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"There is grandeur in thís viett of liJe, with ils severctl powers,
having been originalll, breaf hed into a.fetv.fornts or into one;

and that, whilst this planet has gone cycling on according fo the

fixed law of gravity, front so simple a beginning endless.fbrms most beautiful
and most wonderJirl have been, and are being, evolved. "

última frase de "On the origin of Spec¡es"

Charles Darwin, 1859.
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RESUMEN

I.lslu.lios de la genética del desan'ollo en espccics lqialas dcntro dc Ia filogenia dc los anitrales

han dclnostrado conservaciólt estructulal ¡,funcional cn genes irnplicados en la l'onl]ación dc diversas

estructulas. muchas cle ellas clásicarnente consideradas análogas. [-a cxisler]cia de cstos genes ha Ilevado a

suponcl una serie de posibles atribulos er'l el ancest[r de los orgatristnos bilateralcs (,L,] híl4lcr¡o). El

obietivo dc csta tesis es teconstruit una red génica común a iirtrópodos ,\ vcllcbÍados asociacla al

desarrollo cle apéndices locolnotores. l'ara cllo se revisó la litclatura ¡ se eficttó un BLAST bidircccional.

Cotno t.esultado de cste último procodirniento se idcntillcaton l0 gencs clue inicialtrcntc no llabíalt sido

enconlrados. Mediantc cl progra a BioTapestry se graficaron dos rsclcs génicas, uua asociada al

desarrollo dc aleta pectoal dc pez cebra (64 nodos) y otra Ia p¡til de Drttsophilo (59 nodos). Iin csta

última lcd se incluyeron dc manera arbitraria l8 genes par'licipantcs en diversas vias dc seitaliz¡ción. Se

ef¿ctuaron análisis cualitativos ), cuantitativos a ambas redes detcctándoSe 2,1 gcncs conservados.

concspondientes al 60% de los gel'les presenlcs en la red dc Drosophilu. Enlrc ellos están algunos

pañicipalttes en vías de señalizacitin (via de HhiShh, via de Dpp.Bnlp, via de Wgiwnl). peclueiras rcdes de

intc¡acción (/rll2,'lrers exdlpbt tshltshl 1- .t.ttttltr lgo,/.ttnt) y lactores de transcripción (cllihoxll'

nshlnsx dllttllx, otlú,osr2 5, D-spti.tp9). Ello sugielc la presencia dc nlodulatidad. Por olra partc. Ios

estudios cuantitativos mucstran que la conectancia dc la red de Drosophild es Ina)-ot qlle la dcl pez cebra.

Adeln¿'rs, sc cvidencia que el efecto dc habe¡ incluido alguros gcucs atbitrarianlcnle se relaciona cor una

disninución cn la conectancia global. A continuarión sc buscó si las redcs seguÍan una Ie), de distribución

de potcncia. I.a regresión lineal hccha a paftir dc gráflcos de doblc logaritrno dcl histograma de

frecuencias acurnuladas _v- estandarizadas. de los grados de lt¡s nodos. pt'cscntan coeticicntcs de comelación

altos (Rr>g,80). Sin embargo. estc rlodelo parccicra no ser e1 más aclccuado en varios los casos. Eu base a

la informacii)lr entregada por la red sc eiectuaron hiblidaciones l7'r rl1/i ell elnbliones de pez cebra para:

btrrhl t . I (horhl), borhll.2 (bdrh3), Qlk6, actrllQ, Qclt.llb, .f.,\.1 ¡- bnt¡:r lo Dado que sc cllcontró e\pIesión

xt



en la aleta pecloral de alkS y octrlltr, gcnes peftenecicntes a fhnrilias de proteínas receptoras implicadas cn

la via cle Bmp, se prosiguió con la identificación nrediante irm unoh istoclu Ím ica de la prescncia de SIrlad

fbsibr.ilado (pSmad) como indicarjor de la actividad de Ia vía. lnteresantel'llcnie. e\istc evidencia de la

presencia clc clcmentos dc la \,Ía de Bmp ((lpp, s.ix, punt ,ral) cn ci disco imaginal de pata cn Drosttphilu.

Finalmentc. si bien no puecie irsegurarse 1a homología histórica entrc ambas estructulas. se aPoda

evider'lcia teórica ),c\perir¡ental sobre la conservació¡r de parte dc la red génica implicada en la lbnnación

de las misrnas.
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ABSTRACT

Studies on thc genetics of dcvclopmcnt in ph¡logeneticall¡' distant anir¡al species havc shorvn

structural and li¡nclional conseryation of genes involvcd in the fbrmation of variolrs strL¡cturcs. llially ol

which are classicall¡ considered analogous. lhe existence ofthese gctrcs has led to assun]e for thcnl a

nunrbc¡ ofpossible atrributes in the anccstor. of bilateral orgirnisn'is (Urh¡l.net'iLt\. Ihe objcctive ofthis

thesis is to rcconstrLtct a colnmon gene neh!ork associatecl rvith the developmcnt of loconlotor appendagcs

jn arlhropods altd vertebralcs. For this survel, data rvas obtained b¡r revicwing tlte litcralure and b1

caIIyirlg oLrt trvo-ua1' BLAS'l' analysis. As a result ol'this procedure. l0 gcnes that had not been

pleviousl¡ tbund arc rcpolted to be conscrved and includcd in the network. 'frvo 
Sene netr'vorlis rvete

graphically construcied using Biolapcstry, oÍle associated with thc developnrent of the pectoral lin in

zebr.afrsh (64 noclcs) and another uilh fhe Drosopltilu leg (59 nodes). In the lat¡er nctwork. l8 different

genes involvcd in signaling pathwa)'s u'ere included in an arbittat¡ nlanner. Whcn lhe networks wcre

anal-vzed qualitativcl¡' and quantitatively I detected 2'1 collseryed genes. concsponditrg to 607o of genes

present in thc Dro.;ophiLu net$ork. Among thern are pallicipants in signaling pathrva¡s (llh/Shh patltrvay,

DppiBnrp pathsa)'. Wglwnt pathway). interaction pairs (hthinteis ex.l,phx lshltshl y ss/ohr lgoitlt't1)

and transcriplion lactors (c//,,áo-rl /, nsll, nsx, dllidlx, otldit¡sr2 ,t'D-.p1'1rp3) I his suggcsts the prcscncc of

rnodulality. Furthermorc, quantitative studies shorv that the connectivit¡- in the /)rorop,l1¿r network is

higiler tllar that of zebrafish. I also suggest that thc clfcct of having includcd some arbittary genes led to a

decreasc ilt overall conlrcclivitl. I also analyzed rvhether nctu'orlis fbllowed a porver lau distribution.

I-incar r.egression $,as perforrned ñom double logalithm graphs of the histogram of cumulativc

standardizcd frequenc¡, of the nodes' dcgrees. High cor-rclation coefÍlcicDts (ltr,, 0 80) \ere found.

Iloryever, this rcgression rnodcl appears not 1o be the mOSt appropriate in varitlus cases. Basccl on

intbqration supplied b¡ thc nct\.vorks rve carricd out l/?.rilrl lilbridizations on zebrat-islt crnbD'os lbrthe

lollowing gcnes: borhll.l lburhl) t¡qrhll.2 (barh3l clk8. dttrllu. L¡cu.llb. l.8d and ólr7rrla. Since

ex¡tression of ¿/i.! a¡d «clr-11a. genes bclonging to lamilics ofproteins involvcd in the Bnlp path§a)- \r'as

xIt



found ir'¡ the pectoral fin, I assa¡,ed lbr the presence of phosphor¡,latcd Smad 0rSnad). an inclicator r¡f the

activiry ofthe prthway, b.y irnmunoh istochem isn v. Interestingl),. there is also cvidence ofúc presence of

the Bmp path$ai, Qlpp, sux. pltnt, t od) in the leg imaginal clisc ol Drrrrcr¡rhi1rr. Finall¡'. *ltilc there is no

lonnal prool of a historic homology belrveen these ¡\\'o stluctures. in this thcsis theoretical and

expcrirncntal evidencc on the retention 01 paft of the genc net\!or-k involved in tlleir development has been

provided.
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INTRODUCCIÓN

Iil conccpto de hornologia cs ceDtral er la biologia. I{esulta escncial para conrprcndcl el proceso

evolutivo quc lleva a la divcrsiflcación de los linajes. Clásicarnentc los principalcs criterios para

establecella concsponden a; identidad de estruclura, constancia en las concxiones" .v tuisnlo origen

enrbrionario; atlibuidos a Linné, Saint Hillaire y O\\cll, respectivamcnlc (revisado por Cccchi y col '

2001 ). l,osteriornrcnte, se ha generado un sin n[lmero de critcrios para poder dctcrminarla. I]sto ha llcvado

a que, en diversos casos. se llegue a conclusiones diferentes dcpcndiendo del critclio utilizado (de Bccr.

l97l). En Ias últimas décadas, cl cstudio de los pirtroncs dc expresión génica I Ias implicancias f¡notipicas

cle su altcración. se han conveltido en ur nuevo 'rasgo" a considerar al nrorncnlo de buscar hotrologia.

Todo esto ha llevado a Ia gereración dc una conceptualización asociada a esie tcrra. Se han

definido corno estructLlras "hornocráticas" aquellas cuyo desarrollo se asocia a u¡1 lnistrlo pahón de

explcsión génica independiente sca consecuencia de c(nrvcl'gcncil o allcestrÍa conrún. En tanto se

considcra una hornologia gencrativa" ct¡ando dos eslructLu'as se folman utiliz¿urclo una batetía génica

prcscnlc cn un ancestro común cartnte de dicha estruclura (tcvisado por Sanetra ) co1.,2005). .\ un

fenó¡¡eno sirnilar. Shubin l' col. (1999) lo llaman hornologia profitnda o tleep ltotnolo¡1t'. En fat:r.o,

rcfcliclo e spe cificarrente a reclcs génicas se ha acuñado en conccpto cle honrr,lngia parciai' liste se

refiere a aquellos casos en los que en dos o nás linajes se han incluido nucvos elernentos a una rccl

cxistente en el ancestro. [)e esta manera las nuevas redes prcscntcs cn los derivados tienen L]n cslatus de

"horró1ogas parciales" (revisado por Sar'lclra y col., ?005). Eslas nuevas henamientirs )-

conccptua lizac ion es han pelmilido que tomen fuerza una serie de debates que habían estado l¡ás bicn

est/tticos dcsde su planteam iento.
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Una dc cstas plcgunlas correspondc al origcn clc los pltrnes cotporalcs (l)avidson ¡ Errvin.2006).

tJn plan colpolarl conespondc a todas las características que defincn la olganización del cuerpo de un

adulto o Ia trlr),ectoria de desarrollo que da lugar al ¡rismr.¡. Dentro dc estas caracteristicas se encucntt-a:

esclueleto (hidrostático. interno, externo o auscnre), simetria (bilateral, raclial, asinrétlico). niunero de parcs

de apéndiccs, cavidad corporal (acclomados. pseuclocelonrados. cclorrados), palr'ón de clivajc (cspiral,

ladial. sincicial, etc.) y scgrncnlnción corporal (prcscntc o ausente) (Wallace. 1997). Eslas caracteristicas

sc han rrsado para deternrinar clasillcaciones taxonólnicas a nivel de ph¡-lunr en los animales. De hecho,

los ph¡'la son dcfinidos por inc[iir aninrales c]ue comparlen un tnismo plan corpolal.

Uno de los criterios lccién lnencionados se asocia a una de las granclcs divisiones no laxonómicas

dc los animales. La clasiñcación segilo la simetría. Enlre los animales con sinlclría radial se considc¡an a

los cnidarios, ctenófbros ¡, políferos (a veces sc clasifican corno asirDétricos). nricntras que todos los otros

ph¡la se lcs agrupa dentro de los organisrrros bilaterales, los bilaleria. Al ar'lcestro conrún clc todos los

bilaterias se lc ha dcnominado Ut'bilrÍcia (De Robeftis ¡, Sasai. 1996). Correspondc a un ancestto

hipotótico rnás que a un organismo prccisamente identiflcado.

No se conoce con precisión cuando ocunió Ia divergencia cntrc organismos con sinrctr'ía ladial 1

bilateral. un posiblc csccnario data este cvcnto hace 800 o 750 r¡illones de años, prc\,io a la glaciacitin

Stuftiana. Un¿ scgunda posibiliclad lo ubica hace aproximadanrente 650 milloncs de años. previo a la

glaciación Malinoana. finahlenrc una tercera hipótcsis lo sitirajusto dcspués de la glaciaciiin N4arioana.

entre Ios 550 y 600 milloncs de años. Dc hccho. en este caso coincidirÍa con la fhuna plc-cánlbrica

cncontrada en L)oushalrtuo. Resulta importanie mcncionar las glaciaciones, debiclo a que correspondcn a

l'cnórltcnos clinráricos de alto impacto global. Las glaciaciones dc finales del Neo¡rt'oterozoico fucron lan

intensas quc avanzalon hasta latitudes cercanas al ecuador(revisadoporErrvin¡'Davidson,2002).

