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El complejo Iroquois corresponde a un nuevo grupo de homeoproteínas pertenecientes a la
clase TALE. Estos genes han sido descritos en varios modelos animales, tanto vertebrados como
invertebrados, sugiriéndose que participan en el desarrollo embrionario en la formación de los
precursores neurales y en el establecimiento de bordes entre compartimentos. En Xenopus, los
genes Iroquois (Xiro) han sido involucrados en la formación de la placa neural, controlando la
expresión del factor antineural bmp-4 y de los genes proneurales. Durante el desarrollo
embrionario, el establecimiento de centros organizadores es fundamental para la correcta
formación del individuo. Se han descrito, hasta la fecha, 3 organizadores: el Centro de
Nieuwkoop, responsable de la inducción del mesodermo, el Organizador de Spemann,
involucrado en dorsalización del mesodermo e inducción de la placa neural y el Organizador del
Istmo, responsable del patrón y desarrollo del cerebro medio y parte del cerebro posterior. En
esta tesis nos hemos propuesto estudiar el papel de los genes Iroquois en la formación del
Organizador de Spemann y el Organizador del Istmo, y definir las interacciones celulares y
moleculares suficientes y necesarias para su desarrollo. Así, la hipótesis propuesta fue: 1) Xiro1
participaría, en Xenopus, en la formación del Organizador de Spemann y del Istmo, regulando la
expresión de genes fundamentales para cada organizador. 2) Inhibiría la expresión de bmp-4 en
el Organizador de Spemann y controlaría los genes Fgf8, En-2 y Wnt1 en el Organizador del
Istmo. En este último proceso, regularía la expresión de Otx-2, expresado en el cerebro medio y
Gbx-2 expresado en el cerebro posterior y de este modo determinaría la posición de istmo.

Como objetivos específicos se propuso estudiar, mediante métodos embriológicos y
sobreexpresión de transcritos silvestres o de proteínas quiméricas de Xiro1, el papel de este gen
durante la formación del organizador de Spemann y el organizador del istmo. También se
propuso analizar la capacidad del mesodermo y de los agentes posteriorizantes (ácido retinoico,
FGF y Wnt) de inducir este organizador y la participación de los factores de transcripción Otx-2
y Gbx-2 en la inducción y posicionamiento del istmo.

Se estableció que Xiro1 es expresado en el mesodermo dorsal y actuando como represor
transcripcional inhibe la expresión de bmp-4 en esta región. Esto permite la correcta formación
del organizador de Spemann y subsiguiente dorsalización del mesodermo. En cuanto al
organizador del istmo, definimos que el mesodermo axial posee la capacidad de inducir los genes
involucrados en el establecimiento del istmo y que FGF y la señal Wnt regulan la formación y
posición de este dominio. Se demostró que Otx-2 y Gbx-2 actúan como represores y al igual que
en otros sistemas, controlan mediante su represión transcripcional mutua, la posición del
organizador del istmo. Por otra parte, se estableció que Xiro1 es un elemento nuevo en la
formación del organizador del istmo, que actuando como represor controla la expresión de Otx-2,
Gbx-2 y Fgf8. Además, se desarrolló un novedoso sistema in vitro para el estudio de las
interacciones que definen el istmo. Se observó que la interacción in vitro de células expresando
Otx-2 y Gbx-2 es suficiente para recrear los eventos que inducen la expresión de Fgf8, En-2 y
Wnt1 en el embrión. Se demostró que la expresión de En-2, en el territorio Otx-2, es inducida por
la señal FGF proveniente de las células Gbx-2 positivas y la actividad de Xiro1 es necesaria, en
el dominio Otx-2, para la expresión de este gen. Por último, Xiro1 es capaz de inducir, vía FGF,
la expresión de Delta1. Este gen activa la expresión de Fgf8 en el istmo y participa en la
formación del cerebro medio.

