anélisis con EcoRI (fig. 6B, izquierda) revela que los
clones lambdaA1 y 1lambdaB1 tienen tres fragmentos EcoRI
comunes, cuyos tamafios son 10.5, 2.2 y 1.0 kb. Cada uno de
estos dos clones contiene, ademds, un fragmento adicional de
0.5 (clon A1) y 0.8 kb (clon B1). La digestién del clon
lambdaC3 con EcoRI produce un patrén gque no tiene ninguna
banda en coman con A1 ni con B1: 6.0, 3.6, 1.8, 1.7, y 0.4 kb.
En esta figura mostramos una separaeién electroforética de las
digestiones EcoRI de estos tres clones. Ademé&s de los
fragmentos que hemos enumerado, aparecen también dos
fragmentos comunes a todos 1los 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 1a misma sonda utilizada en los experimentos
antes descritos. El resultado de esta hibridaci6tn se presenta
en la figura 6B (derecha). Este andlisis demuestra que los

fragmentos de 2.2 y de 1.0 kb (marcados con puntas de flecha),
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comunes a los clénes lambdaA1 y 1lambdaB1, dan una fuerte
-intensidad de hibridacién con esta sonda de cDNA de Drosophila
melanogaster. Ademas, el fragmento de 10.5 kb (marcado en : 1la
figura); también comin a los dos clones produce una sefial muy
débil, sbélo visible en exposiciones autorradiograficas
prolongadas. En cuanto al DNA del clon lambdaC3, el fragmento
de 1.8 kb produce una sefial de gran intensidad, pudiéndo
también observarse una hibridacién muy débil en el fragmento
de 6.0 kb (ambos fragmentos est&n marcados en la figura).
Interpretar el resultado de esta hibridacién y determinar
el contenido de cada uno de estos fragmentos de hibridacién
positiva ha sido un objetivo fundamental para conocer c6émo se
organiza 1la unidad de transcripcién Aﬁtennapedia en
D.subobscura. Las piginas que vienen a continuaci6étn describen
los expefimentos y razonamientos que nos han permitido asignar
exones especificos a cada uno de los fragmentos. Para llegar a
algunas de las conclusiones que pfesentamos a continuacién es
inevitable recurrir a algunos datos de experimentos qhe
describiremos en otras secciones de este capitulo. Por éste
motivo, a veces no se encontrard 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 6
La notable coincidencia entre, por un lado, el tamafio del
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fragmento EcoRI del clon lambdaC3 que hibrida fuertemente con
la sonda (1.8 kb) y, por otro lado, el tamafio del fragmento
detectado en el DNA gen6mico (que habiamos estimado en 1.7 kb,
ver apartado 1 de RESULTADOS) hace pensar gque se trata
realmente del mismo_ fragmen;o.A 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, 1los exones 5 y 7 del gen (y,
presumiblemente, el 6).

Ademds de 1los exones 5, 6 y 7, la sonda de cDNA contiene
otro ex6n que codifica para el producto protéico. Se trata del
ex6n 8 que, en D.melanogaster se encuentra separado del ex6n 7
por un intrén de 10-11 kb. A continuacién presentamos
evidencias de que esta organizaciétn también se presenta en

D.subobscura.

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

homeobox

Si el clon 1lambda DsC3 contiene 1los exones 5-6-7, que
codifican para la mayor parte del producto protéico, y 'siendo
que no parece que este clon tenga ninguna regién en comdn con
los clones DsA1 y DsB1, cabe plantearse cual es el con;enido
de los dos fragmentos positivos de estos dos clones. Dado que,
aparentemente, estos clones no compérten ningn fragmento de

restriccién con el clon lambda DsC3, s6lo caben dos
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alternativas: o bien (1) contienen otros exones del gen
Antennapedia; o bien (2) contienen secuencias que, aan
hibridando con la sonda, no corresponden a este gen, sino que
la hibridacién se produciria con uno de 1los motivos
repetitivos anteé mencionados (repeticiones CAG y secuencias
homeobox).

En <caso de tratarse de la alternativa 1, consideramos que
deberia tratarse de un exén de‘ los que codifican el producto
protéico. Pensamos que los exones no traducidos, ‘aunque tengan
algan segménto en comdn entre las dos especies, esto no es
suficiente para producir una sefial con la intensidad que
observamos. Dado que ya hemos asignado la hibridacién de 1los
exones 5 y 7 (y, presumiblemente, también el pequefio exén &)
de 1la sonda al clon lambda DsC3, el Gnico ex6n que codifica
producto protéico que queda en la sonda es el exén 8. Ya que
en el gen Antp de D.melanogaster el ex6tn 8, que contiene 1la
secuencia homeobox, esté separado de 1los exoﬁes 4-5-6-7 por
10-11 kb de DNA intrénico, hemos supuesto que uno (o ambos) de
los fragmentos positivos de los clones lambda DsA1 y DsB1, se
deba a 1la hibridacién con este exén de 1la sonda. Esto
explicaria también 1a aparente distancia fisica entre estos
dos clones y el lambda DsC3 (a juzgar'por las diferencias en
sus patrones de restriccién con EcoRI).

Con el fin de verificar-este extremo, hemos llevado a cabo
una hibridacién, en un dot blot, de muestras de DNA de estos
tres clones de 1lambda wutilizando como sonda especifica un

plasmido que contiene la secuencia homeobox del gen Antp de
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D.melanogaster (sonda PpDmA2015). El resultado de este
experimento fue la deteccién de la presencia de una secuencia
homeobox en los clones lambda DsA1 y lambda DsB1, si bien
todavia no se puede excluir que esto corresponda a la homeobox

de un gen distinto de Antp.

Los clones DsA1 y DsB1 contienen, adem&s un fragmento comdn

con el clon DSCS)

Los experimentos llevados a cabo posteriormente (mapas de
restricciébn y secuenciacién) demostraron que uno de 1los
fragmentos positivos de los clones DsA1 y DsB1 (fragmento de
2.2 kb) contiene el ex6n 8 del gen; mientras que el otro
(fragmento de 1.0 kb) contiene los exones 6, 7, y parte del
exén 5. Asi, aunque inesperado, 1los clones lambda DsA1 y DsB1
si poseen regiones solapadas con lémbda Ds¢3. Los apartados
que vienen a continuacién muestran los experimentos que hemos
llevado a cabo para 1llegar a estas conclusionés, asi como
otras relativas a la organizacién de Antp en 1la regién 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, segln nuestra interpretacioén,
con aquella banda genbmica cuyo tamarfio habiamos estimado en

1.7 kb. Nos preguntamos si, de 1la misma forma, hay un
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paralelismo entre todos los demés fragmentos positivos
clonados y los fragmentos positivos que observamos al analizar
el DNA genbmico de D.subobscura (figs. 6A y 6B). En efecto;
hay una correspondencia casi perfecta, salvo una excepciébn. La
banda positiva del clon DsC3 (fragmento EcoRI de 6 kb), que
proporciona una sefial de hibridacién muy débil, corresponde
probablemente a wuna de las bandas detectadas en la regién de
alto peso molecular del DNA genbmico.

En lo que respecta a los fragmentos EcoRI de los clones de
lambda DsA1 y DsB1, la situaciébn no es la misma. El1 fragmento
de 2.2 kb, comGn a estos dos clones, si puede corresponder a
un fragmento visible en el Southerh con DNA genémico de
D.subobscura. Sin embargo, el fragmento de 1.0 kb de estos
clones (que produce una sefial de hibridacién muy fuerte) no
aparece, de modo alguno, en el DNA genbémico. La explicacién a
ésto no se ha podido encontrar hasta que hemos elaborado 1los
mapas de restriccién de los tres clones. Con los mapas de
restriccién 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 sélo contiene un
sitio EcoRI genémico, siendo el segundo un sitio EcoRI que
pertenece al vector. El1 anllisis de restriccién aclararé
definitivamente la situacibn: el fragmento de 1.0 kb de los
clones DsA1 y DsB1 no es mAs que una parte del 'auténtico"
fragmento EcoRI gen6mico de 1.8 kb (incluido en el clon lambda

DsC3).
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2.3. Mapas de restriccién de los clones aislados

Con el fin de disponer de suficiente DNA de cada uno de
ios fragmentos EcoRI de 1os tres clones de lambda, hemos
subclonado todos estos fragméntosren el sitio EcoRI de 1los
plésmidos pUC18 o pUC1?. Con este fin, una mezcla de la
digestién EcoRI de cada clon de 1lambda fue 1ligada con el
vector defosforilado en un experimento de "perdigonada"
(aunque 1la mezcla de digestién contiene los brazos dei vector
EMBL 4, estos fragmentos no son clonables). El resultado de
esta ligaci6én se utilizé para 1la transformacién de células
competentes de E.coll. Preparando de 12 a 18 clones
recombinantes (tomados al azar) hemos conseguido, salvo en
casos exéepcionales, todos 1los subclones necesarios. Este
proceso lo hemos aplicado, sistematicamente, a cada uno de los
clones del fago lambda que hemos aislado y cuya pertenencia al
gen Antp hemos podido demostrar.

El mapa de restricci6tn de los tres clones de lambda.del
screening original 1o hemos obtenido combinando digestiones
simples y dobles con los enzimas EcoRI, BamHI y Sall. Para
asignar los sitios de restriccién a los fragmentos especificos
se han realizado digestiones con lo; enzimas BamHI y Sall de
aquellos fragmentos subclonados en que ha sido necesario;
Cuando ha sido preciso para eliminiar incertidumbres, hemos
purificado fragmentos BamHI o Sall y los hemos digerido con

otro enzima de restriccién.
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Estos anAlisis de restriccién han detectado la presencia
de un fragmento BamHI en el clon lambda DsC3 cuyo tamafio (2.1
kb) es 1idéntico a otro fragmento BamHI del clon lambda DsA1.
La digestién doble con los enzimas BamHI y Sall demuestra la
presencia de otro fragmento comdn a estos ‘dos clones
(fragmento BamHI/Sall de 0.6 kb). Esto sugiere fuertemente que
los clones lambda DsC3 y lambda DsA1 comparten una regién
comin, aunque esto no sea aparente con las digestiones EcoRI.

Dicha pdsibilidad ha sido verificada utilizando fragmentos
clonados del clon DsC3 como sonda e hibridandolos frente a
digestiones de el DNA del clon DsA1 (en condiciones de 1la
méxima estringencia). Con estas experiencias, hemos demostrado
la identidad de secuencia entre esos fragmentos de tamafios
idénticos. Con ello, demostramos también el solapamiento entre

que la

los clones lambdaVDsC3 y DsA1. Esto demuestra, asi
homeobox cuya presencia habiamos detectado en los clones DsA1
y DsB1 (en el experimento de dot Slot, con la sonda pDmA2015)
es la del gen Antp de D.subobscura.

En la figura 7 presentamos un esquema dque muestra la
extensién de las regiones comunes a los clones lambda DsC3,
DsA1 y DsB1. La linea central representa el DNA genémico de

D.subobscura y sobre ésta hemos sefialado 1los sitios de

restriccién genbmicos, deducidos a partir de los mapas de
restricci6én de cada uno de 1los clones. Las regiones que
muestran hibridacién frente a la sonda de cDNA de

D.melanogaster vienen sefialadas con un trazo grueso debajo de

la linea de el DNA genémico. La linea inferior tiene marcados
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unos rectéangulos .que representan las regiones donde hemos
asignado exones determinados. Los fragmentos incluidos en
estos recténgulos han sido el objeto de nuestro trabajo de
secuenciaciébn, que se describe mas adelante.

En esta figura, adem&s de los tres clones que ya hemos
descrito, se describe el c¢lon 1lambda DsU2, obtenido mediante
chromosomal walk, tal como se describe en 1a siguiente

seccién.

3. EXTENSION DE LA REGION CLONADA: CHROMOSOMAL WALK

Aunque la extensién de la regidén clonada la hemos iniciado
después de determinar la secuencia de nuclebdtidos de 1la
mayoria de los exones del gen (apartado 5.1), nos referiremos
antes a ella con el fin de aport;r agrupados todos los datos
sobre el andlisis de restricciétn de la regiébn.

Una vez determinado el grado de solapamiento entre varios
clones aislados del screening original, y una vez conocida la
organizacién de los exones en el segmento clonado (apartado
5.2), parece necesario extender nuestra clonacién en direccién
5

con el fin de alcanzar la regién 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 podria esperar que

algunos de los clones positivos de sefial moderada que hemos
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purificado pudieran contener los hom6logos de estos exones en
D.subobscura. Esto nos ha parecido improbable, dado que
ninguno de estos dos exones est& incluido en la ORF (ellcodbn
de iniciacién se encuentra en el exén 5). Los exones que no
codifican para el producto protéico no esté&n sujetos a una
presién de selecciédn tan fuerte como 1los que si codifican la
proteina. Es de esperar, por tanto, dque estos exones sean
relativamente_ distintos entre las dos especies (conservando
sb6lo los elementos esenciales). Esta ausencia de conservacién
(salvo algunos elementos conservados) en las regiones no
traducidas de un gen es el caso habitual en cualquier
comparacién interespecifica.

En cualquier caso, decidimos comprobar si alguno de los
clones purificados (distintos de 1los ya mapeados por anllisis
de restriccién, cuyo contenido ya conocemos) contiene el exén
1. Para ello, utilizamos DNAs de estos clones, digeridos con
EcoRlI y transferidos a un filtro pér la técnica de Southern, y
los hibridamos con una sonda de DNA genémico de D.melanogaster
que contiene este exén 1, derivado del promotor P1 (esta sonda
es un subclén plasmidico de un fragmento EcoRI que correspode
a las coordenadas 199 a 203 del ANT-C; ver figs. 4 y 5). EI1
resultado fué negativo. Pensamos que los clones de intensidad
moderada pueden ser otros genes con homeobox (y/o con
repeticiones M).

Es probable que si en la genoteca existen clones positivos
que contengan los exones 1 y 2, la sefial que estos clones

proporcionen sea menor que la producida por centenares de

_76_



otros clones que tengan mayor similaridad con la sonda de Antp
(clones que contengan secuencias homeobox o secuencias
repetidas CAG).

Ast pues, dado que no disponemos de clones que
correspondan a 1la regién 5', decidimos buscar otro sistema
para purificarlos. En principio, aunque la homologia 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 especifica con el ex6én 1 marcado (promotor P1) o bien
con el ex6n 3 (promotor P2) deberia permitir aislar los

homé6logos de D.subobscura. La situacién, asi, seria distinta

,
del screening original.

Con esta idea, decidimos efectuar una biaGsqueda en 1la
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 sefiales reproducibles.

Con estos resultados, la Gnica alternativa posible para el
aislamiento de la regi6én 5' del gen, y extender asi la regién
clonada inicialmente, es la técnica del chromosomal walk.

Hemos conseguido iniciar esta extensién efectuando un
nuevo rastréo de la genoteca, utilizando ahora como sonaa un
fragmento subclonado del c¢lon lambda DsC3. Se trata del
fragmento EcoRI de 1.7 kb que, en el mapa de restriccién de
DsC3 queda ma&s a la izquierda (ver fig. 7). Este fragmento fué
marcado con digoxigenina y se utilizé6 para 1la basqueda de

clones positivos en 1la genoteca, siguiendo la misma

metodologfa del screening original, salvo que las condiciones
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de hibridacién fuefon de maxima estringencia.

Esta bGsqueda proporcioné tres clones positivos que, al
analizar su DNA con varios enzimas de restriccioén, fesultaron
ser idénticos (a todos ellos les hemos denominado clon DsU2).
Dicho <clon fue mapeado por anélisis de restriccién; las
regiones de solapamient§ eoﬁ él. cion lambda DsC3 han sido
determinadas mediante hibridaciones cruzadas de DNAs de ambos
clones. Este solapamiento con el clon lambda DsC3 ha sido
deducido de 1los .mapas Vde restriccién, asi como de 1las
hibridaciones cruzadas entre ambos clones. La extensi6én de
este clon sobre el DNA genbmico puede observarsg en la figura

7.

4. MAPA DE RESTRICCION DE LA REGION CLONADA

En total, todoé los clones que hemos caracterizado hasta
la fecha abarcan 31 kb de DNA genémico de la regiédn 3' del.gen
Antennapedia de Drosophila subobscdna. Esto supone,
aproximadamente, un tercio de la longitud total del gen, si
asumimos que el tamafio de este gen en las dos especies de
Drosophila es similar. Esta regién incluye los exones 4, 5, 6,
7 y 8 cuya disposici6bn, a grandes rasgos, describimos en 1la
figura 7. En esta misma figura hemos representado también la
extensién de cada uno de estos exones sobre el mapa de

restricci6én del genoma. Algunos de los detalles descritos en
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esta figura 1los conocemos a través del posterior andlisis de
las secuencias, descrito mé&s adelante. Sin embargo, hemos
preferido agrupar informacién procedente de distintos
experimentos en esta figura.

La polaridad de las coo:denadas utilizadas en esta figura
esvla misma que 1la 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 sefial 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 restriccién.

A grandes rasgos, la estructura del gen en nuestra especie
(fig. 7) no muestra grandes diferencias respecto de
D.melanogaster: el tamafio del intré6n que separa 1los exones
4-5-6-7 del ex6bn 8 es ‘dentro. del error de la medida, el

?

mismo: unas 10-11 kb; el intrén 3 que precede a los exones

’
4-5-6-7 es superior a 15 kb, dado que no hemos detectado 1la
presencia de ningGn exénﬁentre las coordenadas 128 kb y 113 kb
del genoma de D.subobscura (a juzgar por la no hibridacién de
una sonda de DNA gendémico que incluye el exén 3 de
D.melanogaster frente al DNA de dicha regién). Todavia
desconocemos el tamafio de este intrén 3, ya que adn no
disponemos de clones que incluyan el exén 3.

Esta conservacién de 1la estructura general no significa

que no se hayan producido variaciones a menor escala en 1la
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organizacién 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 identificacién del fragmento EcoRI de 1.8 kb como
la posible regi6tn de m&xima conservacién entre el genoma de
D.subobscura y 1la sonda de cDNA de D.melanogaster, hacen de
dicho fragmento el objeto de nuestro interés para el inicio de
una secuenciacién de los exones. Con el prop6ésito de obtener
la secuencia completa de este fragmento, hemos combinado
varias aproximaciones en nuestra estrategia de secuenciacién.

También hemos secuenciado el fragmento de 1.0 kb del clon

lambda DsA1. Este fragmento corrésponde, como hemos dicho
anteriormente, a una parte del fragmento de 1.8 kb del clon
DsC3.

Adema&s de la secuencia de esta regib6tn, presentaremos datos

preliminares de la secuencia del ex6n 8 (fragmento EcoRI de

2.2 kb del clon lambda DsA1).

5.1 Estrategia de secuenciacién

Todos 1los fragmentos EcoRI de 1los clones de 1lambda
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originales, aislados de la genoteca, y que han dado sefial de
hibridacién con la sonda de cDNA, han sido estudiados mediante
secuenciacién. ‘Los subclones plasmidicos de estos fragmentos
han sido secuenciados siguiendo las adaptaciones del métddo de

Nuestro trabajo se ha iniciado, en un principio, en los
fragmentos que han dado ias'Séﬁaiés'més fuertes: el fragmento
de 1.8 kb del clon lambda DsC3 y el de 1.0 kb del lambda DsA1.
Los correspondientes subclones plasmidicos son,
respectivamente, pDsC.07 y pDsA.14. El1 c¢lon pDsC.07 ha sido
secuenciado en su practica totalidad y el pDsA. 14 lo
suficiente para comprobar su solapamiento con la secuencia
determinada en el clon anterior.

La estrategia de secuenciaciétn que hemos seguido esté
descrita en la parte inferior de la figura 8. Hemos combinado
los resultados de los primeros experimentos de secuenciacién,
llevados a cabo sobre clones del Qector M13, con la secuencia
obtenida a partir de clones plasmidicos.