El lósil más artigLlo colt simctría bilateral quc sc conoce es Kinberell¡. el cual pcrtcnece a la

láuna cle lldiaca¡a cle hace rnás clc -550 millorres dc años (revisado por Eruitt ¡ l)avidsort. 2002; revisado

por Mashall, 2006). Sin enrbargo. los paleontólogos consideran que incluso cslc lósil represetrta una

lon¡a dclivada. por lo cluc no correspondetia a Urbilc¡eria.
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sor.presivar¡entc, datos generaclos a paúir.lc Ia biología dcl desar¡ollo ¡ dc la genómica han

r.evivido con ntás fuerza la búsqueda de este anccstro comitn. Pcro, esta nueva versión de la bilsqueda

irnplica otro tipo de drtos. técnicas )' alcarces. lodo e]1o. en ningún caso ocupa cl lugar dc la

palcontologia. sin embalgo abre una nueva lorlla de vcr hacia el pasaclo.

l.- ¿Cómo se crcc que fue el Urbilateria'!

" I shoÚ lrl like t o ¡t ork like lhe urchaeolollis l \rl1a P¡eces loE¿tllcr lhe

f).agnents o.f o lot'ch, thinu vltich ure ulone lefi trt ltint. ,1s he prrtcectls,

Iragnent b¡, fi-ttgnent, he is guitlccl b.¡, llie c.)ti\'¡cl¡on Íhql lltese fi ttgntettls

Ltrc p,1tl o:f Lt lnrger vlttt/e *hiclt. l¡tt¡ra¡ cr, ha does not ¡'et knotr "

- H ons Spanronn (1938)

Las caractcr.izacion es dc Lrbiltnería esián basadas en datos funcionalcs 1' de cxpresión génica

cluc han sido cncontrados en organismos muy distantes en la filogenia de los aninlalcs- lan clistantes.

como para féchar su divergcncia en el momento mist'no de la Explosión Cáubrica hacc Inás de 543

ntillo|es de años (revisado por 1\'{arshall,2006) (Fig. la). Sc ha evidcnciado quc cn varias cstluctLrras

gcncs oftólogos tienen roles simila¡cs. Incluso cn estructur-as qLre clásicanlenre han sido considcladas

convergencias. Dc ahi se ori-qina la preglrnta sobre si Lirbiluteria poscia estos rasgos lenotipicos o solo los

grupos cle genes aucestrales quc posteriolmcnte se co-optaton en el ricsanollo c1c dichas estl-Llcluras

Solan]eÍlte cuando se encucntre un fósil coincidente con el tietrpo dc divelgencia de los bilatclia. se pochá

conrenz¡r a rcsolver esta intefrogante-

l-)rbilaterítt se ha caraclcl izado corno un organisrlo. por delinieron. cor \intclrla brl¡tel'al. Ést<

scr.ia similar a un susano posccdor de un patrón cle scgnlentación arllcl o,¡postcriol (Arl') y polatiz¡ción

dorsol\,cntral (t)1V). Adcmás. tendr'Ía t¡n sislerna nervioso ccntralizado ¡' polarizaclo ) con órgarlos

rcccptores! posiblcrrente firtosensil¡les. lntelnanentc posceria un sistcnla digesti\1) tcgionalizado .v un

órgano cluc scrviría como L¡or¡ba circulatoria. E\temamente, sc poclrian rcconocer estrucnlras

apendiculares (revisado por Malshall. 2006: revisado por llnvin. 2006) (f-ig. lb).

La prcsencia de un patr'ón de segrncntación antcroi'posterior se ha dcducido dc la difunclida

cxislcllcia de IOS gcnes H0\ Cn todos los animales ,v collo usualnentc se asocian a los seg0entos

corporales (Srvalla.2006). Rclacionado con esro. se encuentr-a cl mecanisrno mediante cl cual se da la
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segmentación del cuerpo. En el caso de los vertebrados corresponde a la segmentación de los somitos

mediante el sistema Notch,Delta. Sin embargo, si se compara con la definición de segmentos en

Drosophila se enconüará una difereflcia. Pues en la mosca, los segmentos se definen a través de una

sucesiór de genes, que van dividiendo el embrión en ter¡itorios cada vez más precisos (Gltrert, 2003).

Interesantemente, al estudiar la forma en la que se generan los segmentos en una araña ((iiplenn¡us salei)

se evidencia que. al igual que los vertebrados, utiliza el sistema Notch/Delta (Stollewerk y col., 2003).

Situaciones como esta, demuestran que es necesario un muestreo taxonómico más extenso a fin de tener

claridad acerca de qué rasgos son efectivamente difundidos y cuales corresponden a particularidades. No

obstante, la posibilidad de que Llrbilqteria haya sido un organismo con segmentación corresponde a una

hipótesis muy bien iundamentada (Balavoine y Adoutte, 2003)

a
cerñ¡rochor4¿ra

a s70¡/ty -

\

Figura I: Posible ubicación filogenética y cáracteristicr§ de Arbildetit" (a) Posible ubicación

filogenética, ella correspondería a la divergenoia de protostomados y deuterostomados @ueyo y Couso,

2005) O) Esquema de sus posibles rasgos y los genes a 1os que §e les asocia (modificado de Marshall,
2006).
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Por otro lado. asociado al patrón dorso/'venttal sc han encontrado dc ¡raneta invcnida los ¡¡islttos

genes cle polarización cn elnbriones dc protostomados y deutel os¡om ados. quc cstén invertidos hace

senrido corl el hecho de que en los adultos csta polalidacl también lo estirt (Dc llobertis, f008). Iln un

cordado. cl sistetnil digestivo cs veDtral y cl nervioso es dorsal ¡,eÍr un protostomado se encucntra la

sjtuación opucsta. Asi en los cntbriones dc vcrtebrados dcsde dorsal a ventral ha-v un gradicntc cle corcli¡¡tt

(ofiólo-so de sog). ntientras quc desde ventral a dorsal csta bt¡tp J (orrtilogo de r/p¡). cn los itrvertcblados

es al ler,ús.

Ilelacionado con el sistelna netvioso. asociados al closatrollo del cclcblo se han cnconlrado

conservados gencs como ol't hoL¡etl|¡L lc (otr) (Finkelstein y col., 1990: Acarnllora )'col.. l00l) a 4ptet'a s

(dp) (revisado por Iinvin,2002). Por ot:o lado, estudios en gusanos hcr¡ricordados han denrostrado quc la

sola prescncia de genes tipicaruerlte asociados a sistemas Dclviosos centralizados. no garantiza clLle los

r¡ismos tengan csla condición. Asi. en Succoglossr ts lorole¡,.¡kiise nrantiencn los patrones dc cxpresión

anleroi posterior tipicos del sistema Dcrvioso centralizado que se observan en cordados )- artrópodos, pcro

tiene una red nclviosa difusa (Lorve,2003). No obstante. lo aDtcrior se ha cncolllrado que cl sistellla dr

polarización dorsoi'ventral de estii estr.Llctula cstá conservado cu los bilateria (rcvisado por I-ichtneckert y

Reichet. 200-s). Iror otro l¿ido. también sc cncuentra conscrvación en los sistemas implicados en la

navcgación axonal (Eph tirosina cluinasas, netrinas y sistenra dc scrjalizaciór slit/'robo) (Kandcl y col.,

2000 ).

Ilclacionado con rcceptores sensoriales, el ojo cs el qLle más sc ha estudiado. AsÍ es corno se ha

encontraclo Ia conservaciór'r de ¡a-r:ó o ¿_t,¿/ess. Estc gen al encontrarse lrLLtado en hurttanos prodtlcc la

conclición conocida como auiridia. entle otlos desordenes ocularcs (Lee v col.. 2008). ijn truto. cn el disco

inraginal de ojo cr Drosophila igualnente hal' expresi(rn c1c este gen (QLriring 1' col.. 199'1). lista

conse¡.ación cs incluso a nivel tLncional. De esta mar]era, se harr rcaliz¡rdo expelintcntos en los tluc la

indLrcción cctópica depa-ró de ratón ploduce ojos corl'lpuestos en Drctsophilu (Haldcr ) col., 1995).

Actualmeute. existen estudios que buscan evidencias soble el tipo celular al que pcrtcneceria el

supues¡o ojo pr.escntc cn lJrhil¿t¡erict. Para el]o de gran utilidad ha sido cl gusano poliqtleto Plat\'t1er¿is

d merilií. Él pertcncciente a la larnilia Nercididae ¡ poscc una tnorfología uu1 sinrilar a otl.os poliqLretos
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iósiles como llltrge.\sochderu. el cual pe enece a las l'atrna de Burgess Shale (505 nrilloncs de años). En

ver¡el¡rados. las células lc¡tc¡seltsiblcs son del tipo ciliada. rnicntras cll¡e eu inve cblados sott rabdonróricas.

lnteresantenrcntc si bier, P dunrcrilíl posee células lbtorcccptoras cie tipo rabdoméricas, su iarva posee

ojos lotoreceptorcs con células tipo ciliadas tantLrién. Este caso podría concsponder a un cstadio

transicion¿rl en el cual sc poclría estudiar la divergencia dc arnbos ti¡ros cclularres en los ojos (Ate dt )'

Wiltbrodt. 2001 : Arendt )' col.. 2003 ).

Rcferente a la presencia dc un sistern¿i digestivo. las evidencias genóticas se asocian al rol dc

genes corlro ctk!cutttlcl ,- árrriá_r,r implicados err la cspecificacirin de la regi(rn posterior del inlcstino. Se

h ir cncontrado su cxpresiór] en rirl(tn. Dros ophila y glillo ((irl/¡ls b in ucu lttl Lts') ( Sh inrn¡'o ¡, co 1., 2006).

Una oshuclura similar a un corazón también se ha postulado pa a Iit'biluteriu.l]sta suposición §c

basa en el hecho que tanto el gcll vertebrado ,,br-1. j como su or1ólogo et [)rosophild llanrado /i¡¡r¡a¡. sc

ercucntran involucrados cn cardiogéncsis (Harvey, 1996). lnclusivc. sc ha desclito una red gcnética

col¡irn asociada al clesalrollo de corazón a paúir de la conparación cle Io que sc conoce en lnosca )'tatón

(Daviclson l lirrvin, 2006; Olson,20061 Pocock y col.. 2008). Además. e¡ Cu¿¡tt¡rl¡ubdif is c/egrar.,- el gcn

cei-22, ortólogo de r¡lir-?.j, se encucntra inrpiicado en el desar¡ollo de músculos f'arírrgeos (l1aun ¡,col..

1998). Estas eviclcncias llevan a concluir que más que un cor¡zón propiatncnle tal. [,'rbilateritt podtía

haber tenido un tubo muscular ptllsátil.

Finirlmcnte. también sc ha descrito la posiblc presencia clc apéndices ctl Utb¡lulct'id. [Jno de los

principales ar.gumcntos ha conespondido a Ia prescncia del gerr r1r.ilr1-1es.i (r///) cn prácticamerlte todas las

estructuras con fbrma apendicular: parapodios cn anélidos; lobopodios etr ouicóloros: ánipulas en ascirlias:

pies antbulacrales en equinodcnnos; patas. cucüros, anlenas v alas en los illsectosi )' extrcnlidades en

vefteblados (l'anganiban ¡'col.. 1997; revisado por Angclini ¡, Kauliuan.2005: Mocl<zec' 2006)

2.- Lus upéntlicts de Urbilot¿rit

[.-D un concepto gencral. Minelli (2000.2003) plantea que los apéndices sclial] equivalcntes. fnás

no idénticos. al c'jc principal dcl cuerpo. llace énf'asis cn la presencia dc tasgos sexualnlente disnrórficos

en ios ruismos. al igual que suceden en el eje principal del cucrpo. Asi los apéndices corrcsponderian a
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)cmas caten¡es de endodcrma. Su idea es exlcDsiblc tanto a veftebrados como invcrtebrados. Clita corno

ejemplos los tarsos anteriores alargados en los machos de ciertas especics dc cscarabajos o el cavo

prcsente etl el pulgal dc Ios machos en algunas especies cle sapos.

La cxistclrcia de apéncliccs tanto en verlebrados como c¡ artrópodos cs compatible con diferentes

cscenarios cvolutivos. Los indicados pol Tabin i, col. (1999) se resunren a tttoclo gcncral tr contiuuaciiilt:

(l) tanto arttópodos co[lo vel'1cbrados descicnden de un organisnro basal ct¡n simctlia bilateral

(tirbitrtt¿t¡o). cl cual poseía apéndices quc se fornraban con la nristna baleria genética c¡ue los apindices

en los or.ganis1l.ros actualcs, (2) Ljrbilatcriu posee:ia algún tipo dc apéndiccs. los cualcs no seria

hontólogos a los dc los organisnros actuales. sin embargo sc habrÍa co-optado cl rnisnto r¡ccanismo dc

lomación ¡,(3) los genes irnplicados en el dcsanollo de e\trerlridades habrian sido reclutados de ntanera

indcpcndiente en ambos or.ganismos. Sin impoñal lo que efectivamcntc ha1'a ocurricb- ientl-as no Se

tanga evidcncia independicnte (por eicmplo. registro lósil) no se podrá t'csponder a si las c\tremidaclcs de

artrópodos.v veñcbraclos correspondcn a converycncias u honlologÍas.