En resumen, en esta tesis hemos sido capaces de describir las complejas cascadas génicas



mediante las cuales los genes Iroquois determinan el desarrollo y actividad de estos
Organizadores, lo cuales son fundamentales para el correcto desarrollo embrionario. En
conclusión, los genes Iroquois controlan la formación del Organizador de Spemann y del Istmo.



The Iroquois complex corresponds to a new group of homeoproteins belonging to the TALE
class. These genes have been described in different animal models, both vertebrates and
invertebrates, and have been suggested to participate in the formation of neural precursors and
the establishment of compartment boundaries during embryonic development. In Xenopus, the
Iroquois genes (Xiro) are involved in the formation of the neural plate, controlling the expression
of the antineural factor bmp-4 and the expression of proneural genes. During embryonic
development, the establishment of organizer centers is fundamental for the correct formation of
the body plan. Until now, 3 organizers has been described: the Nieuwkoop center, responsible
for mesoderm induction, the Spemann Organizer, implicated in mesoderm dorsalization and
neural plate induction and the Isthmus Organizer, responsible of midbrain and part of the
hindbrain patterning and development. In this thesis I have studied the role of the Iroquois genes
in the formation of the Spemann and Isthmus Organizer, and have defined the cellular and
molecular interactions necessary and sufficient for their development. Thus, I propose the
following hypothesis: in Xenopus, Xiro1 participates in the formation of the Spemann and
Isthmus Organizers, regulating the expression of genes fundamental for each organizer. Xiro1
would inhibit the expression of bmp-4 in the Spemann Organizer and it would control the Fgf8,
En-2 and Wnt1 genes in the Isthmus Organizer. In this last process, it would regulate Otx-2
expression in the midbrain and Gbx-2 expression in the hindbrain and thereby it would determine
the Isthmus position.

The specific aims proposed in the thesis were to study the role of this gene during Spemann
and Isthmus Organizer’s development, through embryological methods and overexpression of
wildtype and chimerical transcripts of Xiro1 protein. In addition, the capability of the mesoderm
and posteriorizing agents (retinoic acid, FGF and Wnt) to induce this organizer, and the
participation of the transcription factors Otx-2 and Gbx-2 in the induction and positioning of the
Isthmus were analyzed.

It was established that Xiro1 is expressed in the dorsal mesoderm, and that it acts as a
transcriptional repressor, repressing bmp-4 in this region. This allows the correct establishment
of the Spemann Organizer and subsequent mesoderm dorsalization. Regarding the Isthmus
Organizer, I defined that the axial mesoderm possesses the ability to induce the genes involved
in the positioning of the Isthmus and that FGF and Wnt signals regulate the formation and
position of this domain. It was demonstrated that Otx-2 and Gbx-2 act as repressors and as in
other systems, control the position of the Isthmus Organizer through their mutual transcriptional
repression. Importantly, it was established that Xiro1 is a new element in the formation of the
Isthmus Organizer which, acting as a repressor, controls the expression of Otx-2, Gbx-2 and
Fgf8. In addition, we developed a novel in vitro system for studying the interactions that define
the Isthmus. It was observed that the in vitro interaction of cells expressing Otx-2 and Gbx-2 was
enough to recreate the events that induce the expression of Fgf8, En-2 and Wnt1 in the embryo. It
was also demonstrated that En-2 expression, in the Otx-2 territory, is induced by the FGF signal
coming from the Gbx-2-positive cells and the activity of Xiro1 is necessary, in the Otx-2 domain,
for the expression of this gene. Finally, Xiro1 is able to induce, via FGF, the expression of
Delta1. This gene activates Fgf8 expression in the isthmus and participates in the formation of
the midbrain.

In this thesis we have been able to describe the complex genetic cascades by which the



Iroquois genes control the development and activity of these organizers, which are fundamental
for the correct development of the embryo. In conclusion, the Iroquois genes participate in the
Spemann and Isthmus Organizer development
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