La secuencia de los extremos del inserto del clon pDsC.07
se ha obtenido wutilizando el primer univers§1 directo y el
primer reverso. AdemAs, hemos obtenido un total de 5 puntos de
acceso a la secuencia valiéndonos de un sitio de restriccién
HindIII, dos sitios Pstl y un sitio Smal. Las secuencias
obtenidas a partir de estos sitios de restriécibn estén
representadas con una flecha que, en su origen, tiene una

linea vertical. Estos sitios de restriccién vienen serfialados,

en la figura 8, sobre el esquema de D.subobscura.
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Para obtener 1la secuencia a partir de estos sitios de
restriccién buscamos, en primer lugar, sitios de restriccién
que ée encontrasen a la vez eﬁ el inserto y en el polilinker
del vector plasmidico utilizado (pUC18). A continuacién,
efectuamos una digestién del plésmido con el enzima de
restriccién correspondieﬁté Yy, tras verificar la digestién
’completa, el enzima fué inactivado. Posteriormente, efectuamos
una religacién del producto de cada digesti6én, consiguiendo
asi una reordenacién y/o una deleccidén parcial del inserto.
Tras la transformaciétn de una cepa apropiada de E.coli con
cada una de estas ligaciones, obtuvimos tres "libreriés", una
por cada uno de los enzimas Smal, HindIII y Pstl. Decidimos
preparar DNA de 5 clones de cada librerfia y llevar a cabo las
reacciones de secuenciacién. E1 resultado fué la obtencién de
5 puntos de entrada diferentes, a partir del total de 15
clones secuenciados.

Las secuencias obtenidaé a parfir 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 1la secuencia del clon pDsC.07, y
aprovechando la informacién obtenida a partir de nuestras
secuencias, hemos diserfiado dos oligonucleétidos, que nos han
servido para completar la mayor parte de 1la secuencia del
plasmido 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 c¢on el oligonuclebétido No. 2
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(apartado 15 de MA&ERIALES Y METODOS) ha sido necesaria para
completar la elaboracién de una secuencia continua (contig)
con ei ordenador. Aunque en la estrategia de secuenciacién
presentada en la figura 8 no parece necesario el uso del
oligo, su uso se justifica por el hecho de que la regién donde
todas las demés secuenéiﬁs se éolapan es una regién con un
gran namero de repeticiones del codén 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 1los dos sitios EcoRI de 1la figura 8.
Corresponde a un fragmento EcoRI (1.8 kb)) del genoma de
D.subobscura, que habiamos detectado en un Southern con DNA
total (épartado 1). No es este el caso del clon pDsA.14: se
trata de un fragmento EcoRI (1.0 kb) que est& situado en un
extremo del clon lambda DsA1 (ver fig. 7). Por este motivo,
s6lo uno de los sitios EcoRI del fragmento clonado corresponde
realmente a un sitio EcoRl del genoma de D.subobscura; el ;tro
sitio EcoRI procede del polilinker del vector lambda EMBL 4.
El extremo izquierdo del inserto del clon pDsA.14 corresponde,
entonces, a un sitio de restriccién para el enzima Mbol
(perteneciente al genoma de D.subobscura) situado en 1la
posicién 298 (ex6n 5) de nuestra secuencia (fig. 10). Este
punto est& marcado en la estrategia de secuenciacién 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 EcoRlI 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, aGn dando una sefial de hibridaci6étn muy fuerte, no sea
observable en el Southerﬁ‘genémico.(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 Gltimo, hemos determinado la secuencia de los extremos
del otro fragmento EcoRl del clon lambda DsA1 que también dié
sefal positiva al hibridar con 1a sonda de cDNA de
D.melanogaster. Se trata del fragmento de 2.2 kb, cuyo subclén
plasmidico es pDsA.02. En la dltima parte del trabajo
demostramos que se trata del ex6n é del gen, que contiene la
secuencia homeobox y 1la mayor parte del segmento final no
traducido de 1los transcritos (trailer). Dado que no hemos
secuenciado la totalidad de este fragmento, la secuencia
protéica que present;remos mids adelante no incluye 1la
correspondiente a los 70-80 aminodcidos del extremo

carboxiterminal de la proteina Antp de D.subobscura.
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5.2. Asignaciétn de intrones y exones: descripciétn de 1la

ORF

Siguiendo la estrategia que hemos descrito, obtuvimos la
secuencia completa del fragmento EcoRI de 1.8 kb (pDsC.07),
que incluye 1los exones 4-5-6-7, los intrones 5 y 6, asi como
unos 100 pb del intrén 4. El1 alineamiento por ordenador de
nuestra secuencia con 1la de‘ D.melanogaster, ha permitido
determinar los limites entre los intrones Yy los exones del gen
Antp en nuestra especie. Esto nos ha permitido deducir 1la
pauta de lectura y efectuar la traduccién conceptual.

El primer anllisis que hemos 1llevado a cabo ha sido una
comparacién con 1la 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 1las opciones de partida del

programa. Se observa wuna diagonal, que representa una
homologia buena, 1o que ofrece la posibilidad de efectuar el
alineamiento de ambas secuencias. La diagonal esté

interrumpida por secuencias que no demuestran homologia. En la
seccién 5.4 discutiremos ampliamente el resultado obtenido con
este andlisis. En esta secciétn s6lo nos referiremos a la
informacién que esta grafica ha proporcionado para la
determinacién de 1las posiciones de 1los intrones y de los
exones, asi como para la posterior aplicacién de los programas
de alineamiento de secuencias.

Como hip6tesis de partida, proponemos que las regiones
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conservadas (que forman una diagonal en la matriz de puntos)
son 1los exones de la regién; las regiones no conservadas son,
en principio, los intrones. A continuacién presentaremos las
evidencias que hemos utilizado para asignar las posiciones de
los intrones vy exones; asi como para determinar cual es la
regi6étn traducida y el producﬁé §r§féico.

En la figura 10 presentamos la secuencia obtenida,
alineada frente a la secuencia de D.melanogaster con la ayuda
de 1los programas de alineamiento de DNASTAR..La sécuencia dé
D.melanogaster, que ha sido extrafida de la base de datos EMBL
Data Library, es un fragmento gen6tmico que contiene los exones
4-5-6-7, asi como 1los intrones que los separan. Sus
referencias son idénticas a las dadas en el articulo original
que la describe (SCHNEWULY y otros, 1986). Sobre la secuencia

de D.melanogaster est& la secuencia de D.subobscura que hemos

determinado nosotros. La identidad entre nucleb6tidos esté
sefialada con ":'" y 1los huecos introducidos por el ordenador
durante el alineamiento se representan con '"-'". Téngase

presente que, debido a un vacio de wunos 100 pb de nuestra
estrategia de secuenciacién, 1la secuencia que presentamos
tiene una discontinuidad a nivel del intrén 4 (ver fig. 8).
Esta discontinuidad, representada por una 1linea horizontal,
hace que presentemos dos secuencias: una corta, de 325 pb, qué
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 est&n marcadas con una
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linea de trazo grueso (por ejemplo, posicioneé 535 a 582). Los
sitios de restriccién utilizados para 1la clonacién o como
puntos de partida' en la estrategia de secuenciaci6én vienen
sefialados sobre 1la secuencia. El significado de los demas
signos se especificaré 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 péarrafos siguiéntes. Sin embargo, hemos
preferido representar la secuencia protéica sobre este dato
"primario" deralineamiehto, con el fin de facilitar el examen
de las conclusiones que presentamos.

Para determinar cuil es 1la regibén traducida, un requisito
previo es comprobar si la posicién de 1los intrones se ha
conservado en las dos especies. Los puntos de transicién entre
intrones y exones estan sefialados en la secuencia (fig. 10)
con flechas verticales. En la Tabla 4 describimos lé secuencia
de 1los sitios dadores vy aceptores de rlos intrones de
D.subobscura, en comparaciétn con los de D.melanogaster. A
continuacién mostraremos las pruebas de que las posiciones de
los intrones son, en efecto, las que indicamos en 15 figura 10
y en la Tabla 4.

Para asignar 1los | limites de los intrones que no
interrumpen la ORF, el criterio que hemos seguido es 1la
coincidencia de dos hechos: (1) que sea una regién en la que
el ordenador haya presentado alineam;ento entre las dos

secuencias; (2) que esta regién coincida con el limite
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intrén/ex6n de D.mélanogaster, aunque este punto no coincida
con las secuencias consenso.

Para asignar los limites de los intrones que interrumpen
la ORF hemos hecho uso de una evidencia adicional: la gran
homologia entre estas dos especies, a nivel de los exones
traducidos. Los limites que presentamos son verosimiles, segin
las evidencias que presentamos a continuacién (fig. 10). Por
un lado, la homologia 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 1la
figura 9 (en 1la matriz se observan interrupciones en la
diagonal de homologfa). Los puntos de transicién entre las
regiones.similares y las no similares coinciden perfectamente
con los limites intrén/exé6n descritos en D.melanogaster. De
ahi nuestra interpretacién de qué los segmentos conservados
son los exones y de que los segmentos no conservados son 1los
intrones.

En 1la 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 comGn 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 1los

intrones (WATSON y otros, 1987). Asi, el intrén 5 tiene un
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codén TAA en la posicién 874 y un codén TAG en la posicién
880; el intrén 6 contiene un codén TAAR en posicién 1104; el
intrén 7 tiene un codén TGA en la posicién 1405. Con esto
concluimos que los intrones se sitdan en posiciones homélogas
en las dos especies.

Una evidencia m&s de que la secuencia que presentamos como
la ORF de D.subobscura es 1la correcta radica en que las
regiohes de homologia presentan un esquema general de
conservacién que puede describirse como ++-/++-/++-.VDicho de
otra forma, las diferencias nucleotidicas tienden a éparecer
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 sinénimas en tercera
posicién de los codones, que no afectan al producto protéico
codificado.

Las pruebas que hemos presentado hasta ahora permiten
deducir cull es la pauta de lecturé en D.subobscura. E1l dltimo,
dato nece;ario para determinar la ORF es conocer el sitio de
inicio de la sintesis protéica. En principio, la coincidencia
entre, por un lado, el punto donde comienza la homologia
significativa en el ex6én 5 y, por otro 1lado, el sitio de
inicio de la sintesis protéica en D.melanogaster hace pensar
que en D.subobscura la sintesis de la proteina se produce en
la regién hombloga (posicién 193 del ex6n 5). Sin embargo, no
puede descartarse a priori que el sitio de inicio de 1la
traducciédn se encuentre en un punto desplazado en direccién 5'

(dando - lugar a una proteina Antp con una ''extensién' de su
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extremo aminoterminal). Esta posibilidad, 1la descartamos por
el hecho de que no hay ningin codén ATG ni en el exén 5 ni en
el exén 4.

El sitio que proponemos como el de inicio de la traduccién
para D.subobscura (CCGCAATG) se ajusta bien a la secuencia
consenso para los codones )de iniciacién eucaribéticos (KOZAK,
citado en SCHNEUWLY y otros, 1986): CC(A/G)CCATG. El sitio de
inicio de 1la traduccién de D.melanogaster (CCACGATG) difiere
en la misma medida en que 10 hace el de nuestra especie. En
ambas especies, s6lo el nuclebétido que precede al codébn ATG
esta fuera del consenso.

Con este razonamiento, hemos representado la traduccién
conceptual de 1la ORF de D.subobscura sobre la secuencia
nucleotidica 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 sélo seﬁalamos‘ la secuencia protéica de
D.subobscura corresponden a lugares donde no ha habido
sustituciones de amino&cidos.

Concluimos que 1la ORF de D.subobscura se compone de los

siguientes segmentos:

Ex6én 5 (parte traducida): Posiciones 193 a 855.
Ex6n 6 (completo): Posiciones 1002 a 1040.
Ex6n 7 (completo): Posiciones 1168 a 1387/139% (en funcibén del

sitio dador que se utilice).
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A esta ORF (de 934 pb; 311.3 aminodcidos) hay que afiadir
el ex6n 8, que contiene la secuencia homeobox, cuyos limites
desconocemos por no haber secuenciado este ex6n. No obstante,
en otros estudios de comparacién interespecifica de genes del
desarrollo se ha observado una extrema conservacién a nivel
del dominio homeébtico. Por esté motivo, asumimos que la regién
traducida del exén 8 (que contiene el dominio homeético) de
D.subobscura debe tener wuna 1longitud muy similar a la de

D.melanogaster (248 pb; 82.6 amino&cidos).

5.3. Secuencia del producto protéico: dominios constantes

y dominios variables

La secuencia de la proteina Antennapedia de D.subobscura
(sin incluir los amino&cidos codificados en el ex6n 8) esté&
representada en la figura 11. ‘Dicha secuencia la hemos
obtenido por traducciétn conceptual de 1la ORF. El peso

molecular de este producto protéico es de 34.450 Dalton, en

comparacién con los 32.660 Dalton del producto de
D.melanogaster (en ambos casos, excluyendo el dominio
carboxiterminél, estimado en 10.140 Dalton). Se trata de una
proteina predominantementé hidrofilica, con wuna carga neta

negativa (-2.8) a pH 7.0 y un punto isoeléctrico de 6.6.
En esta figura hemos sefialado 1los aminoadcidos cargados
(cuadros negros sobre los aminodcidos &cidos y cuadros blancos

sobre los Dbasicos), asi como 1los residuos de cisteina

-91_



(incluidos en un recuadro). Las regiones ricas en glutamina,

que corresponden a repeticiones del codén CAG estén

subrayadas (estas regiones repetidas también se indican en la
secuencia de 1la fig. 10). Puede observarse el elevado
contenido en este amino&cido (23%), todavia superior al de 1la
proteina Antp de D.melanégaétér. (22%). Las tres regiones
codificadas por diferentes exones “estan separadas por flechas
verticales: los amino&cidos de 1las posiciones 1 a 221
corresponden al ex6n 5; las posiciones 222 a 234 corresponden
al ex6n 6; y las posiciones 235 a 307/311 del ex6ébn 7.

Ninguno de los amino&cidos cargados ha sido sustituido a
lo largo de la evoluciébn; tampoco han variado 1las posiciones
del amino&cido cisteina. Muy diferente es la situacién de las
regiones con repeticiones del amino&cido glutamina, donde més
adelante demostraremos que ha habido una gran variacién.

El alineamiento por opdenador entre las dos secuencias
protéicas (fig. 12) revela que la distribucién de la variacién
dista mucho de ser homogénea. Al contrario, observamos
regiones que practicamente no han variado durante 1la
evolucién, frente a otras qué han divergido en gran medida.
Esto se observa mejor en una representacién grafica (fig. 13,
parte inferior), que fué utilizada por primera vez por KASSIS
y otros (1986). Esta grafica representa la proteina Antp de
D.melanogaster con un recténgulo.

La variacién 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 pequefias Yy
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grandes, respecti;amente; las inserciones de més de dos
codones se representan con un trilngulo cuya base es
proporcional al tamafio de 1la insercién; la Gnica ‘deleccién"
se representa con una flecha invertida. Nos referimos -a
inserciones y delecciones como una forma .arbitraria de
describir las diferencias en el namero de aminodcidos en
posiciones concretas. Hablamos de insercién cuando
D.subobscura posee m&s aminodcidos qué D.melanogaster; al
hecho inverso 1le  denominamos deleccién. Ninguno de estos
términos se refiere, necesariamente, a inserciones o
delecciones como procesos evolutivos.

Por dltimo, la posicién de los aminodcidos que han sufrido
una sustituciétn no conservativa se representa con una linea
vertical negra.

Debajo de esta representacién (fig. 13) hemos marcado las
regiones ricas en el aminodcido glutamina (repeticiones CAG)
con recuadros vacios. Los recﬁadros negros sefialan las
posiciones de dos péptidos conservados, que son comunes a
otros genes homebdticos (estos dos péptidos estan enmarcados en
un recuadro en la figura 12). Uno de ellos es el péptido
Tyr-Pro-Trp-Met, situado justo antes de los sitios dadoresvdel
exén 7. Este péptido no s6lo 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 aminodcido (Tyr-Lys-Trp-Met) (DIEDERICH y otros,
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1989).

El otro péptido conservado tiene la secuencia
Met-X-Ser—Tyr?Phe, y se sitta cerca del extremo aminoterminal
de la proteina Antp (X=Thr). El gen Ubx contiene esté misma
secuencia (siendo X=Asn) justo en sus 5 aminoicidos del
extremo aminoterminal.

En una comparacién " del gen Ubx entre tres especies de
Drosophila y Musca domestica, se ha observado que ambos
péptidos son idénticos en las cuatro especies. Adémés, ciertos
genes con homeobox en el rat6én contienen estas dos secuencias
(WILDE y AKAM, 1987).

Comparando, por una parte, cémo se distribuye la variacién
de la proteina vy, por otra parte; la 1localizacién de los
segmentos repetidos se pone de manifiesto que la mayor parte
de 1la variacién del producto protéico de D.subobscura se ha
producido dentro de 1la regién de poliglutamina (repeticiones
CAG). Esto podria estar de acuerdo con 1la idea de que la
funcién de esta regién rica en glutamina es tal vez s6lo la de
unir los dominios realmente funcionales.

La presencia de repeticiones de un aminodcido es una
caracteristica com@n en muchos genes que contienen el domini§
homeb6tico, lo que sugiere que dichas repeticiones poseen una

funciébn comaGn. Asi se ha propuesto que podrian actuar en

forma de bisagra, uniendo otros dominios de la proteina
(BEACHY y otros, 1985; LAUGHON y otros, 1985).

Los exones 5 y 7 son de mayor tamafio en nuestra especie

que en D.melanogaster debido a la acumulacién de 7 inserciones
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de codones en D.subobscura (figuras 10 y 12). El ex6n 5 ha
acumulado dos inserciones de 1 codén, una insercién de 2
codones, una de 5 codones, y una de &. El exén 7 ha acumulédo
dos inserciones de 1 codén. La Gnica 'deleccién'" es un codbdn
del ex6n 5 de D.melanogaster que no aparece en la secuencia de
D.subobscura. El resultado de esﬁos cambios es la presencia de
16 aminoécidos mads en 1la ‘proteina Antp de D.subobscura, en
comparacién con D.melanogaster.

El total de sustitdciones de amino&cidos detectadas en la
proteina Antennapedia es de 14. De estas sustituciones, s6lo 3
han sido de tipo conservativo (cambio de Ser a Thr, o
viceversa). Hemos considerado como cambio conservativo
cualquier variacién de un amino&cido en otro dentro de 1los
siguientes grupos: (Ser-Thrl; [Glu-Aspl; (Lys-Argl; [Tyr-Phel;
[Asn-Glnl; y C[Leu-Val-Ile-Alal. Sin embargo, como hemos dicho,
s6lo tres sustituciones de aminodcidos son de este tipo. Las
otras 11 sustituciones son de 1las consideradas como no
conservativas.

Las sustituciones de amino&cidos se han producido en los
dos exones de mayor tamafio. En el exén 5 se han producido 10
sustituciones no conservativas y 2 sustituciones consrvativas
(Ser-Thr); en el ex6n 7 se ha producido 1 sustitucién
consevativa de amino&cidos y 1 no conservativa (figuras 10, 12
y 13). El1 porcentaje de conservacién 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 amino&cidos &cidos ni a los bé&sicos, ni tampoco
a los residuos de cistefna. Las sustituciones que observamos
vienen sefialadas en la. representacién de KASSIS (figura 13,
parte inferior) en forma de 1lineas verticales. Sobre esta
representacién, hemos situado el perfil de hidropatia de HOPP
y WOODS de las proteinas Anfp de 1las dos especies. Dicho
perfil predice los dominios hidrofébicos e hidrofilicos de una
proteina en funcién de 1los valores de hidropatia de sus
aminodcidos. Los dominios hidrofilicos aparecen en la mitad
superior de la escala; y los dominios hidrofébicos en la mitad
inferior. En esta figura puede verse que el pfoducto de Antp
es una proteina predominantemente hidrofilica, cuya
organizacién se ha mantenido, a pesar de las divergencias.

Hemos representado el eje horizontal del perfil de
hidropatia a la misma escala que la representacién de KASSIS,
de tal forma que la variacién de 1la proteina Antp puede
localizarse sobre el perfil de hidropatia de D.melanogaster.
Todas las inserciones (asi como 1la Gnica deleccién) se han
broducido en dominios hidrofilicos de 1la proteina; las
sustituciones no conservativas de aminoadcidos han tenido lugar
tanto en 1los hidrofébicos como en los hidrofilicos, con una
cierta tendencia a estos Gltimos (4 a 6).

Como ya hemos mencionado, el valineamiento de 1las
secuencias de DNA denota que la mayoria 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 codén a otro que eépecifique un aminoécido
diferente son s6lo una pequefia fraccién.

La comparacién de las f:eduencias 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 sinénimos que presenten un menor contenido
en Guanina y Citosina (en comparacién con D.melanogaster).