A continLlaci(in. se discutirán de lnanera gcncral los apérldiccs presentes cn estos dos ph¡'la.

Ilxponiónriose las dit'erentcs hipótesis sob|e sus orígcncs y descritriendo cl proceso de dcsarrollo de la pata

de DrosophiLu ,:'la aleta pcctoral del pcz cebra.

3.- Apéndices de artrópodos

Uno de los rasgos quc caracterizan a los artrripodos es la prcsencia dc patas articuladas. I)e

hecho. etinrológicalnentc 'artrópodo'' significa "pata arliculada". Irero, Ja prcsencia dc alléndices cl'l los

distintos selillicntos coqtoralcs es una caracteristica que tanibiéD sc obserYa cn los polic¡uetos. los cuales

posccn parapodios asociados a cada mctálrero. Sin cnrbargo. la homología ctttrc amllas cstlLlcturas es algo

incieúo aúD (Ruppen v Barnes. 1996).

Una c¡ractelística que pcnnite dividir a los artr'ópodos corresponde a la prcsctrcia o allscnci¿ de

dos ramas (exopodito l- cndopodito) en cada apéndice. Los canglcjos cacerola (Xilosúridos), crustáccos )'

los extinros trilobites las tienen. Iln cambio. Ios ciempiés (Quilópodos). rrilpiés (Diplópodos) c insectos

ticncn solo una ralna. No se tienc claro cuál cs Ia condicióI1 basal (Rttppcrt r tlarnes. 1996).
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En inscctos cxistc una gran divcrsidad dc cstrLrctLrras apcndiculalcs. Ellas pucdcn incluir

apérrdices bucales (rraxilas v rnandibulas). cuernos, apéndices dorsales (alas, aléteros. élitros v derivados

alarcs). apéndiccs vcntralcs (patas) (rcvisado por Angelirri y I(¿rufl¡¿¡rr,2005: Mockzec.2006). Es posiblc

reconocer que cierlos genes rnilntiencn donrinios de expresión similares ell las dil¡lentes estructllras. Por

ejenrplo. en Jas regiones proximalcs dc Ia antcna. pata, ¡ralpo rraxilar ¡'labio (probócide) dc Drosophilcr

(Diptero) al igual clue en el labio de Oncopelrus (llcmíptero). sc ha dcnroslr'ado la presencia de

honothor¿:r (/ai). mientr-as clue r1l1 sc cxpl'csa cn las legiones más distales. Adernás. en el caso de la

antena )i pata de Drosoplilo. al igual clue el labio dc Onct,pelttts hay un dotrinio de expresión de

dochshuntl (duc'1en la zona medial (revisado pol Angelili i Kauf'rrarr, 2005).

Incluso cn rcpl'cscntantcs de los diversos clados (Chelicerata. Cupiennius. Myriapocla: (ilo¡fi¿rís.

Crustacea: l)orc¿llit¡,lnsecta: ,Súrl:r1oc¿l'.tt, Oncopeltus, Dro.rophild¡ prcscnlcs cn cl plr¡'lum artr-ópodo se

ha cvidc¡rciado una alta, pero no absoluta, conservación en los territorios de expresión dc clilersos gcncs

lclll, clac, extradenricle lexdl, hth, tlppl (,revisado por Angelini v Kaufinan. 2005). Todo cslo cvidcncia que

paúc clcl prograrna implicado en el desarrollo de apéndices en artr'ópodos sc cncuenlla conservado entre

especies e incluso asociiido a dislintas estructuras dentro de un tnisnro organistnt'.

3.1.-Co¡stitucióll anccstral de los apéldiccs cn inscctos

Snoclgtass cn su libro Principles o/ ln.rect llorphogercr¿! (193-i) plarttea que el cstado basal

(grountl stale¡ dc Ias cxtternidades en inseclos corcspondcria a "Lna plotrLlsi(in, sin scgmcntación. de la

parcd dcl cuerpo con fbrma lobular o tubular qt¡e serviria corúo apovo a la Iocomoción". En cste apéndice

anccstral sc podlia reconocer dos rcgiones: coxopodito. la cual conesponde a la basc ¡'sc encontraría

adosado a la parcd dcl cueryo; v telopodito, cluc corresponde al apéndice en si (rcvisaclo por González-

Crespo ) N,lorata. 1996). Esta visiór se ha retbrzado por.el análisis de tósilcs .le DiLtphLút)[)tero¿cd

corresponclientes al Pétntico infirior. Ellos peltenecen al ordcn nrás basal c1e pterigotos. poscian apéttdices

libles ¿rbdominalcs coo segmentos dosdc el prefénur hasta los lalsos. r'rlientras que los scgmentos más

proxirnales cstaban incluidos en el tronco vcntl.al (revisado pol l(ukalová-Pecli. l99l).

El "estado basal dc1 apéndice" es aquel quc sc dcsarrolla en ause¡cia dc gcnes selectores. Los

genes selcctores. en tanto, son aquellos que codiñcln para lactores dc transcripción qtlc. el')
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contbinacioncs. deflnen el plan corporal coÍltlolando el dcsa¡rollo dc regiones espccillcas dL'l cmbrión

(llcrkc y col.. 200-i).

Se cree clue los apéndiccs p[imitiYos se desa]'rollarian sin el electo tie dntctinúpcd¡u ltl]1fp), llth o

e,r.¿ Posteriormenle, /?1, se comenzaría a expresar en los apéndices Inás antetiolcs dc mattera que los

translomaLi¿ en alttenas. En tanto, elr los apóndices toráxicos los cualcs adc¡uererían sccundariamente la

explesión de.r7lp sc mantendrÍan con morfologíit de pala (que sería sirnilar a la del estado basal), ¡'a que

este gen reprinle el cl'ecto de ¡/¡ (Casarcs ¡' Mann. 1998) (Fig. 2b). Adenás. la partc disLal de la antena sc

transfonna en pilta ante la ausencia de la actividad de.ipüreles.r (.rr) (Duncitn y col.. 1998) (Fig.2a)

Congruenlenlente, hav una tlanslonnación de antcna-a-pata cuando la lunción dc cxd tt hth es rcmovida

(Dong ) col., 2000). De hecho. en la mutación llarnac)a cutcnnttpe¿1i¿¡ donde ticnc lugar una

transfolln¿rcitilr homeótica de las anlenas en patas. sllccdc pol a una exptesión cctópica de allp (revisado

por Casares y Mann. 2001). Un ef'ecto similar se ve con le.r contbs recluced (sct ), de hccho la perdida de

funcitin cn Ia pala de./i?/p o a/?í) y.§.r'genera la translonnación de nna pata cn antcna (Stl-uhl, 19{31).

Utilizando esta evidencia. sc ha ploplresto un modclo para explicar la dilcrcnciación cle los

seglncntos dc la pata. La extlernidad ancestral seria similal al apéndice dc cLlatro segnlent(ls ell qtlc se

ransforma la antena cuando se bloquea la función de ss. La actividad de a/?/p especificari¡ la definición

de los dos scgnrcntos más proxinralcs: coxa y trocántcr. Adernás. dirigiria ¿tl lcrccr segmento a cxpandirse

,v posterionrcntc tbrmar el fémur, 1a tibia y ct pril'l'ler segllrento tatsal. Finall¡ente. is 11i:igirÍa Ia

clilcrenciación de los scgmcntos tarsales. No obstante. esto ocuniría posterior al tol clue sr adquictc cn Ia

especificación antcnal. Este lnociolo se basa en el hccho de clue las antcllas sc especifican muY lel¡prano

en Ia evolución cle los arlrópoclos (Duncan ¡'col.. 1998) (Fig.2a).

No olrst¿rnte, tarnbién hay cvidcncia en la dirccción opuest¿i. Existen apóndices que sc

tl anslolfian en una qst] uctura si¡niiar a Llna anlena cuando cieftos genes son bloqtreados. Igualmente. se ha

algumentado a lavor de la antcna collto apéndicc ancestral en basc al hecho de quc sn tlorfología

parccicra scr nrucho más sirnplc de qlre la uua pata (revisado por M inelli. 2003).



10

i-m-t
Y

a ¡T otounl n¡¡r' -t
I

.*,/ ! \i&
,/ I \ !^,o.*i ** .IgtJ,. .*i

It
figura 2: Modelo propüesto para ta consitución anc€stral de los apéndices de iÍsecto. (a) La forma
ancestral del apéndice (ground state appendage) serl¿ similar a la morfología adoptada por la aritena

ca¡ando ésta pierde la función de sipneless (ss). Esta morfología recuerda a una pata, pero con menos

segm€ntos. Se postula que posteriüÍne¡te antenaa[)edia (anrp) influt,tja en el desa¡rollo de esta estructur¿

estimulando la diferenciación de los segnrentos proximales. Por su parte, ss se relaciona¡ía con la
diferenciacifu de los segrnentos distales @uncan y col., 1998). (b) Tambien se incluye el rol de l¡rl¡ como
un selector homeótico de antena, el cu¿l es inhibido por antp en los segmentos proximales de la pata
(Casares y Mafln, 2001). bw: body wall; ap: appendage.

3.2,- Ilesarrollo de lt patr de Drusophila

El desanollo de la extremidad de Drosophila sucede a través de uná estructura llamada disco

imaginal. El correspondiente a la pata consiste en un primordio con forma de palaa, el cual se desar¡olla

durante los est¿dios larvales y posteriormenfe en la pupa entr¿ en una fase de protrusión y diferenciación.

En particular, el disco imaginal correspondiente a la pata se inicia con 30 células embrionarias que luego

de proliferar alcanzan cerca de 15.000. La distribución de los ejes DA/ y A-lP en e[ disco y €n la pafá

adult¿ son equivalentes. Sin embargq respecto al €je proximal/distal @/D) hay una distinción. Dado que

el discó es una estructura plana que luego profuye, en un proceso llamado telescopaje, aquello que en el

disco es central en la pata será distal, en tanto lo que es periférico pasará ¿ ser proximal (revisado por

Couso y Bishop, 1998) (Fig. 3).

Se han reportado una serie de genes implicados en el establecimiento de sus ejes A/P, DAr', P,lD,

junto con la diferenciación de us segrnenlos (podómeros). La mayorla de estos genes se encuentran

implicados ur alguna vía de señalización: vía de Hh/Shh, vía de Bmp/Dpp, vía de Wg/IVnt, etc.

:i+

-, t.
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Figura 3: Disco imaginal y pat udt lta de Drosopiila. Se presentan distintos estadíos de desarrollo. El
codigo de colorss corresponde a la identidad de los segmentos en los distintos esquemas. (a) Disco
imaginal. A: aíterior; P: posterior; D: dorsal; V: ventral (b) vist¿ lateral del disco imaginal justo a¡1És del
proceso de telescopaje. (c) Pata del adulto y sus respectivos segmentos (modificado de Couso y Bishop,
199E).

4.- Apéndices de vertebrados

La presencia do extremidades corresponde a un rasgo ampliamente representado en los

vertebrados. Su primera aparición es deb¿tida. Se ha planteado que ya existen en vertebrados basales

camo Haylauichfhys y Milloulwnmingia. Pero, esto ha sido discuüdo, debido a la falta de eüdencia de un

soporte esquelético y muscular. Est¿ caracterlstica sería distintiva de las extrernidades respecro a otras

protruciones laterales, las cuales se originan varias veoes en la filogenia de los vert€brados (Coates, 2003).

Erife ellas se pueden mencion¿r, las aletas eaudales y dorsales en algunos cetiíceos, frondas pareadas en

1os dragones mtinos (Phyllopterix), aleta dorsal en ictiosaurios, las quillas oaudales en los tiburones

mackerel y las quillas l¿terales eri los atxnes.

Las primeras protrusion€s similares a una aleta pectoral que se conocen se encuentran en

telodontos agnatos. Sin embargq no es evidente que ellas posean un soporte endoesquelético (Coates y

Coh¡, 1998). Mentras que las primeras aletas pectorales eon un esqueleto interno surgen tardiamente en

los ostracodermos (Janüer, 1996a b). En su versión más generalizada, el esqueleto apendiqrlar conste de

dos pares de exhemidades asociadas a zus correspondientes cinturas. Las estrüoturas que los componen

varlan de acuerdo al grupo estudiado. Desde una aleta a un brazo existe una inmens¿ diversidad de

estruchrras óseas, dérmicas y musculares @ig. aa b).

Lo que unifica esta eÍorme diversidad sorresponde al desarrollo temprano de est¿s estrucü.tras.