Esta tendencia la observamos para los aminoAcidos: Ala Asn

Gln Glu His

Asp, Cys, , , , Leu, Pro, Ser, y Thr; el fenbmeno
inverso (preferencia de codones en D.subobscura que impliqueh
un mayor contenido en Guanina y Citosina) s6lo se observa para
los amino&cidos : Gly, Phe, y Val. En totai, hay un cambio
neto de 12 G 6 C por A6 T, lo que da lugar a una ligera
diferencia en el porcentaje de A+T (39.7%), en comparacién con
D.melanogaster, donde es del 38.3%

No es suficiente con 1la comparacién de estas frecuencias
de uso de codones en un sélo gén 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 rp4? (AGUADE, 1988) y hemos encontrado la
misma tendencia. En este caso, sélo los aminodcidos Gly y Ala

se ‘'resisten' a la tendencia general, que implica, en este

gen, una sustitucién neta de 14 G 6 C por A 6 T.

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

El alineamiento de 1las secuencias denota, adem&s de la
conservacién de 1los exones traducidos, un nivel de
conservaciétn muy elevado en el ex6én 4, que forma parte del
lider no traducido. Al obsérQar‘las secuencias conservadas en
esta regién, se encuentra que contienen repeticiones que se
pueden agrupar en tres secuencias consenso: TAGAGGAA, TACTTAAG
y TCAARA. Estas repeticiones estan 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
tgbla, cada repetici6tn de D.melanogaster tiene su homélogo en
D.subobscura a la derecha. Los nucleédtidos que difieren de la
secuencia consenso estén representados en letra mindascula.

Ademés de las repeticiones, las secuencias conservadas del
ex6n 4 contienen el palindrome imperfecto TTTTGGCCAAGA. El
significado de estas secuencias. conservadas es oscuro. A
juzgar por las predicciones de 1la estructura secundaria del
transcrito Antp de 'D.melanogaster (datos no presentados),
estas secuencias no parecen participar en la formacién de
segmentos de estructura secundaria en el mRNA.

A pesar de no poder determinar cuadl es la funcibén de estas
secuencias conservadas, es evidente que no se han conservado
por puro azar. Las secuencias afuncionales (intrones)
presentan una conservacién mucho menor que este exén 4 (ver
Tabla 7). Este ex6n presenta un nivel de conservacibén casi tan

elevado como el de los exones traducidos.
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Adema&s de 1la conservacién del exé6n 4, el lider de
D.subobcura presenta una caracteristica muy peculiar, aunque
esta vez no estAd conservada entre las dos especies: al
comparar las secuencias nucleotidicas de las dos especies
mediante una matriz de puntos (fig. ¢) se demuestra que hay
una regién del lider de D.subobscura que comparte una elevada
homologia con una parte del producto protéico. Esta matriz de
puntos muestra una gran nube de puntos en el centro de la
diagonal de homologia (posiciones 530 a 700 del eje de
D.subobscura frente a las pésiciones 200-1050 de
D.melanogaster). Dicha nube se produce por la acumulacién 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 1la djiagonal, corresponde a las
posiciones 110-154 de nuestra secuencia, que presenta una gran
similitud con la misma secuencia de D.melanogaster (posiciones
?00-1050). El1 ex&men de esta regiéﬁ no traducida del ex6n 5
evidencia que hay 10 repeticiones del codb6bn CAG, todas ellas
en la misma fase, en una regién del lider (45 pb) muy cercana
al sitio esperado de inicio de sintesis de la proteina (fig.
10, ex6n 5).

En principio, descartamos la posibilidad de que el inicio
de la sintesis protéica se produzca, en D.subobscura en un
lugar desplazado en direccién 5'. Para afirmar esto, nos
basamos en dos hechos: (1) que la pauta de lectura de estas
repeticiones CAG no esté en fase con 1la comGn con

melanogaster; y (2) que hay evidencias muy fuertes de que la
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ORF que presentamos en la seccién 5.2 es la correcta.

Por otra parte, un analisis preliminar de la regién no
traducida del ex6n 8 (trailer) demuestra la presencia de
segmentos estraordinariamente conservados entre la posicién de
las dos sefiales de poliadenilaciébn. Estos segmentos
conservados estéan embebidés’ en secuencias que han divergido
totalmente y que no tienen 'ninguna homologia aparente entre
las dos especies. En la figura 14 presentamos la secuencia del
extremo derecho del ffagmento EcoRI que contiene el ex6n 8
(ver fig. 7). Esta secuencia, alineada frente a D.melanogster
‘muestra una homologia muy elevada en varios segmentos situados
entre los dos sitios de poliadenilacién. El1 segmento de mayor

similitud presenta 46 nucleétidos idénticos, en una secuencia

de 48 pb.
En 1la bibliografia, s6élo encontramos un precedente de
conservacién en 1la regiétn 3' no traducida: se trata del

trailer del gen hunchback (hb), .que presenta regiones. de
conservacién entre dos especies de Drosophila, inmersas en un
fondo no conservado (TREIER y otros, 198%9). El caso normal es
la ausencia de conservacioén: en las comparaciones
interespecificas de 1los genes engrailed, Adh y rp4? no se
describe ningan tipo de conservacién en la regién 3' del gen.
Estos tres genes tienen en comGn el hecho de que sus
secuencias trailer son cortas (hasta unos 150 pb). El1 gen
Antp, sin embargo, comparte con hunchback la caracteristica de
poseer un trailer anormalmente largo. El1 de hb tiene una

longitud de 660 nucleétidos y el de Antp es de 600 o 2000
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nucleétidos (dependiendo de cual de 1los dos sitios de
poliadenilacién alternativos se utilice;.ver figura 5). Esto
sugiere que estas secuencias trailer largas contienen una
serie de sefiales que afectan a la funciébn del gen, ya sea a
través de la estabilidad del transcrito, o bien por su
localizacién intracelular.

Cualquier conservacién OBéervable' dentro de las regiones
no traducidas (bien sea en §5' o en 3') puedé considerarse, en
principio, significativa, si se tiene en cuenta el bajo nivel

general de conservacién que se observa en dichas regiones.

§.5. ¢Conservacién en los intrones?

En los intrones que hemos secuenciado no aparece ninguna
secuencia conservada. El Gnico segmento que tiene wuna ligera
similitud es el final del intrbﬁ 5 (posiciones 960 a 985 de
D.subobscura). No atribuimos, sin embargo, ninguna funcién a
esta corta regién conservada: estimamos que su posible
conservacién se debe Gnicamente al azar.

El gen Antp de D.melanogaster comprende una regién de 100
kb de DNA, donde s6lo unas 2 kb corresponden a exones. Las 98
kb restantes son secuencias. intrénicas, donde destacan por su
tamafio los intrones 1, 2, 3 y 7 (SCHNEWULY y otros, 1986;>
LAUGHON y otros, 1986). El intrén 7?7 es el que precede al exén

del extremo 3'. Este intrén 7 tiene un tamarfio de 10-11 kb en

D.melanogaster. Nuestros datos muestran que su tamafio en
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D.subobscura es el mismo, por 1o que se puede interpretar que
al menos el tamafio del intré6n es importante para 1la funcién
del gen. |

Queda por determinar si 1los otros intrones del gen, de
longitud todavia mayor en D.melanogaster han conservado su
tamafio en D.subobscura. Anaiizar este aspecto sobre la
estructura de 1la unidad de transcripcién en las dos especies
es uno de los objetivos de nuestro trabajo en curso. Con los
datos que ya tenemos, podemos adelantar que el intrén 3 tiene
una longitud superior a 15-16 kb, por lo que su tamafio podria
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 informacién. Nos
referimos a 1la posibilidad de que haya alguna unidad de
transcripcién totalmente embebida en alguno de 1los intrones.
Esta posibilidad no seria un casé excepcional ya que hay, al
menos, dos casos conocidos de este fen6tmeno (HENIKOFF y otros,
1986; CHEN y otros, 1987). Por otra parte esto no seria de
extrafiar si consideramos que l1os intrones del gen Antennapedia
de D.melanoéaster representan una fraccién nada despreciable
del total del genoma no repetitivo: el 0.1%.

La organizacién general de la regié6tn que hemos clonado es,
a grandes rasgos, similar a 1la de 1la misma regién en
Drosophila melanogaster. El1 mayor de los intrones que hemos
clonado totalmente es el intr6n 7, que separa el ex6tn 3'

terminal del resto de los exones que codifican el producto
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protéico, tiene él mismo tamafio que en D.melanogaster, 10-11
kb. El tamafio del intrén 6 es también comparable a la especie
mencionado, mientras que el intrén v5 es considerablemente
menor, 145 pb D.subobscura frente a 1los 378 pb en
D.melanogaster (fig. 8, parte superior). A pesar de no haber
secuenciado el intrén 4, sabeﬁos'qﬁe su tamafio es igual al de

D.melanogaster.

6. ASPECTOS CONSERVADOS Y CARACTERISTICAS DIFERENCIALES EN LA

ESTRUCTURA DEL GEN

En la figura 8 representamos un esquema de la organizacién
del gen én el principal segmento que hemos secuenciado, en
comparacién con el segmento homélogo de D.melanogaster. Con
una linea representamos el DNA y con recuadros sobre la linea
la localizacién de los exones. Las secuencias que corresponden
a exones (o parte de un ex6n) no traducidos son de cglor
blanco; en negro representamos las secuencias incluidas en 1la
ORF. Sobre la secuencia de D.subobscura hemos representado los
sitios de restriccién wutilizados para 1la subclonacién de
fragmentos durante la estrategia de secuenciacién. El codén de
inciciacién 1o hemos marcado con AUG Ay la posicién de las
regiones conservadas del ex6n 4 est&n marcadas con puntas de

flecha. Los dos sitios dadores alternativos para el splicing

del ex6n 7 est&n marcados con dos flechas, al final de dicho
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exédn.

Las diferencias nucleotidicas entre el segmento de
D.subobscura que hemos secuenciado Yy su hombélogo en
D.melanogaster se reflejan en un 64% de conservacién general.
Esta cifra, sin embargo, enmascara las grandes diferencias de
conservacioéon entre distin#s fegiones de 1la wunidad de
transcripcién. En la Tabla 7 presentamos los porcentajes de
conservacién de cada regién, donde puede verse 1la gran
diferencia de conservacién entre intrones y exones. Dentro de
los exones, 1los que codifican para el producto protéico
presentan el mayor nivel de conservacién. El nivel de
conserQacién de la ORF es del 87% a nivel de DNA; a nivel de
la proteina 1la conservacién es del 5%, superior a 1la
conservacién de DNA debido a que en esta regidén muchas de las
sustituciones nucleotidicas se han producido en posiciones
silenciosas de los codones.

Solamente una fraccién de las bosiciones nucleotidicas de
los genes estructurales puedeh cambiar sin alterar 1la
secuencia de aminoécidps del producto protéico: son las
posiciones silenciosas. Al comparar la conservacién de nuestra
secuencia con D.melénogéster a nivel de DNA (en la ORF) y a
nivel de proteina, puede verse que una gran mayorfa de las
sustituciones nucleotidicas se han producido en lugares

silenciosos, lo que indica que existe una fuerte presién de

seleccién que elimina 1las sustituciones deletéreas (que
producen cambios no permisibles en la secuencia de
aminoécidos).
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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 arios). Es esperable, en
principio, que los niveles 'dé coﬁservacién entre distintos
genes de los dos grupos sean comparables (asumiendo una misma
tasa de variacién entre distintas regiones del genoma). En un
estudio en el que se determiné 1la secuencia de 1la regién
aminoterminal de la proteina Ultrabithorax en varias especies
(WILDE Yy AKANM, 1987), la secuencia proteica de
D.pseudoobscura, muestra un 90% de conservacién (calculado de
la misma forma que en la Tabla 5).

Un porcentaje de conservacién 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 ribosémica.

Estos nameros, sin embargo, no reflejan ias variaciones de

los niveles de conservaci6tn en las distintas partes de 1la

proteina Antp. Como hemos puesto de manifiesto en los
apartados anteriores, hay regiones que son completamente
idénticas en 1las dos especies, frente a regiones que han
divergido en gran medida. Dicho de otra manera, las

sustituciones de amino&cidos se distribuyen de forma muy
diferente a lo largo de la proteina, 1o que parece indicar que
ciertas partes de 1la protefna Antp sufren una presién de

seleccién superior a otros dominios. Asi, en las figuras 12 vy
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13 se aprecia que los primeros 104 amino&cidos del producto
Antp de D.melanogaster Se han conservado casi totalmente en
D.subobscura, con s6lo tres diferencias de amino&cidos (dos
sustituciones y una insercién). En estas figuras también puede
encontrarse una regién extremadamente variable (amino&cidos
105 a 155 de D.melanogaster’, qde coincide con la regién con
gran contenido en glutamina.- Los- siguientes 77 amino&cidos
(posiciones 156 a 232), que incluyen un exén 6 idéntico en las
dos especies s6lo han variado en una posicién (168), siendo
sinénimas laé dos sustituciones producidas (Ser-Thr). Por
Gltimo, una regién (32 amino&cidos) que ha acumulado tfes
cambios significativos, viene seguida de los 35 aminoAcidos
del extremo carboxiterminal, previo al dominio homebt}co. Esta
regién ha permanecido invariable en la evolucién.

Encontramos que este patrén de variacién a lo largo del
producto protéico del gen Antennaﬁedia tiene una similaridad
muy 1llamativa con el esquema de conservacié6n del producto
protéico del gen Ultrabithorax (WILDE y AKAM, 1987, fig.5 de
esta referencia). Esto sugiere, a nuestro juicio, que los
dominios funcionales de ambos genes homeéticos se organizan de
forma muy similar.

La diferente conservacién entre distintos dominios
protéicos coincide con 1los resultados de la comparaciédn del
gen Adh entre distintas especies (SCHAEFFER y AQUADRO, 1987).
No parece, sin embargo, que pueda generalizarse que hay
distintas presiénes de selecciétn para cada uno de los dominios

de cualquier protefina. Los resultados de AGUADE (1988) al
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comparar la secuencia del gen rp4? de D.subobscura con 1la de
D.melanogaster muestran que las sustituciones de amino&cidos
se distribuyen al azar entre los dos exones de este gen.
Pensamos, no obstante, que esta ausencia de restricciones én
distintas regiones de las proteinas no se da normalmente en
los genes que controlan él dééaféllo, muchos de los cuales
poseen dominios de unién al DNA extremadamene conservados.

En la comparacién del gen engrailed entre D.virilis vy
D.melanogaster (KASSIS y otros, 1986) se ha observado una
identidad absoluta a nivel de 1los amino&cidos del exén 3', a
pesar de 1la notable variacién en otros dominios de 1la
protefina. Este ex6n 3' <contiene el dominio homebético
(implicado en 1la unién a secuencias especificas de DNA). De
forma similar, la comparacié4n del gen hunchback en estas dos
mismas especies (TREIER y otros, 198%9) demuestra tambien un
100% de conservacién en los dominios de unién al DNA (fingers)
de 1la proteina. D.virilis es una especie mas distante de
D.melanogaster que nuestra especie de estudio. Pensamos que si
los dominio de uni6én al DNA se han conservado totalmente en
las dos especles (para 1los dos genes antes citados), es
razonable pensar que la situaciétn ser&d similar para los
dominios de union al DNA en el gen Antp entre D.subobscura y
D.melanogaster.

Dada la extrema conservacién esperable a nivel de 1los
dominios de wuniétn al DNA, en el trabajo que aquil presentamos
no hemos centrado nuestra atencién en la secuenciaciétn del

ex6n 8 del gen Antp de D.subobscura, que contiene la secuencia
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homeobox.

Vemos la necesidad de remarcar que, en nuestra comparacién
de Antp, todas las variaciones de 1la regién traducida que
afectan al naGmero de amino&cidos han sido en el sentido de
incrementar el ndmero de amino&cidos en D.subabscura; s6lo 1
cod6én de la ORF de D.melanogaster est& ausente de 1la ORF de
nuestra especie. Esto da lugar a un producto protéico que, en
D.subobscura, contiene 16 amino&cidos més que en
D.me}anogaster. Ser& 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 pafece
una tendencia es que estas ‘'"inserciones' y "'"delecciones"
tienden a producirse precisamente en las regiones con
repeticiones de un amino&cido, no s6lo 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). MN&s adelante nos
referiremos al posible significado de estas variaciones.

Es de sefialar la extremada conservacién nucleotidica entre
las dos especies que se ha producido a nivel de los dos sitios
dadores alternativos para el procesado del intrén 7 (fig. 10 y
Tabla 4), a pesar de que el sitio dador D2 difiere del
consenso en que el intrén comienza en GA, en vez de GT, due es
la situacién normal en 1la casi totalidad de los intrones

eucariédticos. Debido a 11la conservacién de 1los 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 pequeﬁasvvariaciones en el producto
protéico de Antp en las inmediaciones del siguiente dominio
protéico: el dominio homedético (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 ex6n 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 homeb6tico, Ultrabithorax, ocurre una situacién
similar: el ex6n que codifica 1la mayor parte del producto
protéico posee también dos sitios dadores para el splicing,
que se utilizan de forma diferencial a 1lo largo del
desarrollo.

En una comparacién del gen be‘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 s6lo se encuentra el primer sitio dador. En
cuanto al péptido codificado (9 amino&cidos) entre los dos
sitios dadores, en las tres especies de Drosophila, éste se ha
conservado entre D.melanogaster Yy D.pseudoobscura; en
D.funebris tres amino&cidos han divergido.

La funcién de estas variaciones en el producto protéico no

se conoce, si bien su cercania al dominio de unién al DNA
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(dominio home6tico) sugiere que, de alguna forma, podria
modular la especificidad o afinidad de la proteina por el DNA.
Si esto es asi, las variaciones que se han descrito en Ubx
entre distintas especies de Drosophila podrian conducir a
variaciones en la actividad de este gen en estas especies. La
conservacién que nosotros 6bsér9ahos entre D.subobscura vy
D.melahogaster a nivel del péptido-alternativo de Antp indica
que no hay tal posibilidad dé variaci6én entre 1las dos
especies.

También se ha propuesto que estas variaciones podrian
afectar a las posibilidades de interaccién con otras proteinas
reguladoras (O'CONNOR y otros, 1988; BERMINGHAM y SCOTT,
1988). Lo que si parece evidente es que estas variaciones se
producen entre regiones muy conservadas: el dominio homeético
y el péptido Tyr-Pro-Trp-Met (ver fig. 12).

Este fenémeno podria ser comin a casi todos los genes con

homeobox. Asfi en el gen home6tico 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 cercanias del dominio
homeético (MLODZIK y otros, 1988; BERLETH y otros, 1988).

La parte no traducida del ex6n 5 del gen Antennapedia de
D.subobscura muestra un porcentaje de conservacién similar al
de los intrones; mientras que el ex6n 4 (no traducido)
presenta una conservacién extraordinaria, comparable a la de

los exones taducidos. Un examen de las regiones conservadas en

el exén 4 ha demostrado la presencia de varias secuencias
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consevadas, asi como un palindrome casi perfecto.

El alineamiento de los intrones es préacticamente
imposible, dada 1a gran divergencia que se produce; el que
presentamos en la figura 10 es el que proporciona el
ordenador, inten£ando maximizar 1los aciertos. Sin embargo,
cualquier variaciétn de 1los pérémétros en la aplicaciédn del
programa da 1lugar a cambios -en- el alineamiento, 1lo que
significa a nuestro juicio que 1los alineamientos de-los
intrones son datos poco consistentes. Esto difiere del
alineamiento de los exones traducidos, donde el resultado es
siémpre el mismo, independientemente de 1las opciones que
utilicemos en la aplicaci6tn de los programas de alineamiento.
A pesar de 1los cambios de 1longitud, 1la posicién de 1los
intrones dentro de 1la 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 1la determinacién " de la
secuencia nucleotidica de 1los fragmentos de interés. Sin
embargo, el nGmero 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 1los clones originales del screening de 1la
genoteca, s6lo hemos 1llegado a determinar la identidad de
tres. Hemos discutido ampliamente la 1inevitabilidad de
obtener, junto con 1los 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.repeticionesbdel codén CAG.
En efecto, otro de los clones obtenidos, lambda DsJ3, que no
tenia ninguna regi6én de solapamiento con el resto de los
clones que hemos descirto, resulté contener un fragmento EcoRI
que proporcionaba una buena sefial de hibridacién frente a 1la
sonda de CcDNA. Al determinar la secuencia de parte de este
fragmento pudimos comprobar que no contenia, como esperébamos,
uno de los exones todavia no aislados, sino una ORF de, al
menos, 309 nucleédtidos. La secuencia protéica correspondiente
contiene, de 1los 103 aminoadcidos codificados 30 glutaminas,
codificadas mayoritariamente por el codén CAG. Una basqueda en
la base de datos EMBL Data Lfbrary coﬁ esta secuencia
encuentra homologia con genes que contienen segmentos de
poliglutamina (repeticiones M), tales como engrailed, hairy,
Deformed, fushi-tarazu y Notch. Sin embargo, esta homologia es
Gnicamente a nivel de las repeticiones CAG, por 1lo que no es
significativa.