Una buena generalización podda caracterizar a la yema de la extremidad como una unidad estruotural que
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consta ds tejido ectodórmico y mesodérmico. EI primero corresponde al apical eclodermal ridge (AER), el

cual es un epitelio que ¡ecubre a la yema. Bajo éste se encuentra tejido mesodermal mesenquimático

Entre ambas regiones se dan relaciones inductivas que desencadenan procesos de proliferación.

polarización y diferenciación. En eslos procesos, se han encontrado la participación de la via de Sonic

hedgehog, Bmp, Wnt y proteínas Fgf (revisado porNiswander, 2003).

ffi

a

ffi; ltlulttl't

Diversity of Limb Morphology

s&

b Pectoral Fin and Forel¡mb

É1.Éd ,'AF -

ft¡aui¡ Lrtl. Ch.Fl.tr

KffiA
Figurá 4: Diversidad de extr€m¡dades en vertebrados. (a) Esquema que muestra los esqueletos de los
autópodos presentes en diversos tetrápodos. (b) Esquema que muestra comparativamente 1a extremidad
anterior de un pez y un chimpancé. Notar que en el pez existe presencia de exoesqueleto, el cual deriva del

pliegue apical (AF). (modificado de la página web dei Laboratorio del Profesor Koji Tamura
'''i ,. , i: ' ': r'i' '. ,.. .. ',' ' , .').

4.1.- Hipótesis sobre el orig€n de las extremidades en vertebrados

- Hipóte.tis del Atco Branqural

A mediados del S. XIX, C. Gegenbaur plantea que las extremidades se¡ian de¡ivadas de los arcos

branquiales Esto lo hace por observaciones ¡ealizadas en las aletas de cond¡ictios, Ias cuales consideró las

menos divergentes del plan original. Posteriormenle reluerza sus observaciones en base a las aletas

ñetapterigiales encontradas en e1 dipnoo australiano Neoceratodus. Estas aletas poseen una cadena de

piezas endoesqueléticas que forman en eje metapterigial. Hacia las zonas anterior y posterior se dirigen

radiales endoesqueléticos de soporte (revisado por Kardong, 1999) Gegenbau¡ propone que el eje

metapterigial correspondería a un ¡adio branquial extendido y su arco branquial daria origen a la cintura

pectoral. En tanto, los radiales se originarían posteriormente (Fig. '1a).

ffi-
\'

O,*-,

ffi
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En 2002. O'l(ourke ) lam rc¿rlizan una cxlc¡rs¿l rc\,isión dc los genes expresados en la

extremidad ) cl arco branquial de ratón. Se encuenr'a glar car'rtidad dc qcnes con¡unes presentes cn

dis¡irrtas vias de señalizacirin corno son la via de Shh ghh. glil. gli2, gli3 ,- ¡rtc). vía de Wnt (lrr?/i¿¿ )'

1t,t1tl¡).\ía de tsmp (órirp2, htttp-t -v bnrpT) ),pfoteÍnas lSf (lila,./Sl8, /g/9. lgfl0 \'/M]). Además, ha]'

una gran cantidad de l¡clores de transc[ipción conunes. Enh-e ellos se pueden nlcncior]a[: tttíst tlb],

dlx), tlk3, dlx5, tllx6, ¡¡¡'-r/, ¡l-r'-i:2, ulk3, aLkl, cartl.p¡ñ1, g.rc y r?1rl, (para más detalles rcvisal O RoLrrke

.Y'l'anr.200l).

Rccienternente, Gillis ¡ col. (2009) han rcirlizado cn raya, l,¿¡tcoruj.t crinuce¡e. cxpcrimcntos

funcionales v veriflcado cl palríln de expresión de genes tipicos de cxtrcnridad. EDcuenhan que la

aplicación exógena de ácido rctinóico (ILA) genera duplicaciones espccularcs dcl esqueleto del ar.co

branquial. Consistcntcrncntc. la duplicación sucede en la zona dorsal cluc cs clonde se encuenÍa la

cxprcsión inducida de Shh. Algo eqLlivalente. sc ha rcponado prcviamente en las extrenridadcs.

- lliptitc\i.t del Pliague-Aleta

Mientras Cegenbaur dcsarrolla sus ideas, l'.M. llalfbur y J.l(. l-hacher plantean

irldcpcndicntclnente la Hipótesis del Plieguc-Alcla. Ella postula que los verlebrados basalcs poseerian una

aleta continua tipo cinta y la subdivisión de ella dalia origcn a las cxlremidades (liig. -5b). Iixiste una serie

de evidencias indil.ectas que zrviilan csta hipótesis. l'-ntr-e ella podcrnos mcncionar la pt'esencia c1c urt

pliegue ventro-later.a1 en Nl1'llokuningier ,t Huilouichthl,s (Shu ¡ col.. 1999), sin etrbargo. como se dijo

previamcnfe. esto ro est/l e\enlo dc deba¡e. l,a otra evidcnci¿t que se ha presentado es la presencia de

espinas pariadas entrc l¿ts ¿rletas pectorales ¡- pélvicas en cieftos acantodios colro [¿¡l¡¿c¿¡rl/¡¿¡s. Sin

ernbargo. rnás quc ser considerado un femanente de una alcla continua, csto sc ha cvalttado conlo una

espccialización de este grupo (Coates, 2003). Por otlo lado, se ha repoúado Iir presencia dc plicgtres

rnctapleurales en los cosiados del cuerpo clc antphioxus (.Brctnchictstonto Jlrlid./c) (l{uppen ¡' Barncs.

1996). l:llo ser-ia rnuy sugcreote eD caso dc quc representara una condición ancestr-al. claclo que los

celalocord¿idos coresponden a un subph-vmunl t¡asal al de los vcltcillados.

Adenás. se han encontrado gfan cantidad de similitr.rdcs dc cxpresión génica enhc ]a alcta meclial

larval ¡, las alctas pareadas del pez cebra. Ln Dún¡o rerio, se ha visto clt¡c csta aleta crecc a paltir de las l6
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horas post l-ccundación (hpf) desdc la zona caudal hacia anterior. SLr creciDricnto se ve ncotrpañado dc lo

expresión dc genes corno r/l-t5a 1,.s79. En ias aletas pcctorales existen represcntantcs dc ambas fhmilias clc

genes (Abe ) col., 2007). Además, postcriormente a las 30 hpl sc pucdc etlcontrat crpresión de rrts'r,'I,

ntsxl), nsxC y ¡l.r-rD en loda la aleta mcdial. Iodos los nsx mcncionldos. excepto,?.!-l(. se e\presan tallto

cn 1a polcirin cck¡dcrmal conlo rüesodernal de la alcta ncdial colno cn la aleta pectoral. rt-r,rC lo hace

solo cn tejido nresode:'ntal (Akirncnko I col.. 1995a).

Otro descubrimienro actual que apo¡-a la hipritcsis dcl Pliegue-Aleta es la cxistcncia de bandas de

colnpctcncia de inducción de A.El{. Ellas corresponden a territoios cluc lrente a cienos csliluulos- por

cjcrrplo presencia de /gf7 o /g/10, gcncran AEII ectópicos. [:n cl pollo sc han reporlado tres l)andas. U¡ia

de ellas cn la linea media dorsal del cucrpo desde el cuello a la cola, nricntras qL¡e las otras dos cn los

llancos entle las exlremidades antcriolcs ¡ posteriotes (Tatnut'a y col.. 2001) (l:'ig. 5c).

Aparlc dc las dos hipótesis propuestas. durante la irltima década se han presentado nuevas idcas

sobro el origcn dc las extlemidades. Una dc cllas correlaciou¿r los piltrones dc crprcsión de gcncs llox en

cl cjc dcl cuerpo con la aparici(rn dc las extretnidades (Coatcs 1'Cohn. 1998).

,1.2.- Desarrollo de la ¿rleta dcl pcz ccbra

El desarrolio tcruprano de Ia aleta pcctoral del pez cebra resulta cn virtios aspectos sinlilar al

descrito para otros vcúebrados. llásicarncnte. la extremidad iuicia su desarrollo conro una 1'enia de teiido

rnesenrluiruático rodeado de una capa de tejido epitclial. Par¡ el desarrollo dc la misma. también rcsullan

ilnportantcs distintas moléculas sccretadas desde cl mcsodeflna sornítico. placa lateral del nresodcrnlo 
-v-

rnesoder.ma inten¡cdio. A nivel molecular sc han descrito similitudes corno la ¡ctiv¿¡ción de /g/8 nrcrliada

pol ryi/J./, este nrcca¡ismo se ha cnconL¡ado en tetrápodos )'pcces (revisado pol Velcader. 1007). Sin

cmbar.ro. llegado un nlon'lento del desarlollo de la ¡leta. cl trresénquinra deja dc prolif'erar ¡' lo hacc solo la

capa ectodcnnal. Esto es lo que sc conoce como la lase de pliegue ectodcrnral. ella difetcncia cl desarrollo

de la cxtrcnidad de telr¿ipodo ) la de actinoptcrigio (revisado por Sordino ¡ Duboulc. 1996: revisado por

Merc¡der.2007).
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figura 5: Esquemas de las hipótdis del origen de l¡s ertremidades en vertebrados. (a) Dibujo de

Gegenbaur que ilustra la posible transformación de un arco branquial en una extremidad. El arco mismo
correspondería a la cintura escapular, mienÍas que uno de los radios branqüales se habría convertido en el
eje metapterigial de la exfenddad. (b) Esquema que ilustra la hipótesis del Pliegue-aleta (Tamura y co1.,

200i). (c) Esquema de embrión de pollo que muestra en rojo las regiones en las que es posible la
induc¿ión de AER ecópicos (Tamura y col., 2001).

Luego de eclosionar, las aletas pectorales continúan creciendo y m¿nteniendo su estrucnrra larval

por las primeras dos sema¡as de vida. Posteriormente, tienen lugar procesos de osifrcación, migración y

división celular, los que finalmente establecen la aleta adulta (Cnandel y Schulte-Merker, 1998) (Fig. 6).

Figura 6: Desarrollo de la aleta pettoral de pez cebra. Esquemas que muesfan en ¡ma sucesióú

temporal (18 hpf hasta 96 hpt) las estructrras implicadas en el desarrollo de la aleta pecúoral. Los
esquemas de las 18 hpfy 20 hpf conesponden a cortes transversales del embrión completo. Las imágenes

de 28 hpf, 31 hpfy 38 hpf corresponden a acercamientos del primordio de aleta. Arriba es distal y abajo es

proximal. Finalmente, el esquema de las 96 hpf corresponde ai estadío más tardio mostrado. Izqüerda es
proximal y derecha es distal- ac: actinotrichos; AEF: plegamiento ectodermal aplcal (aplical ecoderntal

!old); AEP( apical ectodermal ridge; cc: condensación de cartílago; cl: cleitro; ec: ectoderma; ed: disco

endocondral; IM: mesodermo interrnedio; LPM: plaoa lateral del mesodermo; mes: mesénquima; nt; tubo
neural; pc: proceso postcoracoide; sc: prooeso escapulocoracoide; SO: somitos (modificado de Mercader,
200'1).
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Pese a ser sirlilares en varios aspectos. cxister divcrsas dil'erencias con el desarl'ollo de

e\tlemid¿ides dc tctrápodos, En prinrel lugar. sc pLrede lnencionar una dilétencia hislológica en cl Alll{.

En los pcces, existe un cstrato basal ausente cn pollos, No obslanlc. lt Inisma cshuctLlra sc ha encontrado

en otr.os tetr.ápodos como tortugas v lagafios (Grandel ¡,Scllulte-Melkcr', 1998). Relercntc a la geomclria e

intcracciones génicas quc suceden en este contcxto, en tellápodos sc establece Llna relloalin'lentación

positiva reciproca entte el epitclio cctodenral v la zona de actividad polarizanle (ZP^). Ella 1¡rvorece la

prolifÉraciirn del te-jido rrescnc¡uimático. I)arlicL¡lannente, sucede una sobreproliféraci¿)n cn la región

postctior, la cual flnallnelttc constituirá el autopodio. En peces, cn c¿lmbio. la retroalintclltacióll es

interrllnrpicla rnccánicamente por la aparición de los actinr¡trichos. Así en teleóstcos. la proliféración del

mesúnquirna cs reducida. en cambio existe un proceso dc plcganliento de la capa cctodertnal. En clla es

donclc se originan los radios rluc corresponden a osiljcacioncs dertnales. Éstos sc cneuetrtr.ttl JttJr¡llLr rtl

tetrápodos. dc hech,.¡ no e\iste un proccso de plegamicnto dc la capa ectodermal (r'cvisado por Sordino y

Duboule. 1996) (Irig.4b). A nivcl de interacció¡r génica también existen difcrcncias: (i) en pez cebra no sc

recluicrc clc fgfs para activar e\prcsión de lá-r5 ¡ (ii) no se han errcontrado ortólogos de /g/l/ en

tetrápodos 0 cvisado por Mercader. 2007).

5.- Hcrramientzrs bioinformáticas de invcstigaci(in

"ll'e haye antet t:tl llt¿ posl ge]1o¡l¡c ero. The ltunton genrtnte

has becn set¡ucnced os ht¡¡,e o nutnbcr of otlter orgonisns. lle tu-e

nott conf)onletl )r¡th the prablcn of untlartlondittg lhe beltttt'it»'
o.f si tple urul co»tplcr getlet¡c ¡ag l,:tlt»t nahtork.¡."