Consideramos la posibilidad de que el clon lambda stS
pueda contener un gen todavia no descrito en D;melanogaster,
ya que ninguna de las homologias que hemos detectado llegan
mé&s alléd 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 insercién/delecciédn, lo que

apoya la idea de que 1las regiones con codones repetidos son

propensas a un "desplazamiento de codones', o codon slippage
(DOVER, 1989). El1 mecanismo molecular de este proceso se
desconeoce, aunque se sospecha que se produce durante la

replicacién del DNA. Lo que es un hecho es que cualquier gen,
de los hasta ahora -estudiados en varias especies, que contenga
segmentos de poliamino&dcidos presenta una acumulacién de la
variacién protéica precisamente en estos segmentos. Es el éaso
de 11a comparaciétn de 1los genes Ultrabithorax, engrailed,
hunchback (WILDE y AKAM, 1987; KASSIS y otros, 1986; TREIER vy
otros, 198%9). En el gen Deformed se ha descrito una variacién
entre las cepas Canton-S Yy Oregon-R. Esta variacién se sitda
exactamente en las regiones con repeticiones de 1los codones
CAG (Gln) y AAC (Asn) (REGULSKI y étros, 1987).

En el estudio comparativo del gen period se ha llegado més
lejos: se ha demostrado que las variaciones producidas por
desplazamiento de codones en D.pseudoobscura son responsables
de las diferencias de comportamiento (ritmos. circadianos vy
comportamiento durante el cortejo) entre esta especie vy
D.melanogaster (COLOT y otros, 1988). Las variaciones en el
gen huchback también parecen tener relacién con las
diferencias en el patrén de expresién en D.melanogaster y en
D.virilis, aunque no se ha demostrado todavia una relacién

causal.
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DOVER (198%) propone que estas variaciones entre especies
en el namero y posicién de las repeticiones podrian ser un
mecanismo de especiacién tan eficaz como lo puedan ser las
sustituciones de aminoacidos. El hecho de que se produzca una
variacién permisiva a este nivel incluso dentro de una misma
- especie (como en el gen Déformed) nos parece significativo.
Probablemente, el fenbémeno - del desplazamiento de ccdones sea
una caracteristica inherente a todas las regiones repetidas,
de tal forma que todos los genes que las posean estén sujetos
a una tasa de variacién elevada. Esto contrasta con lo que
cabria esperar en 1los genes implicados en el control de
desarrollo donde, precisamente se ha descrito la casi
universal presencia de repeticiones (ver el capitulo
INTRODUCCION). Pensamos que este fenémeno podria constituir
una base importante de la evolucién.

Este tipo de razonamientos podria invalidar la frecuente
interpretaciétn de que las regionés de 1la proteina que han
divergido entre dos especies corresponden a regiones no
criticas para su actividad (esto ha sido también nuestra
hipétesis de partida). Hay que tener presente, sin embargo,
que las regiones con divergencias podrian contener funciones
caracteristicas de cada especie (DOVER, 1989). No es posible
concluir que las regiones con repeticiones de amino&cidos sean
afuncionales, a pesar de la extrema variacién que se ha
descrito en todas las comparaciones inespecificas. Si fueran
afuncionales, se habria descrito algin caso de deleccibn

completa a nivel de estas regiones, cosa que no ha ocurrido.
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Nuestra interpretacién es que las regiones que contienen

repeticiones, aunque pudieran contener instrucciones distintas

para cada especie, no son las regiones esenciales para la
funcién. Pensamos que las regiones invariables son las
comprometidas en ‘''qué hacer" - (por ejemplo, en 1los genes

homebticos: unirse a ciertas‘ secuencias de DNA; interaccionar
con otras proteinas reguladoras; ‘etc) y que las regiones
variables especificarian el 'c6bmo hacerlo'" (por ejemplo,
variaciones m&s o menos sutiles en los dominios de expresién

espaciales o temporales).
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Figura 6, (A) Deteccion de fragientos hoidlogos al gen Antennapedia de 0.aelanogaster en el DNA
gendaico de Drosophila subobscura, La flecha indica el fragnento que produce la sedal de hibridacién
as fuerte (al,8 kb), H es la auestra de 0O.aelanogaster y S es la nuestra de 0.subobscura, anbos
DNAs estan digeridos con EcoRI, Las puntas de flecha seflalan las posiciones del «arcador de pesos
aoleculares iitiindlll), (B) Andlisis 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 hibridacién, 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 restriccion de la region 3' del gen Anip de 0,sudodscura, Esta regién incluye 31 kb de DNA gendnico que incluye los
exones 4-5-6-7 y 8, La extension de los clones del fago k que heaos obtenido la henos indicado sobre el napa, Las unidades del napa
estdn tedidas en kb; heios considerado cobo punto 100 el centro del fragnento que contiene la secuencia honeobox (exén 8), La polaridad
que henos sequido 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 linea gruesa, debajo de la linea que representa el
genoraa. Los sitios de restriccién analizados son; E, EcoRI; S, Sali; y 6, BanHI,
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Figura 8, Organizacion de la reqion del gen Antp que incluye los exones 4-5-6-7, Los recuadros blancos son los exones (o parte de
exones) no traducidos; los recuadros negros son los exones traducidos, La posicion de las secuencias conservadas en el exén 4 se
luestra con puntas de flecha, Con dos flechas pequefias henos sefialado los dos sitios dadores alternativos para el procesado, los cuales
se han conservado perfectamente en las dos especies, La estrategia de secuenciacién utilizada se indica con las flechas horizontales,
Las flechas con una linea vertical en su origen son las obtenidas a partir de un sitio de restriccién; las flechas con una estrella en
su origen son las obtenidas con oligonucleétidos sintéticos; las flechas sin ningln sinbolo 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 pldsnidicos), La secuencia obtenida a partir del
extreio del clon XDsAI es la seflalada con una estrella de cinco puntas (explicacion en el texto). Los sitios de restriccién son: §,
Snal; E, EcoRI; H, HindIII; y P, PstI.
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Figura 9, Conparacién con Matrices de puntos de nuestras secuencias con la de 0.aelanogaster
(prograia DOTPLOT de ONASTAR). Hay una interrupcién de sl00 pb en nuestra secuencia (ver fig, 10),
por lo que heios representado dos graficas, a la MisMa escala, El punto I del eje de D,subobscura
(grafica superior) corresponde al principio de la secuencia que preséntalos en la figura 10, En la
grafica inferior, el punto 1 corresponde al principio de la secuencia después de la interrupcién, La
explicacion de la grafica aparece en el texto

Figura 10 (las cuatro paginas siquientes), Secuencia gendiica de la region de 0O, subobscura que
contiene los exones 4-5-6-7, alineada con la region hoidloga de D.nelanogaster, La nuieracion de
D.aelanogaster corresponde a la de SCHNEUWLY y otros (1986), La numeracion de 0,subobscura empieza
en el extreno izquierdo del segundo clon, el cual aostranos en la estrategia de secuenciacién (fig,
8), Obsérvese que, debido a un hueco en nuestra estrategia de secuenciacion, la secuencia que
preséntanos esta interruipida,

£000



Ds

Dn

Ds

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

IITROI 3 EIOTI 4
EcoRI T ook ek ke ko ke ok

1 GAATTCGAACTTTAACGAAAACTCTACTTCATTCTCTTTTTTCAGAGTTTCAAAATCARA 60
1 GAATTC-—-——=——=—=—=—=————————— TTTACAGAGTTTCAAAATCAAA 28
«HttHt1l tHtIHt HELEFH  Hkkkkx
61 ATTGAGGAATACCAATTAGAGGATAAGGCTACTTAAGGATCAACAAACAAACAAACAAAC 120
29 ATTGAGGAATACCAACTAGAGGATAAGGCTACTTAAGGATCAAAAAACAC-—--——-— c 79
121 AARAAAC---------- ACCAAATCAATAGACG-——-——~ GITA--------- TTTT 151
AR S A
80 AAGGAGACGAGATTTTCTACCAAATCGAGAGACGAGGGGCAGGTTAATTTCGICATTTTT 139
*kkhkkkkk
152 GGCCAAGACAGCAACAAACAGAGGAACAGAGTGCGGAARAACAAATCGCGGGARRTCATT 211
140  GGCCAAGACAGC-AAATAGAGGAACAGCAAAGCGAAAA-——-——=-——=——=-— TCATT 181
212 TTATACCTCACATCC--ACTACACACGTAACGTCACGTCACGTAACGTAACGATTAAGAG 269
182 TTATACCTCACACAACAACTACACAC--—=-——=-—=-——-—=————- TAAC-- TAAGAT 217
Fkdkkkkk *kkdkk EIOI4 T IITROI 4
270 AG  ACGCAACTGTACATTGTACTTAAGTGTTCAAAAGGGAAGAGTTATTTAGGTGAG 325
e I+ -
218 TAGGCTACGCAACTGTACATTGTACTTAAGTGTTCAAAGTA————— TATTTAGGTAAG  269. .
IITROI 4 y EIOI 5

8 4 ——————mmmmmmmmm oo TTCGCAGTCACGTTTCACCACGG- -~ ARGCAGCAGAAATA 120
392 CTAATTTGTGTTTTTCTTATCATCCAGTTTACTTTGTATATAAGAAAAGTAGCTARAAGC 451
121 G------ CAGCA— GCAGCAGCAG—--—-—=-————-—-~ AAGCAGA--——-—-——~— 143
452 ACGCGGACAGGGAGGCAGGAGCACCACAGTCACTAGCCACTAAGCAGAGTCACAGTCACG 511
144 ———— e AGCAGCCGCAGTTGCCGCCGCC 165
512 ATCACGTTCACTCCAGGATCAGGACTCGGGGCGGGATCAGCAGACGCTGAGGAAGCTGCC 571



Ds

Dn

Ds

Dm

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

HetThrlIetSerThrAsnAenCysGl uSer Ifet
166 AACGCCAACGCCACCGCCGCCTCCGCAATGACGATGAGTACAAATAACTGTGAAAGCATG

572 AXJ ATGACGATGAGTACAAACAACTGCGAGAGCATG

Smal

ThrSerTyrPheThrAsnSerTyrJtetGlyAlaAspJIetHisHisGlyHisTyrProGly
226 ACGTCGTACTTCACCAACTCGTACATGGGCGCCGACATGCACCATGGCCACTACCCGGGC

608 ACCTCGTACTTCACCAACTCGTACATGGGGGCGGACATGCATCATGGGCACTACCCGGGC

AsnGlyVal 'ThrAspLeuAspAlaGlnGlnXetHlsHlsTyrSerGlnAsnProAsnHis
286 AACGGCGTCACCGATCTCGATGCCCAGCAGATGCATCACTACAGCCAGAATCCAAATCAC

668 AACGGGGTCACCGACCTGGACGCCCAGCAGATGCACCACTACAGCCAGAACGCGAATCAC
Ala

GlnGlyAsnJIetProTyrProArgPheProProTyrAspArgHe tProTyrTyrAsnGly
346 CAGGGCAACATGCCCTACCCGCGCTTCCCGCCCTACGACCGCATGCCCTACTACAACGGC
728 CAGGGCAACATGCCCTACCCGCGCTTTCCACCCTACGACCGCATGCCCTACTACAACGGC
GlnGlyMetAspGlnGlnGlnGlnGlnfllsGl iiGlyTyrSerArgProAspSerProSer
406 CAGGGCATGGACCAGCAGCAGCAGCAGCACCAGGGCTACTCCCGCCCGGACAGTCCCTCC
788 CAGGGGATGGACCAGCAGCAGCAG CACCAGGTCTACTCCCGCIXGGACAGCCCCTCC
Val
SerGInValGlyGlyValJletProGInAlaGlnThrAsnGlyLeuProThrGlyGlyGln

466 AGTCAGGTGGGTGGCGTGATGCCACAGGCACAGACCAACGGCCTGCCCACAGGTGGCCAG

845 AGCCAGGTGGGCGGGGTCATGCCCCAGGCGCAGACCAACGGT--—-———-———-———-—-— CAG

Leu ValAlaGlnGlnGlnGlnGlnGlnProGlnGlnGlnSerGlnThrProGlnGln
526 CTG GTGGCCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCCCCAACAGCAGTCACAGACCCCACAGCAG

890 TTGGGTGTTCCCCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAACAGCCCTCGCAGAACCAGCAGCAA
Gly Pro Gln Pro AsnGln

PstI
GlnGlnAlaGlnGlnProGlnGlnGlnGlnGlnGlnLeuGlnGlnLeuProGlnValThr
583 CAGCAGGCGCAACAGCCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCTGCAGCAACTGCCACAAGTGACG

950 CAGCAGGCGCAGCAGGCCCCACAGCAACTGCAGCAG—————— CAGCTGCCGCAGGTGACG
AlaPro Leu

225

607

285

667

345

727

405

787

465

844

525

889

582

949

642

1003



643

1004

703

1046

763

1103

823

1163

883

1213

927

1267

942

1327

953

1387

1447

960

1507

GlnGlnValThrHieProGlnGlnGlnGlnGlnGlnGlnGlnGlnGlnG1lnGI nl'roVal
CAACAGGTGACACATCCCCAACAGCAGCAGCAGCAGCAACAACAACAGCAACAGCCTGTC

CAACAGGTGACACATCCGCAGCAGCAACAACAGCAG-————-—————==——————— CCCGTC
PstI
ValTyrAlaSerCysLysLeuGlnAlaAlaValGlyValGlyLeuGlyMetYalProGliJ
GTCTATGCCAGCTGCAAGCTGCAGGCGGCCGTGGGCGTGGGTCTGGGCATGGTGCCCGAG
GTCTACGCCAGCTGCAAGTTGCAAGCGGCCGTTGGT GGACTGGGTATGGTTCCCGAG
GlyGlySerProProLeuValAspGlnHetThrGlyHlsHlslCetAsnAlaGlnlCetSer
GGTGGCTCTCCCCCACTGGTGGATCAGATGACGGGACATCATATGAATGCGCAAATGTCG

GGCGGATCGCCTCCGCTGGTGGATCAAATGTCCGGTCACCACATGAACGCCCAGATGACG
Ser Thr

EXOI 5 y IMTKOI 5
LeuProHisHisHetGlyHisProGlnAlaGlii HlndlIT
CTGCCACATCACATGGGACATCCGCAGGCGCAGGTGAGAATGAAGCTTTCTTAAGGGTAG

CTGCCCCATCACATGGGACATCCGCAGGCGCAGGTGAGCATGGATCTTAT—————————

ATTGGGGGTAGTTAGCTTACGGTTTAGGGGTTCT-—-————=—=—=—=—~ AATTGCTTTG
ATTGTGGCTT------ TTATGGTTTGCTGAGTCTTAGATACACGGTTACCAATGGCTTTT
AAATCCGCTGCTTAT — —— === === === == == = = =~ m e

GGAAATATTTTTTATTGGCATAATTAGAATTTATTGACATGATCCTTGTGTAATAAGGAA

AACCCAATACT ———————=-———~

TCAAAATTAATTATAGAAAATAGAAACACGTTACTTTTTTCGTTTCCTATAACAAGAGCA

CAATGCT-—==-==========—==——————— e ——
AGTCXITTATTTTTTGACAACAAGGGCAATTAACTTTTCGTTATTGAATCTTCTTATATGG
ATAATTGTTGTTTATTTTTATTTACTAATTTCXCAAATCGATATCCTTACA (XTCCCGCA

—————————————————————— TTTTCCCATCTTTCTCA— TGCTGCTTTCAATCA

TATTTGCCAACCACCTTAACGCTTTTCCTATCTTTTTCACATGCCGCTTTTGGCGCTCGC

702

1045

762

1102

822

1162

882

1212

926

1266

941

1326

952

1386

959

1446

1506

991

1566



Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

Ds

Dn

IITROI 5 £ EXOI 6 EXOI 6 3 IITROI 6
LeuGlyTyrThrAspValGlyValProAspValThrGlu
992 ACCAAAACAGTTGGGTTACACGGACGTTGGAGTTCCCGATGTTACAGAGGTAAGA-————

1567 ACCTG— CAGTTGGGCTATACGGACGTTGGAGTTCCCGACGTGACAGAGGTAAGATCGAG

1047-- CGCCCGTCATCCCGCCCTCTCTCAAT--—--—-—-—-—-—-— ACC— CATCCCCTC

1625 TCCACATTGCGCTTGTCA---——- CCTACTTCAAATTCTGCTAAAACCTAACATCTTTTA

IITROI 6 £ EXOI 7
ValHisGlnAsnflisHi sAsnlletGlyletTyrGly
1144 TCTCTTTTTGAATCGTTCATTTAGGTCCATCAAAACCATCACAACATGGGAATGTACGGA
1726 TCTAAAAACTTACCCATCAC— AGGTCCATCAGAACCATCACAACATGGGCATGTAC---
G1nGl nGlnThrGlyValProProValGlyAlaProProGlnAlalletJietHisGlnGly
1204 CAACAGCAGACGGGTGTGCCACCTGTGGGGGCACCACCACAGGCAATGATGCA (XAGGGC
1781 CAGCAGCAGTCAGGAGTTCCGCCGGTGGGTGCCCCACCTCAGGGCATGATGCACCAGGGC
Ser Gly
GlnGlyProProGlnletHlsGlnGlyHi sLeuProGlyGlnHi sThrProProSerGln
1264 CAGGGGCCGCCGCAGATGCACCAGGGCCATTTACXX1iGGCCAACATACGCCGCCATCCCAA
1841 CAGGGTCCTCCACAGATGCACCAGGGACAT CCTGGCCAACACACGCCTCCTTCCCAA
EcoRI
AsnProAsnSerGlnSerSerGlyMetProSerProLeuTyrProTrpJIetArgSerGln
1324 AACCCGAATTCGCAATCCTCGGGGATGCCGTCACCACTGTATCCCTGGATGCGAAGTCAG
1898 AACCCGAACTCGCAGTCCTCGGGGATGCCGTCTCCACTGTATCCCTGGATGCGAAGTCAG
f EXOI 7 y IITROI 7
PheGlyLysCysGln

1384 TTTGGTAAGTGTCAAGGAAAGTGATCCTCTA Drosophlla subobscura

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

O
Ser Gln Asn Pro Asn Hls Gln Gly Asn Met Pro Tyr Pro Arg Phe 60
B O [ ]
Pro Pro Tyr Asp Arg Met Pro Tyr Tyr Asn Gly Gln Gly Met Asp 75
O ||
Gln Gln Gln Gln Gln Hls Gln Gly Tyr Ser Arg Pro Asp Ser Pro 920

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

£
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 Ala Gln Met Ser 210

E
Leu Pro Hls Hls Met Gly Hls Pro Gln Ala Gln}Leu Gly Tyr Thr 225

n n mY
Asp Val Gly Val Pro Asp Val Thr Glu VdA 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 Ser Gln Ser Ser Gly Met Pro Ser Pro Leu Tyr 300
H ¥ p
Pro Trp Met Arg Ser Gln Phe Gly Lys |cys Gln 311

Figura II, Secuencia protéica codificada por la ORF de Orosophila subobscura, Los residuos de
cisteina estén enmarcados y las regiones ricas en glutaiina estén subrayadas, Los aminodcidos con
carga se indican con cuadros, negros para los acidos y blancos para los aminodcidos basicos, Ninguno
de dichos aminodcidos ha sido sutituido (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 XTXSTIICES ZTSYFTXSYXGADXHHGHYTP
Ds