'I'r¿nÍ Toulouse, Ping 1o, lll tt Shnttrlevith t Stutu't Ktulfitton (20A5)

Dcsdc 1995. cuando se conocian solamentc 2 gcnomas bactelianos. la sistctnatización de los

procesos dc sccuenciación de genomas jLrnto con la gencr¿tciórl dc bascs de da«rs nrasiras hxn pucsto a

disposición dc la comunidad científlca Lina cnon¡e cantidad de datos. Scgún inl,.¡¡¡ación publicacla en

Cenornes Onl.inc Database v2.0 -GOLD- (l.iolios y col.. 2007) para enclo dc 2009. existian 916 gcnor'r'ras

complctamente secuenciados y l:154 plolectos ittcompletos. La uayor partc de los pro-"'ectos dc

secucnciación correspondian a genornas bacterieros (2968) y en ult scgundo lugar se encucntran los

proyectos colt cucariontes (llll). Datos de enero de 2008. nlllcstlaÍr que h mayoría clc los ¡r'o¡,ectos en
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eucar.iortes corresponden a hongos (309). Mientras quc entre los aninlales. Ios arttópodos (83) )" los

ver.tebraclos ( 1,14) son los lna),onrente rcpresclllados. Además. en varios casos se ticne inibrmación dc los

proteomas complctos de los otgirnisntos.

lodos estos datos pueden sel ulilizados par¡ encortrar. po| ejemplo. proteíllas oúólogas cntre

distintas especies. Para ellos se utiliza un algoritrno llamaclo Basic Local Alignrucnt Scarch Tool (Bl-AS'l :

Altschul 1' col., 1990). Éste conespc,nde a una dc las herrar¡iQntas de uso más tradicionalcs cn la

bioinfbütltitica. Se puede cncor]trar en silos rveb conro dcl Naliooal Center lil Biotechnolog¡ lnlorntaiion

/NCBI) o Iiuropcan Molecular lliolog) Laboratory' (EMBL). Además. a paftir de las sccucncias proteicas

se pucdc prcdecir Llra gran cantidad dc inlorrnación como Ia ubicación subcclr¡lar. punto isoelécttico.

carga, sitios de firsfbrilación, elc. Mucl'tos de estos plogramas se puedcn encontrar cn cl sitio rveb c1c

Il\peft Protein Analysis S)'stcn1 (Exl'ASy).

Contplentenialiamcute. existen prolcctos que trabilian cn la anotación dc los genonras. Vale

decir, en basc a algoritl¡os bioinlorrláticos y curlción manuai. rcaliz¿tl irna "flcha" a cada gen presentc cn

cl gcnonta. E\isten varios árollsers que pucdcn ser utilizados para explorar esta ittlorrlración. Entle los

principales se pucdc Ír'iencionar NCBI Genorne. UCSC Genome Bioinloflnatics v Enscrnbl Geno¡¡e

Brou,scl. El n¡irnrero dc gerlomas anotados es eoormemcntc menor que el dc los secuenciados. Sin

crrbargo. inclule una amplia variedad dc organismos <1ue sc cncuentran elr divctsos puntos de la iilogenia.

Entre los ¿inilnales se puede mcncionar a: CoenorhubLlit¡s e/cgarrs. Dtosca (l)rosophilo tnelunogattet).

nrosquito (.,l,opie1es gombiae), Ciona intestinLt[is. pez cebra \Duttio terio), sl¡cklcbock (Gttslert¡tlctts

dülleatLts). ,\ctlopu\ tropi.dlí.\. lagarto anolis (,lnolis c'ut olinensi.!), ave dialnallte nlanclarin ( Iacrirrr¿¡'.gin

luci/itgtts'¡. chirnpancó (.Pon troglodfies), hurrano (Hor,o sapierr"r), clcll'ín (TursioP: tt'\t11cd/tts). alpaca

(l/¡cügt1.l pLlcos'). entre otros. Esto permite un nivel clc corl]paración más clctallado que solaluel]te alinear

secuencias sin conocer mal'or inlirrnración dc cllas.

Además. la gran cantidad dc datos obtenidos a partir de patrcncs c1c expresitin gónica de varios

r¡rganismos nrodclo se ha sistelnatizado ),existen cn sitos web en los c¡uc se ha agrttpado rle nlanera nlrt\

dctallada infbn¡ación asociada al Iol en el desarrollo dc distintos genes (anolaciór1 de gctrornas. ortologias,
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ftnotipos de lrutantcs. etc). llntle los olganisrlos pala los que se ha eftctuado esta recopilación se Pl¡ede

nencionar: ltentttt¡stelfu r,ecleirsls (StellaBasc ) Nernatostella.org), C. c/cgart.i (WorltlBase). Ilel¡coniu,t

(llcliconius Ilonlepase). D tncldnogoster (FlyBase), D. rerio (7.cbrttlish Inlbrmation Nenvrork -ZFIN-),

tllus tntt¡cttlus (1\'loLrsc Ccrtoue Infbt'matics -MCI-). entrc otros.

Ader¡ás. corrio apolo a Ia inlbmración presente en cstas bascs de clalos. se pueden enconfrar

progralras que buscan infonnación en lileratur'¿i prinraria. lla,v gran variedacl de opcioncs para realizal'

búsquedas. Por ejemplo. la co-ocurrencia de térninos ("tcxl ¡nining") o la presencia dc los tttisntos dentro

dc uD determinado contexto. Dos silos rleb nu¡r irtiles cn cstc aspecto correspondcn a: Inlon¡ation

hlpellinkcd ovcr Proteins (iHOI') -v Functional Protein Association Networl(s (STRING).

Por otro lado, con bascs de dato obtenidas a pa:'tir <1c cxperimentos de dol¡le hibrido.

experinentos bioquirnicos o bic¡l cxpcrinlentos de in¡e¡acciírn gónica sc han generado distintos tipos de

redes. lJna red gónica cs un grupo de procesos intclconcctados c¡ue gobiernan la tbrma cn la que dilctentes

genes en una cólula sc c\plcsan en el tiempo I espacio (rcvisaclo por l'}otatov, 2008). Estas

representaciones han sido cstudiadas como sistemas cornplejos. Así sc han aplicado en ellas gran parte dc

los avances propios de la teoria dc grafos. De esta manera se han logrado eucontlar rcgularidades en las

rcdes de interacción ),caracterizar las mismas a través de distinlos par'áructros (r'cvis;ido por Junker.2008).

También. se han fealizados modelos n]atcmáticos de su filnc ioranr icnto. [JsLr¿tlmcnte, para esto últitro sc

ha¡ utilizaclo las rcdcs booleanas (Kaullhan, 2008). La información que pucclc oblcncrse de este tipo de

sinrulaciones se lelaciona con 1a gcnclación cle un rnodelo de va¡iablcs conholadas en el que de lnancra

tcórica se pueden altelar sus corrponentes y observar su el'ecto en una dinitrnica global. Esto puede

utilizarse como una plimcra aproxirración o incluso una hipótesis de tr-abajo cxpclirnental. Dicho de otro

modo. la sir¡ulación de rcdcs licnc un rol ilredictivo. Por otlo lado. en los casos quc no os posible obtenet

sullciellte inlon¡ación corno para construir una simulación. la sinrplc visualización en forma de red

pernrite analizar el proccso del desarrollo a una escal¿r ¡rás global quc los genes ltarticulares

(Stathopolulos ¡, Levi|e.2005). Co¡rl¡inando gran parte de estos avanccs sc han creado bases de d¡tos cn

las que se pledicen rutas metabólicas cn distintos organismos secuenciados. un ejernplo de esto es lil
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K¡,oto Enclclopcdia of Genes and Gcnornes -KEG(i- (Kanchisa )" Cioto. 2000). Cornplerncntariamellte,

también existe un portal dc WiliiPathuays.

Tr¡das estas heralnientas l bascs de datos componen una rccl abierta e interactiva a la cual

cualquier usuario puede tcncr ilcceso pala obtener o en l1'ruchos casos aglegal inlornacitin. Esla enoflne

canridad de conocimientr¡ asociado a distintos genornas y su cxpresión durante el dcsanollo petmiten

rcalizar estudios cornparativos crltre disti,ltas especics. A tlavés de ellos se pucdcn cxplot;u pate de los

procesos dc divcrsilicación que generan los divcrsos lina-jes clue componcn cl árbol de la i icl¿

6.- IIipó1csis, Obietivos v l{€levancia dc la Invcstig:rción

t.Jna aproximación natural al estudio de ancestralidad dc dos cstructuras es buscar c¡uó cs lo c¡ue se

ha dicho sobre el origen de las misrnas. Sin embargo. en este caso las hipótcsis clue se han planteado sobrc

cl origcn dc las e\trenidades en vcncbrados y artlópodos no tienen relación crllre si. Por ello se hacc

necesario cambi¡r la cstlatcgia de bitsqueda.

Considcr¡rndo las l'lenatrrientas expcrirncntales. L¡ases de datos disponiblcs ) la literatura, es

posible realizar una cornparación a nilel de la led de interaccioncs gcnéticas de anrbas estruclLuas. Si bien.

no ha) sllflciente infblrlación para reconstllrir completamente ambas redes. cs suilciente para podcr

obtenel idcas gcnerales sobre los aspcclos comunes y pafticulares dcl clcsanollo de ambas cstrlrcluras. Los

prinleros. ilustrar] corro podría haber sido una red a¡ccslr-al a ambos organismos. Esta aproximación ha

sido utilizada previamcnLc cn la corrparación dc la especificación tenlprana del endonrcsodermo de un

cr'izo de In ar, .srrrrr g.\'locenh'ot us purp¿r11r.§, )- una estrella de mar,,,l.tl¡/1r7¿l /////7/.r¿l. Org.lnisnlos con una

divelgencia cercana a los 500 millones dc años (Hintnan y Davidson.2007).

La coniparacióll entre las c\trernidades dc vc¡lebrados e inseclos sc ha hecho ptcvialttente

(Géraudie, 1995: Shubin y col.. 1997;Tabin ¡'col., 1999: Capdcvilla )'col.. 2000: Minelli, 20031 Pue)'o t

Couso.200-i: Iovine.2007), sin ernbargo. salvo el [rltirno trabajo citado sienrpre se ha considerando cor¡o

vedebrado rnodclo a un letrápodo. Asirnismo, Ia aproxintaciótr qL¡e tipicamcntc (cxcepto en l)ueyo y

Couso. 2005) se ha utilizado, cs cornpariir gcn por gen y no la red c1c inlclacciones. Dn basc a los tl.abajos
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recién citados y en corsidctación de la disponibilidad clc inlirrmación nrcnciurad¡¡ en la inttoduccirin, sc

trabajará con la siguiente lripótcsis y buscat.ánr )os objetivos tt'iencion¿tdos a continuación.

"Existc co¡tservación er la recl de interacciones génicas, irrplicadas cn cl desarrollo tclllprano:

asociada ¿r los proccsos que definen la lbnlación dc patlo¡res (dorsor'vcntlal. anteriorlposterior y

próxirrloidistal) cn los apéndiccs dc artl'ópodos (Drosophilu nelctnogrrsler) 1 veÍebrados (/J¿7r7l¿ /'¿rir). '

Objetivos.

OBJts-f IVO GENERALT Reconstruir una red génica corniln a artrópodos (D. nleldnagtt5ter) -v- r'erlebrados

(.D. rerio) asociada a la firrnación de patrones (dolso,'ventra1. anterior'lpostet ior. y /o próxino/distal) en

apéndices loconrolorcs (pata 
-y aleta).

OBJETIVOS I]SPI]CÍFICOS:

l.- Estableccr. cn base a revisión bibliográfica. los gcncs conservados err el dcsanollo de pata -'- alcta.

f.- Const¡uir )- coutpatar los gralirs clc interacción géuica conespondientes al dcsauollo de extlemidades

tle D. melanogaster y' L). rerio. A parrir de ellos. nredianlc métodos bioinli¡r'nráticos br¡scar la prcscncia

de posibles goncs conservados en anrbas cspecies.

3.- Corlrprobar expresión en apéndices de posibles gencs conservados, los cualcs cle preferencia han dc

estar ccrcanan]ente conectaclos cn la red. vale decir c¡uc interaciúen. dirccta o indilectalnertc.

-1.- Encontrar eridcncia (luncional o exprcsión dc proteína) de la actividad en la aleta pcctoral de alginr

geli conservado.

I-a reler,¡rncia de este traba.io radica en el hccho dc utilizar una ap:'oximación sistér¡ica a la

cornparación cicl clcslnollo de una cstr.uctura. Ello permite sintctizaÍ gran cantidad dc inlbrrnación a lln de

podcr cvaluarla a rnodo general. Por olra parte. la conrparacirin rlisma sertirá conto base pala el

plantcamicnto de experirrenlos. El vertebrado que se utilizará corno nrodclo será Lrn pez. Iin la rlayoria de

los trabajos encontrados. en los que se ha rcalizaclo una cornparaciól sirnilat sc ha utilizado corno nlodelo

a los tctrápodos. El obsen,¿r otros vertebrados permite valid:rr aún n1ás la conservación del trecanisrno -v
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cvidenciar sus posibles variacioncs. Notar quc la clivergencia actit'lopterigios''salcopterigios data de

aproxilliadanerrte'150 Irillones de airos (lluvinsk¡ )' col., 2000). Además. nrorfblógicaluellte ul'la aleta Y

un brazo presentar gra¡des dif'crencias. sobre todo en las regiones ntás distales (Fig..1b).
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MATBRIALES Y METODOS

l.- Trabajo Tcórico/Bioinl'ormático

l.l.- Modclos dc cstudio

Conro nrodelo .le artrópodos se eligió a la nosca, Drosophilo Dlel lolustc¡'. Ella cs, por lejos,

uno de los animalcs mat'ormente estudiados en lo quc rcspccla a genónica, gcnótica ¡' biologia dcl

desarrollo. Entlc todos strs apéndices sc cligió estudiar la pata. Esto por varias razoncs. La pritnera de ella

cs cluc coresponde a una eslluctura presente en toclos los gtupos de insectos a dilcrencia de las alas.

Adcnlás. en base a estudios sobrc el origer de los apóndices en aftrópodos. sc ha postulado que csta

colrcspondctÍa a Lllla estructura sinlilar al estado basal o grottntl stttte (Duncan,v col.. 1998).

De acLlerdo con ios intereses dc la tcsis. se eligió un pcz como tltodelo vertebtaclo. Si bien, cuatro

son las especies de pcccs más cstudiadas en biologia del desarrollo solamcnte el pez cebra. Danio rerit¡.

posee una cnontle cantidad dc trabajos ¡, heltamicntas rnoleculales estandarizadas pata su investigación.

Por csta razór iue elegido corlo modelo. Cotuo apéndice locorroLor se observarli la alcta pectoral

1.2.- Construcción de las rcdcs

' Btisquetla de in/i»'ntución

Las redcs dc inte¡acción gcnérica se conslruveron soble la basc de infbrnración ot¡tenida de la

lilclalura. Como punlo dc partida se utilizaron las revisiones más actualizadas de la inlo¡nación asociacla

al desarrollo dc la pata en Drosophilo (Couso ¡ Bishop. 1998i l(ojima.2004) y Ia aleta pecloral cn pez

cebra (Mcrcader,2007). A parril de los gencs cr]contrados en ellas se buscó inf'omración de los t¡isn'ios en

PLrbN4ed. I'ara cllo se Lltilizaron cotno palabras claves: "notubre del gen" zebrafish'd|osophila"

''pcctoral fin,'leg' .
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Ilste mótodo dc búsc¡ucdir generó progresivanrcntc rucvos genes a buscar. para los cualcs se

repitió el ntismo procedimiento. l-rna vcz realizado esto se procedió a llLrscar inl-omración sin sesgo. valc

decir en el buscador de I'ubMed se colocaron las palabras: "zebrafish, dlosophila'' pcctoral fln,rleg".

I)e los trabajos cncontrados por Ia búsqucda cn PubMcd sc clescatgaban solo aqucllos que por su

titulo ), resumen parecian rclcvantes. Conro criterios de rclevancia sc utilizó; ( l) implicancia de los gcnes

cstudiados e¡r plocesos de estal¡lcci¡nicnto de patrones y,'o tbrnración clcl primordioi'disco inraginal de

ext|elnidad. (2) plescncia dc pillrones de expresión, (3) plcscncia de descripciiin dc inleracciones

genéticas. No se considcró conlo relevante: (l) cl arlo dc la publicación o (l) la rcvisla. En total se

dcscargalon ur poco lnenos de 500 esclitos. Los trabajos f'ueron relisados dcsde los más actuales hasla

Ios más antiguos. )rllo pernrititi clue fuesen evaluados rápidamcnle aquellos publicados hacc trlts lietnpo.

Se dio plioridad a Ia infbmación dcsclita cn introducciones l discusiones.

Ader¡ás. se L¡tilizaron dos ii¡entes de infon¡acirin complcmcntatia. En el caso de l)roso¡thila sc

rcvisaron las descripciones de cicsar'¡ollo dc disco imaginal de pata ptesontcs cn cl silio rvel¡ lnteractivc Fly

(http:,11wrl rv.sdbon line.org,i flvi ainl-el¡llrg.h!1). l'ara el pez cel¡r'a. sc buscaron patt'oncs dc cxpresión

descritos en el sitio *eb Zcbrañsh Inlornatio¡ Ne¡rvolk -ZFIN-.

l-os cstadios en los que se puso énlasis al buscar Ia infbrmaci<in lucron acluellos en los clue sc da.

en términos generales. el crccit]iiento ¡, la dilerenciacion de las regiones de Ia cxtlcmiclad. l]n el caso dc

Drctsophilo. se consideró desdc l¡rva 2 intermcdia hasta Iarva 3 tardi¿r, rnicnlras que ett el pez ccbta. clcsde

las 22 hpf hasta las 96 hpf.

- Procesdntiento tle lo lnlL»'ntuciti¡t

La infotrración que se buscó se relacionaba con genes asoci¡dos al desat¡ollo dc cada

extrcr¡idad. Ponieldo especial énlasis en aqucllos implicados en pr-occsos de establcciuricnto de patroncs

¡,,io forrración cicl pr imord io,'d isco inllginal de exlrcnridad. Las preglrntas con las quc sc buscó

caractcr.izar cada gen fieron: (l) ¿,Dónde sc cxpresa'.), (2) ¿CLrándo sc crpresa?, (l) ¿Clon que otros sencs

cstablece interaccioncs I de qué tipo son? Además. toda la inli»ltasión asociada a pérdidas o ganancias tle

funcion o el rol de e 'te lcn cn oLroc org.r¡ri.mos.
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[,a rnc)or manera de siltetizar ¡oda la infor¡r¡aciórr recopilada f'ue a tr.avés dc la constlLrcciótr de

una red dc interacciones. Para esto se utilizó el programa BioTapcsh) (hltD:,'w\yN.biotapeslr).orgi)

(Longabaugh )'cols.. 200-5). Él pcrmitc la construcción. visualización y sirnulación de ledcs legulato:ias

génicas. Por otro lado. es un sofirva¡c libre )'tiene una licencia de fuerte abiena.

Biol-apestr¡,perntite ingrcsar inlonnación de intcracción binaria entre distintos clcr¡cntos. En el

cirso parlicular de I¿rs redes construidas estos elementos corrcspondcn principallnente a gcncs, sin ctnbargo

talnbién se han incluido algunas otras moléculas relevantcs (Plotcoglicanos de heparatr sulfatos. IISPC. o

ácido retinóico. RA). Sin enrbargo, por sirnplicidad c1e ac¡uí en adelante se hal¡lar'h dc manera general de

''genes" al referilsc a los componentes de la red 1 cuando sca nccesario se harli explícila la salvedad. Otra

i'acilidad del prografi]a es clue perrnilc distingui[ distintas regiones en Ias quc sucede la expresitin génica

junto con rcalizar una aninración que lnuestre la dinánrica telrpolal el1 la que se van exprcsanrlo los genes

), tienen lugar las inlcracciones. Ader'lrás. posee opcioncs dc birsquccla qtte pernr iten erlcorltrar r'alpidarncnte

un dctc¡minado gen. sus genes objetivos o los gcncs que tienen efécto sobre il. Por oL¡¡ lado, está

discñado para c¡ue la infomación pueda sct rrodillcada con total lacilidad. Esto es rnuy bencllcioso al

molncnto dc gcneral una red asociada a un icní¡ncno quc airn sc cstá estudi¿rnc1o. por lo que muchas cosas

pucden cambiar. agregarse o elir¡inarse-

) Orguni:tcíón t!¿ lu i¡¡lt»t¡tuciti¡t

l'ara la construcción dc las lcdes se utilizaron cieftos critelios gencralcs cluc serán descritos a

continuación;

a) Solo se incluyeron en la red gcncs que tengan interacciones con olros qcncs.

b) Solo sc consideraron aquellas intcracciones que estén Lrien docllmcnt¡das 1' ha,r'an sido

descritas,ldiscutidas pol Ios autores de aIgún tlabajo En ningiln caso se supuso o concluló la

existencie de una intcr'¡cción sobre ia base de reevaluación de la cvidcncia enci¡ntrada en los

trabajos revisados.

I-as interacciones sc clasiflcaron en 'inhihiciones" o activacioncs .

[,as interacciones son di]cctas soble cada gen, vale decir no se agruparoll cn ptocesos. Por

ejernplo. si cinco protcínas cslán irnplicadas en Ia lo¡ruirción dc un comple-io cle ptoteólisis que

c)

d)
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llcva a1 clivaje de otÍa proteina ¡' con ello sL¡ inactivación. en I¡r tsd se señala quc las cinco

proteinas eslén inhibiendo a arluella que sufre Ia protcólisis (Fig. 7a).

Cuando se encontró información conttadictoria o incolllplcta sc privilegió aqucllo que ha),a sido

publicaclo nliis recientementc. Por e.ienrplo. si en l!)91 se describió c¡ue el gen X activa al gen Y:

! luego en 2006 se describe que el gen X inhibe al gerl Z cllrc cs irn inhilridor del gen Y. Se

inclu¡,e en la red ac¡uello desctito en ei año 2006 (FiS.7b).

Cuando un gen tenga expresión en rnás de una región. se indicó su prescnci.r \ sus rt:snccli!.is

interacciones en todas ias rcgioncs cn las cluc csta descrito. Para clcctos dc rcptescnlación, las

intcraccioncs sicmprc sc dibujaron con gcncs quc cs1én cn la misma rcgión o bicn cn la

adyaccrltc. Ilsto sc cxplicar'1i a travós dc algunos clc ejcnrplos.

Ejerrplo l: Se tienen 2 regioDes (Rl ! Rl). Se sabe qlle el gen X activa al gen Y;y anrbos genes

sc c\prcsan cn arnbas lcgioncs. Esta situación se rcplcscntaría con la activación del X sobre el

gen Y tanto cn I{l colno cn It2 (Fig. 7c).

Ejemplo 2: Se tienen I regiones (Rl y R2). Se sabe qrre el qen X activa al gen Y: el gen X se

cxpr.csa cn Rl ), R2 mientras que el gen Y lo hace solo en Ill. Esta situación se representaria con

la activación dcl X sobre el gen Y solo en Rl (I]ig. 7d).

I:ijerrplo 3: Se tienen 2 regioncs (Rl ¡ R2). Sc sabe que cl gen X activa al gen Y, el gen X se

c\prcsa cn R1 ) el gen Y en R2. Esta situación se representaria con la activación ilcl X (plesenle

cn R 1 ) sobre cl gcn Y (presente en R2) (Fig. 7e).

Adcrnás, sc torraron una serie de co:rsiclclaciones particulares asociadas a la constlucción

parlicular de la red de Drosopltilo ¡ el pcz ccbra. En prirrer luglu. respecto a la rccl corrcspondiente a la

pata de l)'osopltiltt se incluyeton una serie de senes cu)a cxprcsirin no sc ha lcportado explicitarnente en

el disco imaginal de pata. Sin enrbargo. por encontrarse involucraclos en vÍas dc scñalización canónicas

rcsulla mu.v probable que los misrnos se cncucnlrcn preser)tes. El interés principal dc incluillos se

relaciona con gcncrar una red lo mlis completa posiblc. 1'a quc ella se utilizarii posteliornrentc para

planificar experimentos (detalles descritos más adelante). Estos genes están cscritos con letrns ma),úsculas

e)
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) sLrs liempos ) sitios de expresión han sido copiados de aquellos gcncs con los quc irlrcracrúan. Irslo s0

hizo para poder incluirlos cn Ia rccl.

Los genes se asignaron en 16 regiones seg(rn su territolio de expresión: I)ofsal. Central, 
^nterior,

I)osterior. Ventral. Cr (coxa),'ll (trocánter). Ire (fémur).'l i(til¡ia). lal (tarso l). 1a2.-l'a3,'t'a4,'l'a5,

Ta-iiPr (tarso -5,,pIetarso) y Pr' (pretarso). Las pr'ürc:as cinco hacen alusión a regiones dcntlo del disco

imaginal, nientras qL¡e las otras lL se relleren a segrnenlos de la pata iidulta. Notar clue en el disco

irnaginal cstos scgnrentos tiencn reprcsentación de discos concéntlicos en los ctrales los r¡ás centrales

lcndraln una ut¡icación distal y los urás periféricos una proximal. I)ara electos de representación, en Ias

primeras cinco regiones se incluyeron aquellos genes que tienen expresión transvefsal a todos Ios

segmentos. pero fbcalizada en una región del disco. En tanlo, cn las regioncs quc sc corrcsponden con los

scgrllcnlos dc la pata aduha se dcstinalon a los genes que tiener'] expresió| en aquellos anillos

concónlricos. con expresión en todas (l)orsal. Central, Anterior, Posterio[. Vcnt]al) las tegiones del disco.