31

Dn GIGVTDLDAQOQXHHYSQXAXHQOQXXPYPRTF

Ds
61

DB PPYDHXPYYXGQGXDQQOQOQ( )HQVYSRPDSP
90

DB SSQVGGVXPQAQTZXG ( ) QLGVPQQQQOQ

Ds LPTGG--< )-A ————————
115

DB QQQOQQPSQIQQOQQOQOQAQQAPQQLOQOQO ( JIQLPQYV

Ds - P --Q-=-TP —————mm—o—— P Q 0 LQ —————————
143

DB TQQYTHPQQQQQOQC )PVVYASCKLQA

Ds Q0QQQQQ ——--mmmmmmmmmmmmoemee
167

DB AVG( J)GLGXVPBGGSPPLVDQXSGHHXXAQX
196 4 4

DB TLPHHXGHPQAQLGYTDVGVPDVTBVHOQXH
226

DB HIXGXY()0QQSGVPPVGAPPQGXXHQGQGEP

Ds G ——— O A ——mmmm

DB POQXHQGH (>PGQHTPPSQIPXSQSSGXPSPL
284---- 4 4

DB IYPVX RSQFGKCQ

Ds - --—-

Figura 12. Alineaiiento de las secuencias protéicas del gen ftntpde Orosophila aelanogaster y de
D.suboscura, La numeracion se refiere a las posiciones de los aiinodcidos en la secuencia de
0.aelanogaster, El signo sefiala identidad; los huecos introducidos para el alineaiiento se han
sefialado con ( ). Las flechas indican las posiciones de unién entre las regiones codificadas en
exones diferentes (las dos flechas de la parte C-teninal denotan las posiciones de los sitios
ilternativQs pan el procesado), los dos péptidos coiunes a otros gemes del desarrollo estan
seflalados con un recuadro, Heios utilizado el cédigo de una letra de Dayhoff,



D. subobscura

vi T v T

Figura 13, (Parle superior), Perfil de hidropatia de la proteina fintp de 0, subobscura y de
D,aelanogaster, utilizando el algoritao de Hopp y Woods, Los doiinios hidrof ;lieos quedan en la
parte superior de la grifica, (Parte inferior), Representacion de la variacion de la proteina en las
dos especies, El rectanqulo representa el producto protéico Antp de D,aelanogaster y, sobre éste, la
variacion encontrada en D,subobscura (aétodo de KASSIS), Los tridngulos invertidos sefialan las
inserciones; la base de estos triangulos es propocional a la longitud de dichas inserciones, Las
puntas de flecha seflalan las inserciones o delecciones de uno o dos aiinoacidos (ver fig, 12), Las
sustituciones no conservativas de aiinoadcidos estan larcadas con una Linea vertical en el extreio,
Bajo el esqueia 'd la proteina, los recuadros blancos representan las regiones de la proteina cuyo
contenido en 6lutaiina es luy elevado, Los recuadros negros seflalan los dos péptidos coiunes a otros
genes del desarrollo,



Drosophlla subobscura 18 GTGTACATACAACTCTCATATTCTCAGCTCGTG 51

Drosophlla melanogaster 1660 GTGTAGTAACTTAAAATCATTTTCCACGCCATCT 1693

Ds 52  TGATCCTTCCAAG-—-————- CAAATGAAGGAAAATGAATGGAT AGCAAGGGG————— 926

DB 1694 GTGGAAATCCATATACCAAAGTCAAAGGAACGAAGGAGAAAGAAAAAGGAGGACGGAATG 1753

Ds 97 — AAACTATAAAGCATCATATGTTTATATGTAGATATATATAATTAAACACAAAACACAC 154
Db 1754 GCAAACTATAAAGTATCATATGTTTATATGTAGATATATATATTTAAACAAG---———— C 1806
De 155 CTAAGCATAAAGCATGTAACTTTGTAGAGAAAGAGTTTCGTTTTGT-————————-— AAAT 204

DB 1807 CTAATACAAAA-CATGTAACTTTATAGAGC GTTTCGTTTGTAAATTCCCCAGAAAT 1861

Figura 14, Secuencia parcial del fragmento EcoRl de 2,2 kb del clon XDsAl, 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 conservacién respecto de 0, aelanogaster, lLas referencias de esta especie patron
corresponden a las de la secuencia de SCHNEUWLY y otros (1986), Esta region de homologia estd
situada entre los dos sitios de poliadenilacién (ver esqueaa de la fig, S),



7CACA7CAGCATCCACAGCAGG7GCAGG77CAGG77CAGG7GCAGCAACAGCAGCAGCCY
AGTSTAGTCGTAGGTGTCGTCCACGTCCAAGTCCAAGTCCACGTCGTTG7CS7CGTC3GA

SerHi sGlnHi sProGlnGlnVaiGlnValGi nVaiGlnValGlnGlnGlnGlnGlnPro

CA7CCACACCAGCAGCAGAT7T7ATTGCT7CATACGCACGCCCACCAACAACACCA3CAGCAG
G7AGG7G7GG7CG7CG7C7AATAACGAGTATGCG7GCGGG7GG77G77G7GG7CG7CG7C

Hi sProHi sGlnGlnGlnllelleAlaHi s7hrHi sAlaHisGlnGlnHisGlnGlnGln

CAGCAGCAACAACAGT7CTCCTCAGACCATT7CAGGCT7CAT7CCCGCACAGCACT7GCAATAC
G7CG7CG77GTTGTCAGAGGAGTC7GG7AAGTCCGAGTAGGGCGTG7CGTGAACGTTATG

G1nGlnGl nGl nGl nSerProGI n7hr!leGlnAlaHi sProAl aGl nHi sLeuGl nifyr

+ . o+ . 4

GGACA7CCGCCTCCGCCGCCACAGGCACAGGGCGTGGCTAACTCCGCAGTGGT77GTAGGA
CCTG7AGGCGGAGGCGGCGG7G7CCG7G7CCCGCACCGAT77GAGGCGTCACCAACATCCT

GlyHi sProProProProProGlnAlaGlnGlyValAlaAsnSerAlaValVal ValGly

GGAGGAGGAGGAGGAGGCGCT7GCCGTTGCCAT77GCGGGT7GCTGCTGC7GAGAGCATCGAT
CCTCCTCCTCCTCCTCCGCGACGGCAACGGTAACGCCCACGACGACGACTCTCGTAGCTA

GlyGlyBlyGlyGlyGlyAlaAlaValAl alleAlaGlyAlaAlaAlaGluSerlleAsp

AATCCAGAA
————+ 309
7T7AGGTC'T

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 traduccion conceptual de
esta secuencia 1'uestra que, en caso de traducirse, el contenido en glutanina serd superior incluso
al del producto protéico del gen fintp, Este clon no pertenece al complejo Antennapedia, La blsqueda
de secuencias sinilares en una base de datos solo proporciona hoiologias a nivel de las
repeticiones,



Limite entre los intrones y los exones

Sitio dador Sitio aceptor
COISEISO CAG/GTAAGT (DnJCAG/G

A G c T
Intrén 3 TTTCAG/A Ds

TTACAG/A Dm

Intrén 4 TAG/GTGAGT TCGCAG/T Ds
TAG/GTAAGT ATCCAG/T Da
Intrdén 5 CAG/GTGAGA AAACAG/T Ds
HE R
CAG/GTGAGC CTGCAG/T Dm
Intrén 6 GAG/GTAAGA ATTTAG/G Ds
GAG/GTAAGA TCACAG/G Dm
Intrén 7
TTG/GTAAGT Ds
DI
TTG/GTAAGT Dm
AAG/GAAAGT Ds
D2
AAG/GAAAGT Dm

DI y D2 corresponden a los dos sitios alternativos para el
procesado del exén 7.

Tabla 4. Comparacién de los sitios dadores y aceptores para el
procesado del gen Antennapedia entre Drosophlla subobscura y

D. melanogaster. Estas posiciones estan sefialadas con puntas de flecha
en la figura 10.



Conservacién de aminoacidos en la proteina Antp

REGIG6S LQIGITUD 19 Diferencias X Conservacién
* 1»
D. sub D. mel
Exén 5 221 aa 207 aa 13 94 X
Exén 6 13 aa 13 aa 0 100 X
Exén 7 77 aa 75 aa 2 97 X
TOTAL 311 aa 295 aa 15 95 X

* E1 H9 estimado de diferencias es el de sustituciones de aminoacidos
mas el n9 de aminoacidos de D. aelanogaster (sélo uno) que, en el
alineamiento, no aparecen frente a una secuencia homologa en
D. subobscura.

** El1 porcentaje estimado de conservacién es el n9 de aminoacidos
homélogos dividido por el numero total de aminoacidos de D. aelanogaster
(x100) .

*** E1 total se refiere al segmento de D. subobscura que presentamos
alineado frente a D. aelanogaster (reglén aminoterminal).

Tabla 5. Niveles de conservacién en la secuencia del producto protéico
de Antp en D. subobscura, en comparacién con D. nelanogaster. Las
estimaciones estédn calculadas siguiendo la aproximacién de KASSIS y
otros (1986).



>gca Ala (A) 3 # cag G1ln(Q) 56 # uug Leu(L) 1 uaa Ter(.) 0
lgecc 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(d) 0 # gag Glu(E) 2 # aag Lys(K) 2 # — Ter (.) 0
Ala (A) 12 # — Glu (E) 3 # — Lys (K) 2 # aca Thr(T) 4
ga 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
lege 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 TrpW) 1
.cqu Arg(R) 0 # cae His(H) 9 # cea Pro(P) 11 # — Trp <> 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 # uvau Tyr(Y) 2
aau Asn(N) 5 # aua Ilu(I) 0 # ccu Pro(P) 2 # Tyr (Y) 13
,,,,,,,, Asn (N) 14 # auc TIlu(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 222?(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 Ala (a) 0 # cag Gln(Q) 52 # uug Leu(L) 3 # uaa Ter () 0
gee Ala (d) 6 # Gln (Q) 64 # —— Leu (L) 10 # uag Ter(.) 0
gcg Ala (3) 6 # gaa Glu(E) 0 # aaa Lys(K) 0 # uga Ter(.) 0
gcu Ala (d) 0 # gag Glu(E) 3 # aag Lys(K) B 4 — Ter (.) 0
******** Ala(A) 12 # —— Glu(E) 3 # — Lys(K) 2 # aca Thr(T) 3
aga Arg(R) 0 # gga Gly(G) 6 # aug Met(M) 22 # acc Thr(T) 4
agg Arg(R) 0 # ggc Gly(G) 10 # —— Met (M) 22 # acg Thr(T) 5
cga Arg(R) 1 # ggg Gly(G) 6 # uuc Phe(F) 1 # acu Thr(T) 0
cgc Arg(R) 3 # ggu Gly(G) 8 # uuu Phe(F) 2 # — Thr (T) 12
cgg Arg(R) o # — Gly (G) 30 # — Phe (F) 3 # ugg Trp(W) 1
cgu Arg(R) 0 # cae His(H) 12 4 cea Pro(P) 5 # Trp (W) 1
~—=  Arg(R) 4 4 cau His(H) 8 # ccc Pro(P) 12 # uac Tyr(Y) 11
aac Asn(N) 14 # — His (H) 20 # ccg Pro(P) 11 uau Tyr(Y) 2
aau Asn(N) 1 # aua Ilu(I) 0 # ccu Pro(P) 6  — Tyr (Y) 13
-------- B Asn(N) 15 # auc Ilu(I) 0 # —— Pro(p) 34 # gua Val(V) o
gac Asp(D) 8 # auu Ilu(I) 0 # age Ser(S) 5 # guc Val(V) 6
gau Asp (D) 1 4 — Ilu(I) 0 # agu Ser(S) 2 # gug Val(V) 6
Asp (D) 9 # cua Leu(L) 0 # uca Ser(S) 1 # guu Val(V) 6
uge Cys(C) 2 §# cuc Leu(L) 0 # ucc Ser(S) 5 # — val (V) 18
ugu Cys|(C) 1 # cug Leu(L) 7 # ucg Ser(S) 6 # nnn 22?2 (X) 0
”””” Cys (C) 3 # cuu Leu(L) 0 # ucu Ser(S) 1 # TOTAL 295
caa Gln(Q) 12 # uua Leu(L) 0O # — Ser (S) 20 #

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



Conservacién de nucledétidos en la unidad de transcripcién Antp

REGION LONGITUD N2 Diferencias X Conservacién
4 44
D. sub D. mel
Intrén 3 >15 kb «25 kb N.D. ?
Exén 4 275 pb 251 pb 60 76 X
Intrén 4 «150 pb 154 pb N.D. N.D.
Exén 5

Reglén no

traducida 102 pb 156 pb 108 31 X

Reglén

traducida 663 pb 621 pb 83 87 X
Intrén 5 146 pb 379 pb 293 23 X
Exén 6 39 pb 39 pb 4 90 X
Intrén 6 127 pb 134 pb 69 49 X
Exén 7 232 pb 226 pb 25 89 X
Intrén 7 «11 kb «11 kb N.D. ?
TOTAL 1564 pb 1806 pb 642 64 X

* E1 P estimado de diferencias es el de sustituciones nucleotidlcas
mas el n@ de nucledétidos de D. melanogaster que, en el alineamiento, no
aparecen frente a una secuencia homologa en D.subobscura.

44 El1 porcentaje estimado de conservacién es el n2 de nucledtidos
homélogos dividido por el numero total de bases de D. aelanogaster
(x100) .

444 El1 total se refiere los segmentos de D. subobscura que presentamos
alineados frente a D.melanogaster.

Tabla 7. Niveles de conservacién nucleotidica en la secuencia del gen
Antp de Drosophlla subobscura en comparacién con D. melanogaster, a lo
largo de las distintas regiones. Las estimaciones estan calculadas
siguiendo la aproximacién de KASSIS y otros (1986).



Secuencias conservadas en el exén 4 de Antp

D. melanogaster D.subobscura
COISEISO
TAGAGGAA
30 TtGAGGAA 37 62 TtGAGGAA 69
155 TAGAGGAA 162 170 CcAGAGGAA 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

y

136 TTTTGG'CCAAGA 149 D. melanogaster

148 T TTTGG ccaaca 159 D.subobscura

1l

Los tres grupos superiores corresponden a secuencias
repetidas: los nucledétidos indicados en letra nindscula son
los que se salen del consenso que se propone. La secuencia
Inferior es un palindrone imperfecto.

Tabla 8. Regiones conservadas en el lider del gen Antp. Estas regiones
estan sefialadas con asteriscos en la figura 10.
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CONCLUSIONES

1. Las 30 kb de 1a regi6én 3' del gen Antp de Drosophila
subobscura presentan una estructura casi idéntica a la de la
regién homéloga de D.melanogaster, con la excepcién de un
pequefio intrén (I-6) cuyo tamafio es un tercio del de la
eséecie patrén.

2. Encontramos un segmento muy conservado Que se sitdGa en la
regién del l1lider 5' no traducido del transcrito. Este segmento
consiste en repeticiones de las secuencias TAGAGGAA, TACTTAAG,
TCAAAA. Ademas este segmento conservado contiene el palindrome
imperfecto TTTTGGCCAAGA.

3. Los primeros datos que tenemos sobre el otro extremo del
transcrito, el trailer 3' no traducido, indican que hay una
baja homologia general, donde destaca 1la presencia de, al
menos, un segmento de 50 pb que présenta un elevado porcentaje
de conservacién.

4. La conservacién en los intrones pequerios es minima, al
igual que en los exones no traducidos (salvo la conservacién
citada en la conclusién 2).

5. El producto protéico, anélizado en su mayor parte, ha
acumulado la variacién de forma muy desigual: casi toda 1la
variacién (insercioneé y sustituciones de amino&cidos) se ha
acumulado en 1la regién de poliglutamina, codificada por
repeticiones maltiples del codén CAG.

6. Especulamos que las regiones ricas en codones repetidos

-135-



tienen una funcién relacionada con la captacién de

variabilidad en genes criticos para el desarrollo.
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MATERIALES Y METODOS

1. ENZIMAS
1.1. DNA ligasa

Para 1la uniétn 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). El1 tampén
utilizado difiere del recomendado por MANIATIS y otros en el
pH del tampdén. La composiciédn de nuestro tampddn es: 50 mM
Tris-HCl, pH 8.0; 10 mM MgClz; 10 mM DTT; 1 mM espermidina; 2
mM ATP; 100 ug/ml BSA.

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

Para 1la ligacién de extremos cohesivos, la temperatura de
incubacién ha sido de 15-16"C y el tiempo de incubacién de
12-16 h. Tras esta incubaciétn, la mezcla se ha mantenido a 4=C
hasta el momento de la transformacién o transfeccién.

Para la ligaci6tn de extremos romos, la incubaciétn se ha
llevado a cabo a temperatura ambiente (en presencia de un 10%
de PEG), manteniéndose a esta temperatura hasta 1la
transformacién.

1.2. Polimerasas

Para 1la preparacién de sondas radiocactivas, hemos -
utilizado indistintamente 1a DNA polimerasa 1 de E.coli de
B.M. (Cat.No. 104 493) en una reaccién de '"nick translation",
o) bien el framgmento Klenow en una reaccién de
"oligolabelling'". El1 tampén de incubacién wutilizado para 1la
DNA pol I ha sido el que recomiendan MANIATIS y otros (tampén
10x: 0.5 M Tris-HCl, pH 7.5; 0.1 M MgSO,.; 1 mM DTT; 500 ug/ml
BSA) y la incubacién se ha realizado a 15-16=C durante 1-2 h.

Para el "oligolabelling", el tampén empleado ha sido el
recomendado por FEINBERG y VOLGESTEIN (1983). El1 enzima
utilizado fué el fragmento Klenow de 1la DNA polimerasa I
(Labelling Grade; 20/ul) de B.M. (Cat.No. 1008 412).
Normalmente, esta reaccién la hemos dejado durante 12-16 h a
temperatura ambiente. Las condiciones exactas para ambos tipos
de reacciones de marcaje estén descritas en el apartado 9.

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

1.3. Enzimas de restriccién

Las digestiones de DNA con endonucleasas de restricciéon
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 continuacién. Tampbédn
A: 33 mM Tris-acetato, pH 7.9; 10 mM Mg.acetato; 66 mM
K.acetato; O.5 mM DTT. Tampén B: 10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 5 mM
MgClz; 100 mM NaCl; 1 mM B-mercaptoetanol. Tampbn L: 10 mM
Tris-HCl, pH 7.5; 10 mM MgCl-; 1mM ditioeritrol (DTE). Tampébn
M: 10 mM Tris-HCl1l, pH 7.5; 10 mM MgCl>; 50 mM NaCl; 1 mM DTE.
Tamp6én H: 50 mM Tris-HC1l, pH 7.5; 10 mM MgCl-; 100 mM NaCl; 1
mM DTE.

Para las digestiones dobles, se ha utilizado el tampén que
permitiera la maxima actividad de los enzimas usados, segln 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 (nGmero de unidades) utilizado para
las digestiones ha sido siempre la suficiente para digerir
todo el DNA en 1 h, si bien la incubaciédn ha sido normalmente
de 2-4 h a 37=C (salvo las digestiones de DNA genbémico que se
llevaron a cabo durante 12-16 h). Para las digestiones de DNA
genémico de Drosophila, el tiempo de incubacién ha sido de
12-16 h. El volumen arfiadido de solucién enzimatica ha sido, en
todos los casos, inferior al 10% del volumen final, con el fin
de evitar 1la relajacién de 1a especificidad que puede
producirse en muchos enzimas de restriccién.

En todas las incubaciones con estos enzimas, se afadi6 a
la mezcla de digestién BSA 1libre de nucleasas (BRL), a una
concentracién final de 100 ug/ml.

Antes de interrumpir la reaccién, siempre se ha comprobado
que ésta es completa (en un minigel). Cuando se ha alcanzado
este punto, los tubos de reaccién se han pasado a 4<C, sin
ningan otro tratamiento. Cuando ha sido necesario inactivar
los enzimas (por ejemplo, durante la preparacién de vectores),
la mezcla de digestién se ha calentado a 65-68<C durante 15-20
min.

1.4. Desdxirribonucleasa

En las reacciones de ''nick translation' hemos usado 1la
DNasa I (E.C. 3.1.21.1) de B.M. (Cat.No. 104 132). Se prepard
una solucién stock a una concentracién de 1 mg/ml en un tampén
de nick translation que incluye un 50% de glicerol, y se ha
mantenido a -20°C hasta la actualidad. Para cada reacién de
marcaje, se prepar6 una dilucién 10-%, afiadiendo 1 ul de 1la
dilucibébn a la mezcla de reaccibédn segin se describe en el punto

-139-



@.1.

Para la preparacién de DNA del fago lambda a gran escala
(apartado 6.3.2) también se utilizé este producto de B.M.,
aunque arfiadiéndolo directamente en polvo.

1.5. Ribonucleasa

Para la eliminacién del RNA durante la preparacién de DNA,
hemos wutilizado RNasa A de B:M. (Cat.No. 109 169). Se preparé
una solucién stock con una concentracién de 10 mg/ml en un
tampén (10 mM Tris-HC1l, pH 8.0, 15 mM NaCl). Esta solucién se
calenté a 100=C durante 15-20 min, y se 'dej6 enfriar
lentamente para facilitar 1la renaturalizaci6én del enzima. El
stock se mantiene a -20°C indefinidamente. Para la preparacién
de DNA del fago lambda, hemos utilizado RNasa c¢cruda de B.N.
(Cat.No. 109 126).

1.6. Fosfatasa alcalina

Para 1la defosforilaciétn 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 concentracién de 1
U/ul (Cat.No.713 023) y el tampé6én de incubaci6tn es el
recomendado por MANIATIS (tamp6n 10x: 0.5 M Tris-HCl, pH 9.0;
10 mM MgClz; 1 mM 2nCl=; 10 mM espermidina). El protocolo
seguido fue, al principio, el descrito en dicho manual.
Posteriormente, hemos seguido una alternativa mucho m&s simple
(ver apartado 12.1).

1.7. Polinucleétido kinasa

Las reacciones de marcaje de extremos 5' se ha llevado a
cabo con el enzima polinucledétido kinasa de B.M. (Cat.No. 633
542) sobre DNA previamente defosforilado. El tampé4n se prepard
a una concentracién 10x (0.5 M Tris-HCl, pH 7.6; 0.1 M MgCl=;
S50 mM DTT; 1 mM espermidina; 1 mM EDTA) y se ha mantenido a
=20=C).

La incubacibén se 1lev6 a cabo durante 45 min a 37<C,
siguiendo el protocolo del apartado 9.3.

1.8. Proteinasa K

Para la digesti6én de las proteinas contaminantes durante
la preparaciétn de DNA genémico de Drosophila y de DNA del
bacteri6fago lambda hemos utilizado Proteinasa K del proveedor
B.M. (Cat.No. 1000 144). Para el DNA genémico hemos utilizado
una solucién stock a una concentracién de 20 mg/ml (en agua),
mantenida a -20<C; para la extraccién a gran escala de DNA del
fago lambda se afiadi6é este enzima en polvo.
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1.9. Lisozima

Para producir 1la lisis bacteriana durante la preparacién
de DNA plasmidico, 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 1los tampones descritos en este trabajo,
hemos partido de soluciones concentradas, preparadas segdn se
describe en MANIATIS y otros. Las sales utilizadas, los
alcoholes y los disolventes orgénicos son de calidad '"Para
Anadlisis'" del fabricante MERCK, excepto el CsCl que es de B.NM.
(Cat.No. 757 292). El1 fenol de MERCK (Ref. 206) se ha
utilizado tal como viene de la casa comercial, sin ningGn .otro
paso de purificacién. _

El isopropil-g-D-tiogalactopiranésido (IPTG) Y el
S-bromo-4-cloro-3-indolil-g-D-galactopiranésido (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 Yy soluciones cuya composicién no
describimos han sido preparados segin el manual mencionado. La
seroalbamnina bovina (BSA) de 1las mezclas de hibridacién es
del proveedor SERVA (Ref. 11930). En el resto de solucliones se
ha utilizado BSA libre de nucleasas (acetilada) del proveedor
BRL (Cat.No. 540-5561UB).

3. CEPAS UTILIZADAS )
3.1. E.coli

NM538 : F- supF hsdR mcrB (r-m+) lamda-.

Q358 : supF hsdR mcrB (r-m+) attphiso

DHS5a : P- SupE44 hsdR17 mcrA mcrB (r-m+) gyrA®6 recA1 relAit
endA1 thi-1 attfi80 lacZ2deltaM15 lambda-.

JM105 : [F' traD36é proAB+ laclqZdeltaM15] delta(pro-lac) hsdR4
(r-m+) rpsL sbcB15 thi endA1.
3.2. Drosophila

La cepa a partir de cuyo DNA se preparé la libreria
genébmica fué la H-271 de Drosophila subobscura. Para las
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hibridaciones con DNA gen6mico se utilizé esta misma cepa, asi

como un control con DNA de 1la cepa Oregon de Drosophila
melanogaster. '

4. VECTORES DE CLONACION
4.1. Derivados del bacteri6fago lambda

La libreria genémica utilizada en este trabajo tenia como
vector un derivado del fago lambda: lambda EMBL4, un vector de
reemplazamiento disefiado por FRISCHAUF y otros (1983).

En esquema, la genoteca se prepard digiriendo parcialmente
DNA genémico de la cepa H-271 de Drosophila subobscura con el
enzima de restriccién Mbo I e inserté&ndolo en el sitio BamH I
del vector EMBL4. Una alicuota de esta 1libreria, una vez
amplificada, nos fue facilitada por G. Marfany Yy R.
Gonzalez-Duarte (Universidad de Barcelona) y ha sido nuestro
punto de partida para la clonacién.

Asi pues, todos los clones del fago lambda de este trabajo
son derivados del EMBL4. Este vector carece del gen de 1la
proteina represora cI, asi como de los genes para el sistema
de integracién, de tal forma que estos virus tienen
necesariamente un crecimiento litico.

4.2. Derivados del virus M13

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 1la digestién con un enzima de
restriccidén y tratamientos andlogos a los de los plasmidos.

El virus M13 no produce lisis, sino que su infeccién
provoca un crecimiento retardado de las bacterias. Asi, cuando
se lleva a cabo una infeccién o una transfeccién, el resultado
es la aparicién de calvas que no son placas de lisis, sino més
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 B-galactosidasa (lac2). concretamente el extremo 5', que
corresponde a 1la parte aminoterminal del enzima. Ambos
vectores contienen un sitio de clonacién maltiple (insertado
en dicho segmento, pero manteniendo 1la pauta de lectura) que
incluye dianas para los mismos enzimas de restriccién (EcoRI,
Sacl, Smal, Xmal, BamHI, Xbal, Sall, Accl, Hindll, Pstl y
HindIII) aunque en direcciones opuestas.

Cuando se cultivan estos vectores, en su estado intacto,
en un hospedador bacteriano mutante que sintetiza 1la enzima
B-galactosidasa carente de los aminodcidos 11 a 41 (mutacién
lacZdeltaM15), 1la sintesis de ese fragmento aminoterminal
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codificado por el vector es capaz de complementar dicha

mutacioén b4 dar un fenotipo B-galactosidasa positivo
(a-complementacién). La inserci6tn de un fragmento de DNA
(inserto) en el sitio de clonacién maltiple (MCS) provoca, en
la mayoria de 1los casos, 1la inactivacién del fragmento
codificado por el vector, por 1lo que ya no se produce esa
complementacién. Esto es la base de la selecci6tn de los clones
recombinantes frente a 1los parentales: utilizando un medio
indicador IPTG/X-gal, los clones recombinantes son de color
blanco, mientras que l1o0s resultantes de la recircularizacién

del vector producen un halo azul.

La adsorcién de este virus a 1las células de E.coli
requiere que éstas posean el pelo F, cuya sintesis esté
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 condicién F' 1las cepas hospedadoras
llevan una delecci6tn de 1los genes responsables de la
biosintesis de prolina, los cuales han sido insertados en el
episoma F. E1 cultivo de 1la cepa hospedadora en un medio
minimo, permite evitar la pérdida de dicho factor.

Ademés, el DNA cromosémico del hospedador 1lleva también
una deleccién completa del gen lacZ, mientras que el episoma
lleva una insercién de la variante mutante del gen
lacZdeltaM15. Ademés, el episoma lleva la mutacién laclq, que
conlleva la superprouccién del represor lac, permitiéndo asi
regular la expresién del operén lac mediante el inductor IPTG.

4.3. Plasmidos

Para la subclonacién de fragmentos de restriccién de los
clones aislados de la genoteca, hemos utilizado los siguientes
vectores. :

pPUC18 y pUC19. Estos vectores contienen un sitio de clonacién
maltiple, con dianas para los siguientes enzimas: EcoRI, SacI,
Kpnl, Smal, Xmal, BamHI, Xbal, Sall, Accl, HindII, Pstl, Sphl
y HindIII, dispuestos en ordenacién opuesta. Este sitio de
clonacién, al igual que en los vectores del apartado anterior,
esta situado en el interior de un segmento del gen lacZ capaz
de manifestar a-complementacién frente a la mutacié6n
lacZdeltaM15.

Por este motivo 1los vectores de esta serie permiten la
selecciétn de 1los clones recombinantes por su coloracién
blanca, por el mismo mecanismo descrito en el apartado
anterior.

5. METODOS MICROBIOLOGICOS

El mantenimiento y propagacié6n de las cepas bacterianas vy
viricas utilizadas a 1o 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 composicién es:

Triptona . . . . . . . . . 10

Extracto de levadura . . . 5

NaCl . . . . . . . . . « . 10
- Agua destilada . . . hasta 1
- (pH ajustado a 7.5)

+~ 0o Ou Ov

Para la preparacién de medio s6lido se afiadi6é6 agar al 15%;
el agar blando para 1la obtencién de placas de lisis (fago
lambda y fago M13) se prepar6 afadiendo agar hasta una
concentracién 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 selecciédn de transformantes (B.M.;
Cat.No. 835 242) se utiliz6 en la dosis méxima recomendada por
MANIATIS y otros (50 ug/ml).

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

I. Preparar una disolucién de X-gal en dimetilformamida con
una concentracién de 20 mg/ml.

II. Preparar una disoluciétn de IPTG en agua, con una
concentracién de 20 mg/ml (84 mM) Yy esterilizarla por
filtracién (ambas disoluciones pueden almacenarse a -20<C).
III. Por cada placa que se desee preparar, mezclar 40 ul de
cada una de las dos disoluciones .con 120 ul de agua estéril.
Extender esta mezcla sobre una placa de medio s6lido LB con
ampicilina.

IV. Dejar secar en la camara estéril. Estas placas pueden
mantenerse, al menos, durante dos semanas a 4<°C, protegidas de
la luz.

Para la selecci6n del factor F' en las cepas hospedadoras
del virus M13, se ha utilizado un medio minimo preparado de la
siguiente forma:

1. Preparar un stock de sales M? (10x) con 1la siguiente
composicién:

NazHPO, . . . . . . . . 60 g
KH2PO. -« + +« . . . . 30g
NaCl e e e e e e e e e 5 g
NH.,C1 . . . . . . . . . . 10 g
Agua destilada o . hasta 11

I1I1. Preparar un stock 1 M de MgSO, y un stock 1 M de CaCla..
III. Esterilizar en el autoclave las tres soluciones.
IV. Preparar un stock al 20% de glucosa y una solucién de
tiamina (10 mg/ml) y esterilizarlas por filtracién.
V. Para 1 1 de medio minimo, disolver 15 g de agar en %00

-144-



ml de agua y afiadir 100 ml de sales M9 (10x). Esterilizar en
el autoclave.

VI. Cuando 1a temperatura de la mezcla anterior sea
alrededor de 55=C, arfiadir 1 ml del stock MgSO,, 100 ul del
stock de CaCl>, 1 ml de tiamina y 10 ml de glucosa.

Estas placas pueden mantenerse a 4<C durante tres meses.

5.2. Preparaciétn de células competantes

El protocolo utilizado est& basado en MANIATIS y otros,
siendo 1la 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, 1la misma
eficiencia que 1las preparadas en el momento. Las eficiencias
de transformacién obtenidas con la cepa DH5a son del orden de
107 y 10® transformantes/ug plasmido intacto. El1 protocolo
seguido es el siguiente.

I. Cultivar 200 ml de medio LB con la cepa apropiada hasta
una ODsoo = 0.2 (o0 bien ODsso = 0.5), realizando el inbculo a
partir de un cultivo de noche.

II1. Enfriar en hielo durante 10 min.

III. Centrifugar en el rotor JA-20 a 3.000 rpm durante 15 min
a 4<C.

1V. Resuspender las células en un total de 100 ml de O.1 M
CaClz frio 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, .

VIiI. Resuspender en 2 ml de 0.1 M CaClx.
VIII. Afiadir 300 pl de glicerol estéril vy distribuir en
alicuotas de 100 ul.

IX. Congelar en nitrégeno liquido y mantener a -80<C.

Las células preparadas con este sistema mantienen la misma
eficiencia de transformacién al cabo de 1 ario.

5.3. Transformacién

El protocolo seguido para 1la introduccién de DNA en las
células competentes ha sido:

I. Descongelar sobre hielo un tubo de células competentes
preparadas segin el protocolo de la seccién anterior. Dejar
sobre el hielo hasta que se descongelen (20-30 min).

II1. Afiadir el DNA o mezcla de 1ligacién en cantidades
apropiadas y mezclar suavemente.
III. Mantener en hielo durante 30-60 min (minimo 10 min),
mezclando ocasionalmente.
IV. Transferir a un bafio de 42=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. Afiadir esta mezcla a un tubo de 10 ml estéril, que
contenga 1 ml de medio LB sin antibiético, precalentado a 37<C
y previamente aireado mediante agitaci6én intensa en el vértex.

VII. Incubar sin agitacién durante 1 h a 37=C, con el fin de

permitir la expresié6én del gen que codifica la resistencia a ta
ampicilina ,
VIII. Extender 300-400 ul de este cultivo sobre placas de
medio LB con ampicilina (distribuir el cultivo de la etapa
anterior en 3 placas), que contengan, si procede, 1la mezcla
indicadora IPTG/Xgal.

" IX. Invertir e incubar durante 12-16 h a 37<C.

X. Si 1as colonias resultantes no muestran diferencias
apreciables de coloracién, dejar 1las placas durante 1-2 h a
4=C y volver a incubarlas a 37=C durante 2-4 h. '

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

5.4. Preparacién de células para 1la infeccién con el
bacteriéfago lambda (plating bacteria)

Este protocolo produce células aptas para la infeccién,
que pueden mantenerse a 4°C durante 3-4 semanas. Est& basado
en MANIATIS.

I. Inocular 5 ml de medio LB con una colonia de la cepa NN
538 de E.coli. Cultivar a 37=C durante 12-16 h.

II. Afiadir 1 ml del cultivo anterior a 100 ml de medio LB que
contiene maltosa al 0.2%. Cultivar hasta que la ODwssc sea 0.8
aprox. (si se utiliza una cepa rec~, esperar hasta una ODs«o =
2). :

III. Centrifugar en el rotor JA-20 a 7.000 rpm durante 10 min
a 15<cC.

IV. Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento -con
40 ml de 10mM MgSo, estéril.

V. MNMantener a 4°C. Para una placa de cultivo de 20 mm de
diadmetro, utilizar 100 pul de esta suspensién celular.

También es posible inocular la colonia directamente en los
100 ml de medio (etapa 1ii) y cultivar durante 12-16 h. Las
células obtenidas de esta manera son también utilizables,
aunque su eficiencia de infeccién es algo menor.

5.5. Obtencién de placas de lisis del fago lambda

Para obtener placas de lisis, hemos seguido el siguiente
protocolo:

I. Mezclar 100 ul de plating bacteria con una cantidad de
virus dada.
I1. Dejar a temperatura ambiente durante 20 min para permitir
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la adsorcién de los virus a las bacterias.

III. Afiadir 3 ml de agar blando, fundido a 47=C y verter
inmediatamente sobre una placa de medio LB s6lido (calentada
previamente a 37=C)..

IV. Dejar solidificar e incubar durante 12 h
aparezcan las placas de lisis.

, hasta que

Efectuando diluciones seriadas del stock virico en tampén
SM se ha obtenido el titulo (pfu/ul) de los clones aislados a
lo largo de este trabajo, asi. como de la libreria genémica de
Drosophila subobscura. La composicién (por litro) del tampébn
SM es: »

NaCl? . . . . . . . . .. . . 5.8¢8

MgS04..7H20 . . . . . . . 2 g

Gelatina al 2% . . . . . . . 5 ml
1 M Tris-HC1l, pH 8.0 . . . . 50 ml
Agua destilada . . . . hasta 1 1

- (esterilizar en el autoclave)

5.6. Preparacién de lisados liquidos

Este es uno de 1los ‘'cuellos de botella" que hemos
encontrado a lo largo del trabajo. No conocemos ningin método
infalible para la obtencién <(al primer intento) de lisados
liquidos a partir de un clon dado. El protocolo mas
reproducible que hemos conseguido es una adaptacién del
recomendado por AUSUBEL y otros (1988).

I. Mezclar 100 pul de plating bacteria (secci6én anterior),
100 pl de tampd4n de adsorciébn (10 mM MgClz; 10 mM CaClz), Yy
100 pul de un stock preparado por difusién de una placa de
lisis en 0.5 ml de tampén SM (o bien de 10® a 10 ® pfu de
cualquier otro tipo de stock).

II. Incubar durante 15 min a 37<C.

III. Con estas células infectadas, inocular 50 ml de medio LB
con 10 mM MgClz y cultivar con 1la maxima agitacién durante
8-12 h a 37=C.

IV. En caso de no aparecer la lisis, aumentar el volumen de
cultivo hasta 100 ml con el mismo tipo de medio.

V. Cuando aparezca la lisis, afiadir unas gotas de cloroformo
y agitar durante 10 min mas.

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.

VIiII. Recuperar el sobrenadante, afiadir unas gotas de
cloroformo y guadar a 4<C.

Cuando se requiera una gran cantidad de 1lisado 1iquido
(apartado 6.3.2.), preparar un cultivo de 400 ml de LB + Mg=*
de la cepa hospedadora hasta 1llegar a una ODgmo = 0.3-0.4 (o
bien ODsso = 0.15-0.2) y afiadir 5 ml del lisado obtenido en la
etapa v. Incubar entonces hasta que aparezca la lisis (unas 8
h) y afiadir entonces 1 ml de cloroformo.
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5.7. Transfecciétn con DNA del virus M13

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 1la etapa vii, sin afiadir
glicerol.

El protocolo de transfeccién que hemos utilizado es:

I. Al 1iniciar 1la preparacién de células competentes,
inocular igualmente un tubo con 10 ml de medio LB, anadiendo
una gota de un cultivo de noche. )

I1. Preparar las células competentes (apartado 5.3, hasta la
etapa vii).

III. Seguir las etapas ii a v del protocolo de transformacién
con DNA plasmidico (apartado 5.4.).

IV. PFundir medio de agar blando y mantenerlo en un bafio a
42=C. Distribuir 3 ml de este medio en un tubo estéril y
. mantenerlo en el barfio.

V. Afiadir a este tubo 40 ul de solucibébn de IPTG y 40 ul de
solucién de X-gal (su preparacién se describe en el apartado
5.1).

VI. Afiadir al tubo 300 ul del cultivo de la etapa i (debe
estar en fase exponencial)

VIiIi. Inmediatamente, afladir 1las células transformadas,
mezclar evitando formar burbujas y verter sobre una placa
previamente precalentada a 37<C.

VIII. Dejar solidificar e 1incubar a 37°C durante 12-16 h,
hasta que aparezcan los halos de inhibicién.

6. AISLAMIENTO DE DNA
6.1. Aislamiento de DNA genémico de Drosophila

Para la deteccib6tn de secuencias en 1los genomas de D.
melanogaster y de D.subobscura, el protocolo que hemos seguido
es una adaptacién del método recomendado por JOWETT (1986).
Nuestra experiencia es que este método es valido tanto para la
extraccién de DNA a gran escala, como para la extraccién de el
DNA de una sola mosca. Las cantidades recomendadas pueden, por
tanto variarse proporcionalmente a 1la cantidad de material de
partida. E1 DNA que se obtiene est& contaminado con RNA, el
cual se puede eliminar afiadiendo RNasa al tampén final.

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

II. Afriadir 300 pul del siguiente tampébn: 1.25% SDS; 0.3 M
Tris-HC1, pPH ©.0; O.1 M EDTA; 5% sacarosa; 200 ug/ml
proteinasa K. :
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III. Incubar durante 30-40 min a 60-65°C, con el fin de
liberar el DNA.