Los ticrlrpos c1c cxplcsi(rn sigucn las dcscripcioncs dc la litclatura. Iln el caso dc cluc su crprcsiirn

fuese descrita en la "larva 3" se consideró el peliodo completo. En cambio. si se especificaba en una

unidad rnenor de tiernpo esto era Io c¡uc sc considcraba. Conro ticnrpo dc inicio pala larva I se

consideraron las 48 hrs AIil,; el corrienzo de la lawa 3 colrcsponde con las 72 hrs AEL: la larva i

internredia a las 96 hrs Alil-; y el ñna1 rlc la larva i son las I20 hrs,A,EL (Clouso y Bislrop, 1998).

Ilcspecto a la red correspondiente a la alcta pcctotal dc pcz ccbra, para asignar los lugares de

expresióu, los genes se asignaron cn li fegiones de¡'ion¡inadas: MS (trcsodcrnro sonlilico). Ml

(rresoclernro intcirucdio), PLM (placa lateral del nrcsodcrrno). Alcta antelior. Aleta, Aleta posterior, mcs.

(rncsodci'fio), mcs. anterior. nes. poslelior', AER (,apictrl eLtoLlu't¡tul ¡l¿{qe). AUIt dorsal, AER ventral !'

AERposlerior.Losgenesubicadosenlalcgión'alcta'correspondenaaquellosgenescu\acxprcsiónes

comparlida cntlc la zona mesodermal y ectodcrmal dc la misrra. o bien. no está clesclilo cn dctallc. Dcl

misllo tnodo. aqucllos genes cu"va expresiól se cncucntre desclita para toda la aleta o toclo cl r¡csr¡derma

o todo el AER se ollicarán en las regioncs denominadas 'alela". 'mes." o "AER". rcspcclivarnente. Hay

casos er Ios que se ha doculnentado polarización de la expresión. Por cllo c\istcn algunos ttbicaclos en

regiones anteriores. postetiotcs, dolsales o ventrales de las ttcs rcgiones antes rrencionadas.



27

(2006) o
_I----:_l

¡'igure 7: trustrrcion€s de lss R€gl¡s Básicas utilizadas para construir lrs redes. Para mayores
explicaci ones ver el torto.

Los tiempos de expresión correspondan al mngo temporal más amplio que puede obtenerse al

comparar los registros encontrados effre las in sif¿rs presentes en üversas publicaciones y los rangos

temporales descritos en ZFIN. Por ejemplg si en una publicación muesaan presencia del gen X a las 36

hpfy en ZFIN se señala que ru expresión desde el estadío de High-Pec {comíerua a las 42 hpfl hasta el

estadio de Long-Pec (comienza a tas 42 hpf y termina a las 60 hpf); en la red el gen X aparecerá acüvo

desde las 36 hpf hasta las 60 hpf. No obstanle, lo más frecuente es que lo encontrado en las publicaciones

se encueritre dentro del rango de lo reportado en ZFIN.
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Esta dctemrinación, se basa en el hecho de que en ZFIN los ticmpos dc cxplcsión cstán descritos

eD base a estadios fl-ios. De esta manera si se ha report¿rdo la expresiirn dc un gcn cn algirD momcnlo

dentro dc la vcnlana tcmporal dc dicho estadÍo se leportará conro si sc c\prcsara cn todo ese licmpo. Algo

sinrilar ocurre con la forma de describir. los tieurpos de erpresión en Droso¡thilLr.

Al efectuar Ia anir¡ación de ar¡b¿rs redes es necesario generar dos archivos de texto (*.txt) con el

lbrmato indicado para BioTapcsh-)'. [jno dc cstos archivos contiene la inlbnnaciri¡ del mornento ¡, lugar

en el cual cadii gel se e\presa y el otlo, cl nlolrcnto cn el c¡ue cada intelacción se activa. Estos archivos

son posteriormente irlportados al alchivo dondc se generó la red originalrnente (*.btp).

ConlplcrncDlariarncDte se adjuntaror) irrágenes de hib[idaciones i¡l sl¡¡l o innrunohistoquínricas. obtenidas

dc la Iitcratura. en las que se r¡uestra la expresión de algunos clc los gcncs r-cspcclivos a ese nromento de

desarrollo.

LJ,- I'rimer nivel de comparaciór dc las rcdcs dc intcracciones: liter¿rtura

Una vez construidas las redes en L¡ase a datos dc litclalura se procediri a compararlas. La

comparación correspondió a evidenciar la presencia de pares de oltólogos implicados en el dcsarrollo de la

exüenridad tanfo de Drosophila col'r'ro pez cebra. En esta princra conlparación básicanrclltc se sintetizó

infbrnración obtenida de la literatura.

1.4.- Segundo nir cl dc compitración de las redes de i¡rteracciones: BLAS'I' bidircccional

lJna cornparaciirn solanlcntc Icalizada a nivel de los datos enconlrados en Ia liielatura tiene

sesgos. El primero de ellos se lelacir¡na a qL¡c cstá resfingido solo a aquello que otros investigadores ya

hayan realizado. El segundo corresponde a qirc dcDtlo dc todo Io quc sc ha hccho existe la real posibilidad

de cluc gran cantidad de inlomación no sea encontrada al momcnto dc haccr la revisión. De esta manera,

la información con la que se constr-u¡en las redes cs probablcrrcnLc nrcnor quc la total disponible.

I-a manera con la que se buscó supcrar cl scgundo scsgo lirc realizar un análisis I¡ir¡infornrático.

Este consistió en un BLAST bidilcccional. En cste r1'rétodo se realizan dos BLAST. En el prinreto sc

buscan los posilrles or1ólogos de una secuencia aminoacídica cn cl protcorna dcl otro organisnro. Una vez

que se encuentra un(os) candidato¡,.r\) s( tornan csta(rs) s('cucneils.v se Iiace un BLAST contla el
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prolcorna del or!.:arismo original. En el caso de que se encuentre nuevar¡cntc la protcína inicial sc puccle

dccir quc se ha encontrado un posiblc ofiólogo. Sc indica cono posiblc. dcbido a que se ha encontrado que

no siempre el rnejor alinearniento cor'lespondc a la protcína pcrtcnccicntc al organisrno fllo-gcnóticanlcntc

más cclcano (Koski ¡ Golding,2001).

Debido a que l)ro,sophila ha sido históricamente más estudiada quc cl pcz ccbra se asuntirá clue

su red está rrás cornplela. Asi todos aquellos gcncs quc no sc han cncontlado corno conserrados a parlil

dc los datos de literatura pueden encontrarse en alguna de las siguicntcs condicioncs: ( l) et¡ctivamenie no

estén colrservados. (2) cstón conservados) pero no ha sido descritos o (3) cstéu conscLvaclos v descritos

curo tales. pelo no t¡eron cncontrado co la rcvisi(¡n. Por Io tanto. ¿r modo de reducir la posibilidad dc no

detectar genes consetvados pol vacÍos cn la búscluecla y bLrscar posibles genes conservados no dcscritos. sc

realizó un Bl-AS1- bidircccional con todos aquellos genes de Drctsophilo que no sc cncontraron

conservados en cl dcsa¡¡ollo dc la aleta pectoral de pez cebra. Los nonlbrcs y los lcspociivos c<idigos de

los mismos se encuenúan en la 'l'abla 1. Nolar quc cn nruchos casos aparecen nrás de r¡na posible proteina

(PA, PU, PC. etc.), Io cual es ptoducto de proccsamicntos alicrnativos, sin ernbargo en varias ocasiones

cslo solo cs lesultaclo del proceso de anotación ),no son e\pcrilncntallncntc v¿ilidos. Para cl Ill-AST

bidireccional se descalgó las bascs de datos de los proteonras de Drosophiln (actullización -5.8) 1 pcz

ccbra (Danio rerio.Zv8.54) desde los si¡ios ttp de FlyBase,v linscmbl. r.spcrtirarncntc.

Se consideraron 3 parámetros entreg¿rdos por el prograrra para evaluar los alineanientos: 9á

Identidad, ValoI E y BitScorc. Adiciona|rcnte. sc calculó cl porccrltajc dc cobcrlura (Ec. 1). Donde la

secuencia r1rrcn,correspondió a la secuencia de Drosophila.

96Cobertura: largode alinearnientoI largo secuencia "./r/c/ r," * 100 (Ec. 1)

En este caso parlicular. lo primelo que se hizo fie hacer un llt,As I de todas las secuencias de

l)ros¡.¡pltilu indicadas en la l-al¡la L A llarlir de los datos parseados se generó un archivo Lxcel con los

rncjorcs alincarricntos (valorcs más altos dc % Identidad.9ó Cobeltural Bitscore; ),rnás baios de Valor

E) de las secuencias de l)rosopltilu.l-uego. utilizando los nrisnros critcrios solr¡ sc sclcccir)nan los rrc-jo:-cs

alincaDrientos cle cacla caso.
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Tabla 1: Genes a buscar en pez cebra

Norrbrc dcl qen Número de acceso en Flr,Base
dnn-PC FBpp0089033
arnt-l'E FBpp0089031
arr-PA FBpp008682l

btd Fl3pp0{)713 l4
IrBpp02lttt4Tl

CI'OI-PB F8pp0079846
FBpp0075ut88
FBpr¡0078314

dpn- PA FBpp0087879
dr-P) FBpp0084807

F8pp007331 I
ds-PA F8pp0077708

EG FR-PA FBpp0071 570
elll F8pp0080208

fas 3 F8pp0080604

/¡ FBen0000658
/'.2 P.,1 Illpp007'1796
Grn-P,l F8pp008130,1
klu P,.1 trBpp0075976

F8pp0077302
FBpp00802I 5

IrIlpp00772.l6
FBpp008 8224
FBrrpo088656
F8pp0086446
FBpp00B2436
FBpp0072578
F8pp0072574
F8pp0087909

.s.qg-P.l FBpp0070450
SPs- PA FBpp0070450

ftlpp0033:13.1
Sn¡o- PA F8pp0077788

spit. FBen0ll0567l
S/r.,-PB F8pp0073005

Fflppoo8 1,181

Ib-PC FBpp0078721
Ii llr¡r¡0072,166

Ít h l'B Irllpp0l 10175

trh- PC Illr¡r¡01 I l75l
tfv-PA F8pp0086624

ubx F8pp0082795
vn-PA FBpp0076790

w nl5- P,4 FIlpp007.1i9,1
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En parralelo se realizó el segundo BLAS'I'. aqui se alincaron todas Ias sccucncias dc pcz ccbra

conlra lod¡s las de Droso¡tltiltt- Esto hizo que los ¡lineamientos del segundo IlLASl no tengan sesgo.

Co¡ro rcsullado rJc cslc proccdimicnto sc gcncr'ó un archivo quc pucdc scl abiclto por un prograrni¡

procesador de texto (por e.jemplo, Word). Aqui se buscó con que alinearon las secuencias de pez cebra

presentes en los mejores alineamientos del prmcr BLAST.

Por e¡ror. algunos gcncs dc pcz ccbla no sc incluvcron en este segundo BI-AST. Pt¡r ello se tuvo

que realizar eslc proccdinricnto dc r¡ancra on-linc utilizando el l»¿¡rrsc¡ de Enserrl¡1. Los genes analizados

de esta n'ra¡cla l'ueron: 1»d, d, tlis¡t, cl.sh, elll, /hs 3. /j, rho, spit:¡,ubl;.

En ac¡uellos casos en los que se encontró coincidcncia con las sccucncias t\c DrosophiLt, se

obtuvo cor¡ro lcsultado clue dicha pareja de secuencias corresponderian a posiblcs or1ólogos. Ill trabajo de

buscar las coincidel'rcias ¡'evaluar cualcs cran los mejores alinearnientos en base a los parárretlos

rnencionados se hizo de lorma rnanual-

Sobre la ['¡ase de las parcias dc ortólogos encontlados. se repitió el proccclir']riento clc la búsqucda

bibliográfica para Ios respcctivos gcncs cn pez cebra. Con esta nueva info¡nación las parejas de ortólogos

encontrados se clasiñcaron ert 2 grllpos. Uno cc»r'espondía a gcncs cfcctivarncrltc conscrvados con

firnciones descritas en cl dcsarrollo dc las cxtrcrrricladcs dc anrbos organisnros Y el otro agrupaba a genes

que tienen una función en el desarrollo de la pata de Drosophilo. cstán cn cl plotconra dcl pcz ccbla, pclo

no se ercontró inlormación soble su rol en la lbnración de la aleta pectoral. El prirncr glupo dc gcncs lirc

incorpolado a la rccl clc pez ccbra v Ia consclvacla. Mientras que cl segundo gnrpo de gcncs pasó a

confonnar la lista de potenciales candidatos a buscar en la aleta pectoral del pez cebra.

1.5.- Co¡rstrucciór de ¡¿r red de interaccioDcs génicas corrscrvadas

I-a construcción de la red de interacciones gónicas conservadas busca cLrnrplir con 2 objetivos:

resunrir aquellos genes ) sus interacciones que se encuentlan conselvados en el cles¡nollo r1c cxtlcmidadcs

de arnbos organismos ) utilizarla como una herlan¡icnta para planilicar cxpcrinrcntos asociaclos a la

birsqueda de potenciales genes conservados.