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

V. 1Incubar en hielo durante 45-60 min y centrifugar en la
centrifuga de sobremesa durante 1-2 min.
VI. Recuperar el sobrenadante, evitando tomar 1la capa de

lipidos de la superficie. N
VII. Extraer con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo.
VIII. Afiadir 2 volumenes de etanol a temperatura ambiente vy
centrifugar los 4cidos nucléicos durante 5 min en 1la
centrifuga de sobremesa.
IX. Lavar con etanol al 80% y secar en vacio.
X. Disolver en 460 ul de tamp6bn TE que contenga 100 ug/ml de
RNasa.
XI. Afiadir 140 ul de etanol para precipitar nuevamente.
Centrifugar y lavar como se describe en las etapas viii y ix.
XII. Disolver en 200 ul de tampén TE.

6.2. Alslamiento de DNA plasmidico
6.2.1. Minipreparaciones de plésmidos

Las preparaciones de DNA plasmidico a pequefia 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 adici6én de cada disolucién va
seguida de una agitacién en voértex. Hemos suprimido todas
aquellas indicaciones que se refieren a mezclar suavemente,
etc. Esta simple modificacién aumenta sensiblemente el
rendimiento del proceso.

1. Inocular la colonia que interese en 5 ml de medio LB con
ampicilina y cultivar durante 12-16 h a 37<C.

II. En un tubo Eppendorf centrifugar 1.5 ml del cultivo en
la centrifuga de sobremesa durante 3 min a temperatura
ambiente. 4

III. Eliminar el sobrenadante y centrifigar de nuevo 1.5 ml
de cultivo sobre el mismo tubo.

IV. Eliminar el sobrenadante y resuspender en 100 ul de
tampén de lisis (50 mM glucosa; 25 mM Tris-HC1l, pH 8.0; 10 mM
EDTA; 5 mg/ml 1lisozima). El tampén sin 1lisozima puede
almacenarse indefinidamente a 4<C; el tampén con lisozima no
debe guardarse.

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

VI. Afiadir 200 ul de solucién alcalina (0.2 N NaOH; 1% SDS)
y mezclar con el vértex. Incubar en hielo durante 5 min.

VII. Afiadir 150 pl de 5 M K.acetato (pH 4.8) y mezclar con el
vortex (se formar& un precipitado). Incubar en hielo durante 5
min.

VIII. Precipitar los restos celulares en la centrifuga de
sobremesa durante 5 min a temperatura ambiente.

»
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IX. Recuperar el sobrenadante, evitando cualquier
contaminacién con la capa de lipidos de la superficie.
X. Extraer con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo.
XI. Afiadir 1.1 volumenes de isopropanol, mezclar por
inversién y dejar a -20°C durante, al menos, 10 min.
XII. Precipitar los &cidos nucléicos en 1a centrifuga de
sobremesa durante 5 min.
XIII. Eliminar el sobrenadante y lavar con 1 ml de etanol al
80%.
XIV. Centrifugar durante 2 min
secar al vacio. :
XV. Resuspender el precipitado en 50 pul de tampén TE que
contiene 20 pg/ml de RNasa A y guardar a 4°<C.

, eliminar el sobrenadante y

El rendimiento de este proceso es de m&s de 7 ug de DNA
plasmidico por ml de cultivo bacteriano, suficiente para
llevar a cabo al menos 25 anllisis de restricci6én. El1 DNA
obtenido de esta forma no presenta contaminacién apreciable de
nucleasas después de 1 afio mantenido a 4°C. Su calidad es
suficiente para utilizarlo como vector, aunque hemos preferido
utilizar Gnicamente vectores purificados siguiendo el método
del punto 6.2.2.

Todos los moldes para la secuenciaciétn de plasmidos han
sido preparados siguiendo este método a pequefia escala, sin
ninguna purificacién adicional.

6.2.2. Aislamiento de plasmidos 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 clonacién, en este trabajo hemos preferido preparar 1los
vectores anicamente a partir de DNA extraido mediante
ultracentrifugacién en gradiente de CsCl.

El procedimiento seguido est&4 basado en el protocolo de la
lisis alcalina recomendado por MANIATIS, con modificaciones.

6.3. Alslamiento de DNA del fago lambda
6.3.1. Preparacién a partir de cultivos en placa
Para obtener DNA por este método, se ha seguido
exactamente el protocolo descrito en MANIATIS y otros.
6.3.2. Preparacibn a gran escala
Para obtener gran cantidad de DNA, hemos seguido un
protocolo modificado de MANIATIS y otros. La principal
modificacién es 1la densidad de 1las disoluciones de CsCl

utilizadas y la omisién de una diélisis al final de 1la
purificacién de DNA. El protocolo seguido es el siguiente:
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I. Partiendo de 400 ml 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 vy, si todavia quedan restos

celulares, efectuar una segunda centrifugacién. :
III. Afiadir 4 mg de RNasa cruda y 4 mg de DNasa I (para el
total de 400 ml de lisado). Incubar durante 1 h a 37<C.

IV. Afiadir 4 g de NaCl y 16 g de polietilenglicol (PEG) por
cada 200 ml 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 vy dejar las botellas
invertidas en posicién vertical sobre papel absorbente.
VII. Disolver 1los sedimentos en un total de 5 ml de tampén

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 tampén de fagos
con las siguientes densidades: 1.7 g/ml (92.5 g de CsCl en 100
ml de tampén); 1.5 g/ml (&7.5%); 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 Tij;
Ref. 344059 para el rotor SW 41 Ti), de la siguiente forma:
depositar en el tubo 1.5 ml de 1la solucién de densidad 1.7;
después afiadir lentamente 2 ml de la solucién de densidad 1.5,
procurando que se forme una interfase; por Gltimo depositar 3
ml de la soluciénde densidad 1.3, procurando también mantener

la interfase. Marcar con rotulador 1la interfase entre las
densidades 1.5 y 1.7.
XI1. 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 4<C.

-XIV. Utilizando una jeringuilla y una aguja de callbre
grueso, pinchar la banda situada entre la fase de densidad 1.3
y la de 1.5. La banda tiene un aspecto verdeazulado. 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 Yy no apareceré& la banda del
fago.

XV. Poner el volumen recuperado de 1la banda en un tubo
nuevo Yy aifadir 5 ml de la solucién de densidad 1.5. Rellenar
el tubo con la solucién 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 4=C.

XVII. Recuperar la banda de la forma descrita en la etapa xiv
y dializar frente a 1000 volumenes de tampén de fagos durante
1 h a temperatura ambiente.
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XVIII. Cambiar el tampén y dializar de nuevo durante 1 h.
XIX. Transferir la suspensién de. fagos a un tubo y afiadir
0.5 M EDTA para obtener una concentracid6tn final de 20 mM.

XX. Afadir proteinasa K en polvo (o de un stock recién
preparado) para obtener una concentraci6n final de 50 ug/ml y
afiadir SDS al 10% para obtener una concentracién del 0.5%.

XXI. Mezclar e incubar durante 1 h a é5<C.

XXII. Afiadir un volumen igual de fenol y mezclar durante 10
min. Separar las fases por centrifugacién y recuperar la fase
acuosa.

XXIII. Afiadir un volumen de fenol-cloroformo, mezclar
brevemente y separar las fases por centrifugacién.

XXI1V. Repetir 1la etapa anterior, pero esta vez con
cloroformo.

XXV. Transferir a un tubo y arfiadir 1 volumen de isopropanol.
Se formard 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
tampén TE.

6.3.3. Minipreparaciones de lisados liquidos

En la Gltima parte de este trabajo, hemos probado (con
éxito) el protocolo recomendado por AUSUBEL y otros (1988)
para pequefios volumenes de lisados, con l1igeras
modificaciones. La pricipal modificacién es 1la omisién de la
etapa de ultracentrifugacién a 30.000 rpm durante 20 min (en
un rotor SW-27) que, en nuestro protocolo, hemos sustituido
por el uso de una centrifuga de alta velocidad. El1 protocolo
es el siguiente:

I. Partiendo de 50 ml de lisado liquido, aradir 10 ul de
DNasa (5 mg/ml) y 25 ul de RNasa (10 mg/ml). Incubar a 37<C
durante 1 h.

I1. Sedimentar los fagos mediante centrifugacién a 20.000
rpm durante 135 min en el rotor JA-20 (tubos Corex).

II1. Retirar el sobrenadante e invertir los tubos sobre papel
absorbente, para eliminar el liquido al mé&ximo. Resuspender
los fagos en 50 mM Tris-HCl, pH 8.0.

IV. Pasar esta soluciétn a un tubo Eppendorf y afiadir 200 ul
de fenol. Dejar en agitacién durante 15-20 min. Centrifugar
durante 2 min y recuperar la fase acuosa.

V. Repetir la extraccibén con fenol.

VI. Afiadir 200 ul de cloroformo y mezclar por agitacién.
Centrifugar brevemente y recuperar la fase acuosa.

VII. Repetir la extraccibén con cloroformo.

VIII. Afiadir 20 ul de acetato s6dico 3 M y precipitar el DNA
con 2 volumenes 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 vacio y resuspender el DNA en 100 ul de tampén
TE. En caso de observar precipitados de distinto tamafio (en
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diferentes prparaciones), resuspender en volUmenes de TE
proporcionales al tamarfio de los mismos.

Con este protocolo, hemos obtenido cantidades de DNA del
orden de 50-100 ul. La calidad de este DNA es suficiente para
el analisis de restriccién y para 1la subclonacién de
fragmentos en vectores plasmidicos. Si al digerir con enzimas
de restriccién se obtienen bandas difusas, esto se debe a 1la
presencia de nucleasas contaminantes en el DNA (por una mala
extraccién con fenol). Si  esto ocurre; se puede solucionar
efectuando una nueva extraccién con fenol (aunque las Dbandas
aparezcan con degradacién, probablemente el DNA no estaré
degradado, - ya que la degradaci6étn se produce durante 1la
incubacién a 37<C para el anllisis de restriccién).

6.4. Alslamiento de ssDNA del fago M13

Con el fin de obtener moldes de simple cadena para los
primeros experimentos de secuenciacién, 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 ml de medio LB y cultivar durante
12-16 h a 37=C.

II. Inocular 2 ml de medio LB con 2 gotas del cultivo
anterior, junto con una placa de lisis. Incubar durante 5-6 h
a 372°C con fuerte agitacién. Evitar periodos ma&s largos de
incubaciétn, pues se puede producir la lisis celular y el ssDNA
obtenido estaria contaminado con DNA cromosémico.

III. Transferir 1.5 ml del cultivo a un tubo Eppendorf vy
centrifugar 5 min a temperatura ambiente.

IV. Transferir 1.2 ml del sobrenadante a un tubo nuevo,
evitando tocar el sedimento celular. El1 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 preparacién de DNA
plasmidico a pequeria escala. El1 sedimento también sirve como
stock del clon.

V. Afitadir al sobrenadante 300 ul de una solucién de
precipitacién (20% PEG; 2.5 M NaCl). Mezclar brevemente en el
vértex y dejar 15 min a temperatura ambiente. )

VI. Sedimentar los virus por centrifugacién durante 10 min
en la centrifuga de sobremesa.

- VII. Tirar el sobrenadante y volver a centrifugar durante 2
min.

VIII. Eliminar al mdximo el sobrenadante, con la ayuda de una
pipeta Pasteur con la punta estirada a la llama.

IX. Resuspender el precipitado de virus con 200 ul de tampén
TE que contiene RNasa (50 ug/ml). Extraer con un volumen igual
de fenol. Agitar violentamente con 1la ayuda del vértex.

X. Transcurridos 10 min, agitar nuevamente en el vértex y
separar las fases por centrifugaciédn durante 2-3 min.
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XI. Recuperar la fase acuosa y extraer con cloroformo.

XII1. Precipitar afadiendo 20 pl de 3 M Na.acetato (pH 5.0) y
500 ul de etanol al 96%. Mantener durante 12-16 h a -20°C o
bien durante al menos 15 min a -70<C.

XIII. Centrifugar en frio durante 10 min. Lavar con 1 ml de
etanol al 80% frio y volver a centrifugar.

XIV. Secar el precipitado al vacio y resuspenderlo en 20 ul
de tamp6én TE. Guardar a -20%C.

El rendimiento de este proceso es de 1-2 ug de DNA por
preparacién. Para una reacciétn de secuenciacién, suele ser
suficiente con 5 ul de este DNA.

7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION

Aunque en algunos casos hemos determinado la concentracién
midiendo 1la Azs0, en la mayoria 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 tamafios de 1los
fragmentos de DNA que contiene se enumeran en el apartado
13.1.

8. SONDAS UTILIZADAS
8.1 Derivadas de D.melanogaster

cDm?03: :

En 1los primeros rastreos (screenings) de 1la libreria
genémica, hemos utilizado como sonda el plasmido cDm?03, que
contiene un inserto de cDNA clonado en el sitio EcoRI del
vector PpBR322. El inserto, de 2.2 kb, contiene la combinacién
de exones 1-2-4-5-6-7-8, y corresponde a un RNA derivado del
promotor distal (P1) (SCHNEUWLY y otros, 1986). Esta sonda nos
ha sido facilitada por el Prof. Walter J. Gehring, de la
Universidad de Basilea (Suiza).

Este inserto fue purificado y mantenido a -20°C hasta el
momento de marcarlo con un is6topo radioactivo.

pPDmA.2015:
Con el fin de identificar 1la regién que contiene la
secuencia homeobox, hemos preparado sondas del plasmido

pDmA.2015, que es un clon de DNA genémico que incluye parte
del ex6n 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 homénimo descrito en LAUGHON y otros (1986). Esta sonda
nos ha sido facilitada por Sonsoles Campuzano, del Centro de

-154-



Biologia Molecular (CSIC).

8.2 Derivadas de D.subobscura

Para las estapas de paseo cromosémico (chromosomal walk),
hemos wutilizado como sondas fragmentos de restricciédn
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 1lambda, 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 restriccién.

9?. MARCAJE DE DNA
?2.1. Nick-translation

Para marcar sondas mediante este sistéma, hemos seguido un
protocolo basado en MANIATIS y otros. El tampédn utilizado (NT)
es el que recomienda este autor. '

0. Tampones de partida.

Tampén NT (10x): 0.5 M Tris-HCl, pH 7.2; 0.1 M MgSO.; 1
mM DTT; 500 ng/ml BSA.

Mezcla CGT: 2 mM 4dCTP; 2 mM 4dGTP; 2 mM d4ATTP (dilufidos a
partir de las disoluciones stock, preparadas segin MANIATIS y
otros).

I. Mezclar en un tubo Eppendorf: 2 ul de tampbén NT; 1 ul de
mezcla CGT; x ul de DNA (minimo 50 ng); 1 ul de DNA pol I (1-3
U, segln concentracién suministrada); 1 pl de solucién diluida
de DNasa I (0.1 ug/ml, ver apartado 1.4) y agua hasta 17 pul.

II. Afjadir 3 ul de ([a32P])dATP reciente. Si el nucleétido
radiactivo tiene mds de dos semanas, aumentar la cantidad
afladida y modificar la cantidad de agua.

III. Incubar durante 1-2 h a 15-16<C.

IV. Parar la reacciétn con 5 ul de 0.5 M EDTA.

V. Preparar una columnna de Sephadex G-100 en el interior
de una pipeta Pasteur. Determinar el volamen vacio
(normalmente entre 450 y 500 ul) con una solucién de azul
dextrano y equilibrar la columna con tampédn TE.

VI. Aplicar los 25 pl 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. El1 avance del
pico de DNA marcado puede seguirse con un monitor de
radiactividad de tipo Geiger.

VIII. Afiadir 450 ul de TE y recoger todo el volumen eluido de
la columna. '

Si el marcaje ha funcionado, debe observarse claramente un
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pico de radiactividad que debe salir con el volumen vacio. Se
puede obtener una buena estimacién 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 incorporacién obtenido con este método ha
sido, normalmente, del orden del 40-50% . La actividad
especifica resultante ha sido del orden de 0.5 x 10® a 2 x 10%

cpm/ug.

9.2. Oligolabelling

Este método permite obtener actividades especificas mas
elevadas que con el sistema anterior, aunque la principal
ventaja es, a nuestro juicio, la mayor facilidad de control de
este sistema, pues s6lo es preciso controlar la -actividad de
un enzima.

Para 1la aplicaciétn de este protocolo, hemos seguido
exactamente el protocolo sugerido por FEINBERG y VOLGESTEIN
(1983), excepto que la mezcla de nuclebdtidos a sido adaptada
para el uso de [(3*2P1dATP marcado, en vez de [32P]dCTP.

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

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

9.3. Marcaje 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 ug de DNA lineal defosforilado con
fosfatasa alcalina intestinal, aumentar el volumen hasta 200
ul. .

II. Extraer con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo.

III. Afiadir 0.1 volGmenes de 3 M Na.acetato y 2.5 volGmenes
de etanol al 96%.

IV. Incubar a -70°C durante, al menos, 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 ul de agua. Afiadir 2.5 pl de tampén
(10x) de kinasa (apartado 1.4) y 1 ul de polinucleb6tido kinasa
(unas 4 U).

VII. Afiadir 3 upl de [gamma32PJATP e incubar durante 45 min a
37=C. _
VIII. Separar del DNA marcado del nucleédtido radiocactivo tal
como se describe en las etapas v a viii de la seccién 2.1.
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9.4. Marcaje no radioactivo

En una segunda fase de nuestro trabajo, hemos prescindido

del uso de is6topos radioactivos, aprovechando la
comercializaci6tn de un kit de marcaje y deteccién de DNA que
incorpora 1la digoxigenina (un esteroide) como molécula

marcadora del DNA (B.M. Cat.No. 1093 657). La detecciédn de 1la
sefial se efect@a utilizando un anticuerpo conjugado al enzima
fosfatasa alcalina y efectuando una reaccién de color.

El método de marcaje es el de oligolabelling, descrito en
el apartado 9.2. y el protocolo especifico sigue las
recomendaciones del proveedor:

I. Desnaturalizar entre 100 ng y 2 ug de DNA lineal,
calentando a 100°C durante 10 min.

II. Enfriar répidamente en una mezcla de etanol y hielo seco.
III. Afiadir 2 pul de mezcla de hexanuclebdbtidos (vial 5), 2 pul
.de mezcla de nucle6tidos (1 mM 4AATP; 1 mM dCTP; 1 mM dGTP;
0.65 mM ATTP; 0.35 mM dUTP-digoxigenina; pH 6.5) y agua hasta
19 ul.

IV. Afiadir 1 pl de fragmento Klenow (Labelling Grade, vial 7)
e incubar a 37=C entre 60 min y 16 h.

V. Parar 1la reacciétn afiadiendo 1 pul de 0.5 M EDTA y
precipitar el DNA marcado afiadiendo 2 ul de 4 M LiCl y 60 ul
de etanol enfriado a -20°C. Dejar a -20=C durante 2 h o a
=70°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 ul de TE.

10. TRANSFERENCIA A FILTROS

En la mayoria de 1los experimentos de hibridacién, hemos
utilizado filtros de nylon del proveedor Amersham (Refs.
RPN.3050N y RPN.87N).

Hemos comprobado que la solucién de neutralizacién
recomendada por estos autores (0.5 M Tris-HCl, pH 8.0; 1.5 N
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
alternativa.

A continuacién describimos los protocolos especificos que
hemos seguido.

10.1. Réplica de placas de lisis

Durante los screening de la genoteca, asi como durante la
purificacién de 1los clones positivos, el protocolo de
transferencia a filtros que hemos seguido ha sido una
modificacién del recomendado por KAISER y MURRAY (1985). En
todos los casos, hemos utilizado placas de cultivo de 20 mm de
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diametro y membranas de 87 mm.

I. Una vez que las placas de 1lisis alcanzan un tamarfio de
alrededor de 0.2 mm, interrumpir la incubacién y pasarlas a
4<C, con el fin de endurecer la capa de agar blando.

II. Marcar con 18piz 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 1la 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. o o

IV. Si se precisan filtros duplicados, colocar un nuevo
filtro sobre la placa (sin olvidar marcarlo antes con el 1l4piz
), marcar los agujeros siguiendo el patrén 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 1la placa y colocarlo (con la superficie de contacto con la
placa boca arriba) sobre una hoja doble de papel Whatman 3MNM

empapada en soluciédn desnaturalizante (0.5 M NaOH; 1.5 N
NaCl).
VI. Esperar 5 min y transferir el filtro (en la misma

posiciébn) a otra hoja de papel de filtro empapada en solucién
de neutralizacién (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).
_ I1X. Irradiar el filtro durante 3-5 min en el transiluminador
UV (o bien durante 1 h a 80<C). '
X. No es necesario seguir este protocolo en 1la cémara
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 ml de cloroformo y dejarlas asi
durante 12-16 h. Tras este tratamiento, envolver las placas
con pléstico y mantenerlas a 4°<C. ‘

10.2. Réplica de colonias bacterianas

En algunos casos, para la seleccién de subclones
determinados, ha sido preciso hibridar réplicas de colonias
bacterianas, wutilizando 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 Yy la placa de cultivo, se
sometié6 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
genémico de Drosophila Y en el DNA de 1los clones
recombinantes, hemos seguido el protocolo de trasferencia
desde geles de agarosa a filtros, disefiado por Southern vy
descrito en MANIATIS y otros.

1. Después de la electroforesis (en condiciones normales,
incluyendo bromuro de etidio en el gel y en el tampén), tomar
una fotografia de referencia en el transiluminador.

II. Si el tamafio 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 agitacién. En caso contrario,
pasar a la etapa iii.

I1I. Lavar el gel con agua y tranferir a una cubeta con
solucién de desnaturalizacién (idéntica a la de los apartados
anteriores). Mantener durante 30-60 min en agitacién.

IV. Lavar el gel con agua y sumergirlo en una cubeta con
solucién de neutralizaciédn (también idéntica a 1la de los
apartados anteriores) y mantener durante 30-60 min en
agitacién.

V. Montar el sistema de trasferencia por capilaridad de 1la
forma descrita en MANIATIS y otros, Yy transferir el DNA a un
filtro de nylon wutilizando 20 x SSC como tampén de
transferencia (tiempo de trasferencia: 12-24 h).

VI. Después de la transferencia, procesar la membrana de la
misma forma que en 1los 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 1la 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 informacién rapida para la
simple determinacién de presencia/ausencia de una secuencia en
un clon concreto, hemos seguido el siguiente protocolo de dot
blot:

1. Efectuar varias diluciones de los DNAs problema, hasta
llegar a concentraciones entre 10 pg/ul y O.1 pg/ul.
Desnaturalizar en un bafio a 100°C durante 10 min.

II. Enfriar las muestras en hielo y depositar entre 1 y 5 ul
de cada una sobre una membrana de nylon (sin humidificacién
previa), en la que previamente se ha sefialado la posicién de
cada muestra.

I11. Dejar secar y fijar el DNA mediante tratamiento con UV o
bien calentando a 80=C durante 1 h.

1v. Prehibridar e hibridar siguiendo 1los protocolos

especificos.

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 1los filtros de nylon proporcionan
sefiales mucho mé&s 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.

11. 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 hibridacién utilizadas con las sondas
marcadas radioactivamente son:

Mezcla con formamida: 5x SSC; 0.1% BSA; O0.1% Ficoll-400;
0.1% polivinilpirrolidona; 50 mM tampétn fosfato, pH 7.0; 0.5%
SDS; 250 ug/ml DNA de salmén sonicado y desnaturalizado; 46%
formamida desionizada. Esta mezcla s6lo ha sido utilizada para
hibridaciones de estringencia moderada.

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

Para las hibridaciones con sondas marcadas con
digoxigenina, se emple6 la mezcla recomendada en 1la hoja de
instrucciones del proveedor, incrementando la concentracién 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
s6bdica); 0.02% SDS.
El protocolo seguido para las hibridaciones es:

I. Incubar los filtros, con el DNA ya fijado, en solucién de
hibridacién (sin sonda) durante, al menos, 1 h a una
temperatura apropiada: ‘

Mezcla con formamida: 42<C.

Mezcla sin formamida:
Hibridaciones de estringencia moderada: 45<C.
Hibridaciones de alta estringencia: 68<C.

11. Afiadir la mezcla de hibridacién que contiene la sonda
desnaturalizada e incubar a la misma temperatura entre 6 y 24
h, dependiendo de 1a complejidad del DNA que se pretende
analizar.

I1I. 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 1lavado, en
agitacién). '

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

Hibridaciones de estringencia moderada:
Temperatura: 50<C
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Tampbn: 2x SSC; 0.1% SDS.
Hibridaciones de alta estringencia:
Temperatura: 68<C.
Tampbn: O0.1% SSC; 0.1% SDS.
VI. Dejar secar el filtro y proceder a la deteccién de la
sefial (autorradiografia en el caso de las sondas
radioactivas). )

Todas las autorradiografias de sondas marcadas con 3*2P se
han realizado con pelicula radiografica sometida a wuna breve
preexposicién (preflashing) en 1luz roja. Aunque en algunos
manuales se afirma que este tratamiento no aumenta la
sensibilidad para la radiacién del *2P, hemos comprobado que
no es asi. . _

Para la deteccibébn de la serial de las sondas marcadas con
digoxigenina hemos seguido exactamente las condiciones
recomendadas por el fabricante del kit (B.M.). Normalmente, 1la
sefial de los filtros que contienen DNA de un <clon del fago
lambda, digerido con un enzima de restricci6én, aparece en 1-5
min. La seflal de el DNA contenido en 1las placas de lisis
aparece entre 3 y 12 h. La sefial- de secuencias en el DNA
genétmico de Drosophila aparece entre 12 y 24 h de reaccién
enzimatica.

En caso de volver a wutilizar por-  segunda vez una misma
mezcla de hibridacién, siempre se ha procedido a
desnaturalizar la sonda durante 10 min a 100=C (y después a
enfriarla en hielo).

12. MANIPULACION DEL DNA
12.1. Preparacién de vectores plasmidicos

Estos vectores han sido preparados partiendo de pléasmidos
purificados mediante ultracentrifugacién en gradiente de CsCl.
Unos 5 ug de DNA fueron linearizados con el enzima de interés,
en todos los casos algan enzima de restriccién de los que
‘cortan en el sitio de clonacién maltiple (multiple cloning
site) del vector. Durante 1los primeros experimentos, los
vectores fueron defosforilados posteriormente a la digestién,
siguiendo esencialmente el protocolo recomendado por MANIATIS
Yy otros. Posteriormente, hemos encontrado varios manuales que
recomiendan defosforilar el vector al mismo tiempo que se
realiza 1a digesti6tn con el enzima de restriccién. El
protocolo definitivo que hemos elaborado es una combinacién de
varias fuentes.

1. Digerir entre 1 y 10 ug de DNA plasmidico (o bien de 1la
forma replicativa del virus MN13), purificado en CsCl, con el
enzima de restriccién apropiado, incluyendo en 1la mezcla de
digestién 1 pl de fosfatasa alcalina de intestino de ternera
(CIP, 1 U/ul).

I1. Observar aproximadamente 0.1 ug de el DNA digerido en un
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minigel de agarosa y comprobar si la digestién es completa.

III. Cuando no se observe ninguna traza de DNA circular,
proceder a inactivar el enzima de restriccién y 1a fosfatasa
calentando a 68<C durante 15-20 min.

IV. Extraer con fenol, fenol-cloroformo y cloroformo.

V. Precipitar con etanol, secar en vacio y resuspender en

TE, con una concentracién de 0.1-0.5 pgr/ul.

VIi. Efectuar una ligacién de 0.5 ug de vector y transformar,
con el fin de determinar el nivel de ruido de fondo.

En nuestra experiencia, un vector del tipo del puUC 18
preparado con este protocolo produce, después de ligarlo en
ausencia de inserto, menos de 200 colonias (todas azules) por
ug de DNA (aplicando la prueba de la etapa vi).

12.2. Clonacién y seleccién de recombinantes

Los diversos experimentos de clonacién llevados a cabo se
describen en el apartado RESULTADOS. En 1la medida de 1o
posible (plasmidos y MN13) se ha preferido el uso de medio
indicador IPTG/Xgal para la seleccién de 1los clones
recombinantes por su color blanco (en las colonias plasmidicas
o en los halos de inhibicién de M13).

La identidad de 1los clones recombinantes ha sido
determinada mediante hibridaciones de el DNA obtenido frente a
sondas especificas y mediante andlisis de sus secuencias.

13. ELECTROFORESIS
13.1. Geles de agarosa

La mayoria de las electroforesis se han llevado a cabo en
geles de agarosa, dentro de un rango del 0.8 al 1.2% de
concentracién. Para la elecci6tn de 1la concentracién, se ha
tenido en cuenta el rango de separaciétn descrito en MANIATIS y
otros. Todos los geles se han preparado incluyendo bromuro de
etidio en wuna concentraci6étn de 0.5 ug/ml; el tampdn de
migracién ha incluido también este colorante en 1la misma
concentracién. Estas mismas condiciones se han utilizado para
los geles que luego han sido transferidos por el procedimiento
de SOUTHERN.

El tampén de electroforesis ha sido el Tris-borato (TBE),
con una ligera variaci6én recomendada por el Manual de
secuenciaciétn del proveedor BRL. Su composicién es, para un
stock 10x: disolver 121.1 g de Tris base, 55 g de &cido
bérico, 7.4 g Naz.EDTA en un volumen final de 1 1. El1 pH final
es 8.3.

El marcador de pesos moleculares (y de concentracién) que
hemos empleado es una digestién del DNA del fago lambda con el
enzima de restriccién HindlIl, que produce fragmentos de los
siguientes tamafios (en pb): 23130, 9416, 6682, 4361, 2322,
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2027 y 564.

El tampédn utilizado para cargar las muestras ha sido el
tipo II de MANIATIS, por la comodidad de poder mantenerlo a
4=C . Su composicién es (tampédn 10x): 0.25% azul bromofenol,
0.25% xilen-cianol, 25% Ficoll-400.

13.2. Geles de poliacrilamida

Los geles de acrilamida  para 1a secuenciacién 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 1la preparaciétn de 1los geles, hemos seguido un
protocolo que permite almacenar una mezcla (INSTAGEL) con
todos los componentes del gel excepto el TEMED y el persulfato
aménico:

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 bisacrilamida (SERVA; Ref. 291946) en un volumen final de 1
1. Filtrar en papel Whatmann 3MM y mantener a 4°C en 1la
oscuridad (se mantiene indefinidamente).

II. Preparar una mezcla INSTAGEL al 8% mezclando 100 ml del
stock de acrilamida al 40%, 250 g de urea (B.M.; Cat.No. 100
164), 50 ml de tamp6n TBE 10x y agua hasta 500 ml. Disolver en
agitacién, evitando calentar 1la mezcla (para compensar el
enfriamiento producido por 1a disoluciétn de 1la urea, es
posible aplicar calor, pero evitando que 1la mezcla llegue a
calentarse). Mantener a temperatura ambiente en 1la oscuridad
(se mantiene durante 1 mes).

III. Preparar una disolucién de persulfato ambnico (PSA) al
10% y mantener a 4°C (estable durante 1 semana).

IV. En un matraz Kitasatos, desgasificar en vacio 75 ml de
Instagel durante 5-10 min.

V. Arfiadir 7?50 pul de solucién al 10% de PSA y 15 ul de
TEMED.

VI. Verter el gel sobre el sistema de placas de vidrio que
han sido tratadas de 1a forma recomendada por el fabricante
(Pharmacia-LKB). Dejar polimerizar durante, al menos 1 h.

VII. Efectuar una preelectroforesis durante 30-40 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 electroelucién se lleva a cabo en
la misma cubeta que la electroforesis, asf como en el mismo
tampédn de electroforesis: no encontramos necesario llenar la
cubeta de electroforesis con 0.5x TBE.
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Alternativa A.

I. Escindir del gel el fragmento de interés utilizando una
hoja de bisturi estéril. Si el DNA es para subclonacién,
minimizar la exposicién del fragmento a la radiacién UV.

II. Rellenar un tubo de dislisis (cerrado por un extremo)
con tampén TBE 0.5x e introducir el fragmento de agarosa que
contiene el fragmento de DNA. Sacar la mayor cantidad posible
de tampédn y cerrar el otro extremo de la bolsa.

ITI. 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
transiluminador UV que el DNA ha salido de la agaroa.

V. Recuperar el tampén de la bolsa y lavar con algo ma&s de
tampédn. :

VI. Centrifugar durante 10 min en la microcentrifuga, 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 1la fase acuosa final, afiladir 2 pul de una solucién de

tRNA (10 mg/ml) y afiadir 2 volimenes de etanol.

X. Dejar precipitar durante, al menos, 1 h a -70<C.
Centrifugar, secar a vacio Yy resuspender en el tampén
adecuado.

Alternativa B.

Este protocolo se basa también en la electroelucién del
fragmento y la diferencia radica en el método de purificacién
del DNA. ‘

I. LLenar una jeringuilla de 5 ml con 2 ml de tampén HIGH
(1 NaCl; 20 mM Tris-HCl, pH 7.5; 1 mM EDTA).

II. Cortar 1la 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 tampédn a través de la columna.

III. LLenar otra jeringuilla con 5 ml de tampén LOW (0.2 N
NaCl; 20 mM Tris-HCl, pH 7?.5; 1 mM EDTA).

IV. Separar la columna de la primera jeringuilla y unirla a
la segunda. Hacer pasar el tampén.

V. Separar la columna de 1la segunda jeringuilla y cargar
esta jeringuilla con la muestra de DNA (obtenida en las etapas
i a v del apartado anterior). E1 DNA debe ajustarse a una
concentracién salina de 0.2 M NaCl.

VI. Unir un filtro desechable de acetato de celulosa
(Schleicher Schill, 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 ml
de tampén LOW y volver a conectar la columna al soporte del
filtro. Hacer pasar este tampédn por el filtro.

VIII. Separar 1la columna. Cargar la primera jeringuilla con
0.4 ml de tamp6n HIGH y unirla directamente a la columna.
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IX. Forzar la eluciétn 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 oligonucleé6tidos sintéticos.
La sintesis fué realizada por el Dr. Enrique Herrero y por el
Dr. Julio Polaina, utilizando un sintetizador Gene Assembler
Plus de Pharmacia-LKB y siguiendo 1las instrucciones del
fabricante.

La secuencia de los oligonuclebdtidos sintetizados son, en

direccibn 5'-3"', TTCTGGCTGTAGTGATGCA (oligo1) Y
TGGCGTGATGCCACAGGCACA (oligo2). El1 oligo1 se une a las
posiciones 317-335 (ambas incluidas), de tal forma que 1la

secuencia que hemos determinado con su uso es la de la cadena
complementaria a la que presentamos en 1las figuras del
capitulo Resultados. El1 o0ligo2 corresponde a 1las posiciones
477-497 de 1la 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 disefio se 1llevé a cabo partiendo de la secuencia
parcial de D.subobscura, previamente determinada, evitando
incluir repeticiones de la secuencia CAG (o sucomplementaria
CTG), dado que se encuentra en numerosas posiciones a lo largo
del gen Antennapedia.

Para su uso como primer en las reacciones de
secuenciacién, hemos utilizado los oligonucleétidos sin
ninguna purificaci6tn de tamafios. La cantidad wutilizada por
reacciétn es de 20 ng.

16. SECUENCIACION

El método de secuenciacién que hemos seguido es el de
SANGER (1977). El is6btopo utilizado en todos los casos ha sido
el an&logo [*9S1dATP (desoxiadenosina 5'-al*®"Sltiotrifosfato)
de Amersham (Cat.No. SJ.1304; actividad especifica superior a
1000 Ci/mmol). Hemos preferido el uso de este is6topo por la
mayor facilidad de su manejo, vida media mas larga, y por la
buena resolucién que proporciona durante la autorradiografia.

El primer que hemos utilizado para la secuenciacién de los
clones de M13 es el primer universal de 17 pb, cuya secuencia
es GTAAAACGACGGCCAGT (B.M., Cat.No. 1010 077). Para 1la
secuenciacién 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). Ademas, en dos ocasiones, hemos empleado
oligonucleétidos de sintesis (ver apartado anterior).
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16.1. Secuenciacién de moldes de cadena simple

Para secuenciar 1los clones de M13 hemos seguido el
siguiente protocolo: '

1. Partiendo de la soluciones stock 10 mM de

desoxirribonucleétidos (preparadas seglin se describe en
MANIATIS y otros), preparar unas diluciones 1:20 en agua
(concentracién final de cada stock: 0.5 mM).

II. Con estas soluciones diluidas, preparar las siguientes

mezclas de nucleétidos, que son estables a -20<C:

AI CC Gl Tl
0.5 mM A4CTP 20 ul 1 ul 20 nl 20 ul
0.5 mM 4GTP 20 pl 20 ul 1 ul 20 ul
0.5 mM ATTP 20 ul 20 pul 20 ul 1 nl
10x tampén 20 nl 20 ul 20 ul 20 nl

de reaccién

Tampén de reacciédn (10x): 100 mM Tris-HC1l, pH 8.0; 100 mM
MgClz; 300 mM NacCl.

II1. Partiendo de los stock 10 mM de
didesoxirribonucle6tidos, preparar las siguientes diluciones:
0.5 mM ddATP; 0.5 mM ddCTP; 0.5 mM d4dGTP; y 1 mM dd4TTP.

IV. Preparar la mezclas mezclas de reacciédn de la siguiente
forma:

Mezcla A: 20 pul A' + 20 ul 0.5 mM 4dd4ATP
Mezcla C: 20 ul C' + 20 ul 0.5 mM 4d4CTP
Mezcla G: 20 ul G' + 20 ul 0.5 mM d4d4GTP -
Mezcla T: 20 ul T' + 20 ul 0.5 mM A4TTP

V. En un tubo Eppendorf, mezclar 0.5-1 ug de ssDNA del ¢&lon
de M13; 10 ng del primer universal; 1 ul de tampén de reaccién
(10x) y agua hasta completar un volumen final de 12.4 ul.

VI. Calentar en un bafio a 55-60=C durante 10 min y dejar
enfriar lentamente (20-30 min). E1 DNA con el primer unido
puede mantenerse a -20<C.

VII. Marcar 4 tubos con las letras A, C, Gy T Y poner en
cada uno de ellos 2 ul de la mezcla correspondiente.

VII1. Al tubo con el DNA unido al primer, afiadir 1 ul de
fragmento Klenow (1-2 U); 1 ul 0.1 M DTT; y 3 ul [*=S1d4ATP.
Mezclar bien y distribuir 3 pul de esta mezcla a cada uno de
los cuatro tubos de la etapa anterior.

IX. Incubar a 50=C durante 5 min.

X. Afiadir 1 pl de 0.5 mM dATP a cada tubo e incubar durante
otros 5 min a 50<C.

XI. Interrumpir las reacciones afiadiendo 5 ul de tamp6én de
parada. En esta fase, las muestras pueden guardarse a -20<C.

XII. Para cargar el gel, desnaturalizar la muestra en un bafio
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 ul en cada carrera del gel de secuenciacién. El
resto de la muestra puede guardarse a -20<C. '

Tampén de parada: mezclar 100 ml de formamida desionizada,
0.1 g de xilene cianol, 0.1 g de azul bromofenol, y 4 ml de
0.5 M EDTA. Mantener a 4°C.

16.2. Secuenciaciétn de moldes de doble cadena

La mayoria de las secuencias analizadas corresponden a
segmentos clonados en plésmidos. El1 método seguido es el
recomendado por la hoja de instrucciones de B.M., con las
siguientes modificaciones:

(1) Hemos afiadido 3 pl de [3®S]1dATP, en vez de 2 ul;

(2) 1las reacciones se han llevado a cabo a 50®C durante 5
min, en vez de a 37<C durante 20 min; y

(3) hemos cargado 3 ul de muestra, en vez de 1-2.

En las Gltimas partes de este trabajo, hemos llevado a
cabo 1las reacciones de secuenciacién utilizando 1la 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 1la
hoja de instrucciones, con la siguiente modificacién:

(*) Para 1la desnaturalizacién, secar al vacio 2-3 ug de
DNA y resuspenderlo en 10 ul de 0.2 N NaOH.

17. ANALISIS DE SECUENCIAS

Parte de 1las secuencias que hemos obtenido ha sido
analizadas con el software del Genetics Computer Group
(Universidad de Wisconsin), instalado en un ordenador de tipo
VAX. El1 resto de los analisis, incluyendo la elaboracién de 1la
estrategia de clonacibén y las baGsquedas 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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