32

La red dc interaccioncs conservadas posee 2 clascs de gencs. En prirlcr lugal, estiln aqucllos c¡ue

efcctivalnenle están collselvados junto col'r sr¡s respectivas inlcracciones. I--n scgun,:1o [rqar. se han

incluido todos aquellos gencs que rnecliante la búsqueda bioinfbrmática se han encontraclo cn cl proteonta

de pez cebra. pero no se sabc si se expresan cn la aleta pectoral (se indican entre signos de interrogaci(rn).

Por lo taltto, todos los genes incluidos colresponden ¿r Lrn subconjLrnto de aqucllos descritos en el

desarrollo de la pata dc Drosophi/ct. Aplovechando csta condición se incluyeron to.las las i¡lteracciones

posibles dcsclitas en la red de Dt'oxtphih.llsto con el fln dc encontrar posiblcs intcraccioDes de Ios !:enes

candidatos con genes efectivame¡tc conser-vaclos. Ello sirvc conlo un argulnellto pala [clbrzar la

suposiciór'r de su plcscncia en la aleta de pez cebta.

1.6.- Análisis cuantitatiYo dc l¡s rcdcs de interacció» génica

Para efectos dc análisis se consideraron ltes rcdcs: (1) pata de Drosopltila ('Mosca Corrpleta").

(2) pata dc Drosophila. sin incluir aqucllos gcnes cuya expresión r'ro cstá dcnrostrada. pero participan en

vias de scñaliTación canónicas ("Mosca''). (l) alcta pectoral de pez cebra ('Pcz'). La seguncla red se

incluve dc mancra de pocler cuantificar el electo cn los par'árnctros globales de la red de haber inc[¡ido

athitrariar¡ente algrrnos genes. A su r,cz. cada red fle subdividida en otras tlcs rcdes; (l) sólo con

intcracciones de activación ("activación"). (2) sólo con interacciones de inhibición ("inhibición") y (3) con

todas Ias intcl acciorlcs sin distincióD de ¿rctivaciones o irrhi['riciones ( 'intcraccioncs").

La lr¿incla con la quc sc trabajaron cslos datos es conviftiendo las redes dibu.jadas en Ilio Iapestry

en matrices de interacción en térninos de "0" ¡,"1". Ellas corresponden a Llna tabla de doble entrada. en Ia

cual cada linca Icplcscnta un gcn y las columnas aqucilos gcncs soblc los quc ticnc (cn csc caso sc coloca

un " 1") o no (er1 ese caso se coloca un "0'') ef'ccto. Asi al vel una lila se encllentlan con Lrn nún1cl-o "1"

todos los gcncs sobrc los quc tictle cfecto el gen correspondicntc a csa fila: y al ver !¡ni] colunr a se

cncucntran con un númcro "l" todos los genes que tie¡'len efecto sobre gcn corrcspondiente a esa colLlInna.

Esta rcprcscntación pcrmitc al sumal todos los nirmeros de una flla olltenel el núrmero de genes sobre los

clue tiene eiecto el gen correspondiente a esa fila, dicho de otro modo, el n[rn]cto dc las salidas -OtjT- dc

cse gcn. Micnttas cluc al sunrar todos los núnreros de una columna sc oblienc el númcl-o de genes c¡ue

tienen etecto sobre el gen coüespondicnte a esa cohlmna, dicho de otr-o r¡odo. el núme¡o dc las entradas -
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lN- dc csc gcn. Dado quc cada red se separó en dos matrices, una de inhibición y otla dc activación. csta

infbnnación puede obtenerse por separado.

A partir de estas matrices se obtendrán descriptores básicos de Ia red como: nirmero de nodos (n),

número de interacciones observadas, intcraccioncs máxirnas posiblcs (rrr). la concctancia dc la rcd

(lnterilcciones observadas,'lnteraccioncs má\imas posiblcs) -v cl promedio de interacciotres por nodo.

Adenrás, con toda csta inlo¡nación se buscará si el hisbgrarna de fr-ccucncias ¿rcumuladas de los

grados (núurelo de interacciones del nodo) dc los nodos de las nueve matrices dc intcracción geneladas

tiende al con'iportalniento de una red de cscala Iibrc. Esto significa qLle posee pocos nodos aitan'iente

conectados ¡,muchos con pocas conexiones. A rnoclo general cn estc tipo dc rccles Ia probabilidad de clue

un nodo tenga ¿/ vecinos (interaccioncs), P(r1), cs directanrer]te proporcional al núr¡ero dc vccinos d

elevado a y, donde I es un valor ilatticular pala cada rcd. Dcscrito en lornra cle relación dc

proporcionalidacl: l'j(tt) u [1 (Barabási ¡ Albcrt, 1999r revisado por Wagner. 2003). Ello cxplica que

dichos gráflcos tengan la fbnra de exponcncialcs nru¡'pronunciadas.

[J]ra lolrna dc comprobar esta condición es el obtener una regresi(rn lineal al haccr un gráfico de

doblc Iogaritrno dc la hccuencia acumulada estand¡rizada versus el grado. En eslc caso para cada tnalriz

se puedcn obtenel dos grállcos. Uoo correspondiente a las cDtradas -lN-. cs rlccir'. solo considerartdo Ias

interacciones que llegan a los ni¡dos. Micntras qlle el otro corresponde a las salirlas -OLIT-, es decir, solo

considerando las intcracciones que salen de los nodos. Notar'(luc pal¿r un rTlislrlo nún¡ero de intcraccioncs.

la fbrnra en la clue se distlibu¡cn las frecuencias de grados en los lN y C)UT no es necesariamente igual.

Pot lo tanlo, fiualn'lente se tendrán dieciocho gtálicos. hstos resultados sc analizar'án a un nivel descriptivo

utilizanclo cor¡lo caracterizadr¡r de cada uno el coet'iciente cle corclación (Rr). ,\l mornenlo cie dibtrjar la

líne¡ de tendencia no sc cxigirá que la misnra pasc por el origen.

listc proccditnicnto se lealizará Ílnicamentc con cl interés de ol¡servar la existcncia dc alguüa

tendencia. Esto debido a que parll podcr dctenr]inar etectivarnente si la red sc cornpolla como una red de

escala lil¡re, es lecesario tenel nodos cnyos grados varien por lo menos cn lrcs órdenes de nagnitud. I'or

ejerrplo, nodos con 10. I00 )- 1000 interacciones. Dado quc cn las rcdcs cstudiadas, ¡ lo r11iis. sc logrará
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cL¡bril un ordcr de rnagninid solo se puede hablar de una "tcndcncia a una distril¡Lrción segirn una lev de

pofencia Q)o\tcr-ldrr)". La reievancia biológica de este conlpo¡lamicnto si protundizará lrn la discr¡sión.

Para explicar mcjor cl proccdiniento sc rrucstra trn c'jcmplo en la Figura 8. Suponer que Lrra led

orisinal va fuc scparada cn acli!¿rcioncs e inhibiciones. En la Fig. ¡ia sc rtlueslr'a la red de activaciones.

rnienlras que la f ig. 8b con'esponde a sL¡ respectiva matriz de interacciones. La conectividad de salidas

(OUT) de cada gen se obtiene al sumar los tórminos de La ñla respectivos al gen. A cllo coltcspondc la

columna "C. OU'f" (Graclos OUT). En tanto para oLrtener la coneclividacl dc las c¡rtrad¡s (lN) se suman

los términos de la columna conespondicntc a cada gcn. A ello corresponde Ia frla 'G. lN (Glados IN).

Notar que la suma total de los "Crado IN" y 'Grado OtJ'l'" es igual Y corresponde al total dc intclacciones

de la red. en cste caso 12. En la Fig. 8c 1 lig. 8d se i:raflca un histograrna dc la distribución de f'recuencias

acr¡nruladas OLIT e IN; respectivamentc (cstos gráñcos no se rnuestran en )a tesis). Micntras que las lig.

8e ¡ liig. 8l corcspondcn a los gráñcos del logaritrno de la liecr¡encia acLurul¡da cstandarizada versus

logarihno del grado. La estandarizació¡r se liace respecto al total de nodos, cn esle caso 7.

Para los gráficos generados a pa ir de las matrices en las que no sc hace distinción ent|e

inhibiciones y activacioncs (gr'áñco de IN y O[JT) dc Mosca ¡'Mosca Corrpleta sc hizo un análisis extra.

Este correspondió a un análisis de covarianza para ct»rparar la hotrogeneidad de las pcndicnlcs. Para esto

se trabajri con cl programa SI'ATISTICAG) 6.0 y se ocupó la colreccióll de Bonf'erroni. Ll objctivo de esto

cs cnconltar si existe alguna dil'crencia entre las pcndicnles en los grtificos quc solo considerall cntradas o

salidas.

2.- Trabaio Erpe rimental

2.1.- Prcparación dc sondrrs dc RNA para hibridación i/r §i/r

El procedillrienlo para obtener las sondas anti-scDtido p¡r¡ ef¡cluaI las hibridaciones lr¡ ¡//,

conlienza con la obtención de los clones. lrllos se utilizaron para lr-anslornar b¡clct-ias nredianle

electrol'toracirin o shock térnrico. A partir de estas colonias se creció un inóculo. desdc cl cual se purilicó

e1 plasmidio a tr-avés de una nrini-prep. En cl caso de enconlrarsc I)NA se procedia a linealizal (toda la
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noche) para confirmar la presencia del plasmidio deseado. En 1a Tabla 2 se indican las enzimas de

restricción con las que se linearizó. Todas las enzimas y polimerasas son marca Fermentas. Una vez

corroborada la presencia del plasmidio se hizo una maxi-prep. Pa¡a ve¡ifica¡ la presencia cle bandas

siempre se utilizaron geles de agarosa al 10¿. Las diferentes so¡das de RNA ariti-sentido se prepararon. a

paj'tir de ciones referenciados en la Tabla 2.

G.tN 1 X 2 2 ? r 2

b

Figura E: Explicación de ta eonstrucción de gráIieos. (a) Red de acüvaciones. (b) Matriz de

activaoiones. La columna "G.OUT" muestra la suma de las respectivas frlas y la fila "G. Il'1", la suma de

las respectivas columnas. Dichos valores representar la conectividad de cada nodo. Los figuras (c) y (d)
muesaa¡ un histograma de frecuencias acumuledas de la distribución de grados de las salidas (OUT) y
entr&d¿s (IN), respectivamente. Las figuras (e) y (f) oonesponden a los gráficos del logaritrno de la
frecuenoia acumulada estatdarizada versus el logaritmo del grado de las salidas (OUT) y entradas (IN).
respectivamente.
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Tabla 2: Clones utilizados y sus respectivas enzimas de restricción y RNA polimerasas

Gen Enzima de restricción RNA polimerasa Ilclircnc ia

Ecol{ I SP6 (l(cllr v col., 1995)

Hindlll T'7 (Nagaso v col.- 1999)

uclrllb HindlII T1 (Nasaso \, col.. 1999)
licol{ I T7 (Nikaido v col.. 1999)

./:8 a BamHl T7 (l(im v coI..2002)
alkS Hindlll T7 Clonado por I(cith A.

Mirroti
*Las sondas de tlarhll. I y Barhll.l l'ucron prestad¿is por Ilosario Villcgas.

l,uego, el DNA sc puriñcó mediante extlacci(in 1'enólica para clinrina: las proteinas

contaminalttcs. A continuación se rcalizó la transcripción in ¡'itro de la sonda de l{NA marcada con

digoxigenina a partil de aprorinradanrente l¡Lg de DNA linearizado (la conccnttaci<in se midió en un

NanoPhotomer IMPI-Er,N), 10 ¡l de tampón de traoscripción l0x, 2 fLl de IiNAsin (Pr.o¡ncga) ¡,5 ¡rl dc la

RNA polirrc:asa T7 ó SP6 correspondicntc (|ennentas). dependicndo del prontotor que posce cl clon, 10

[l de NTPs 2,5 nrM inclu¡,endo el UTP dig-marcado y se colrplcló con LIlO sin nrLcleasas hasta 50 ¡Ll. La

mezcla sc incubó durante i horas a 37'C.

Para clinrinar el tentplado, se agregó 5 fLl de DN^sa (l,r-omega) durantc 5 minubs \ se incubó a

37'C. Sc deternrinti rllediante Ia clcctloforcsis en gel de agarosa 1?i, 1a plcscncia dcl IINA con el obietivo

de es¡inrar semi-cLrantitativarnente la concentració¡ a utilizar dulantc cl proceso de hidridación í¡.sl¡¡i.

LLrego, sc precipitó el IINA en una nlezcla con 2 lrl d. EDT^ 0.5M, 2 ¡tl dc LiCil l0M ¡ 200 ul de etanol

100%. llsto se incubó toda la nochc a -.1"C. Al otro dia se centrifugó 20 minutos a 14.000 rynr. Sc elirninó

el sobrenad¿inte v cl precipitado se lavó con etanol 709/o. l.Lrego. se centrifugó por l0 Drinutos a 1.1.000

lpnr. El sobrenadanle f'Lrc dcsc¿irlado v finalmcnte se resuspendió el I{NA en 500 ¡tl de larup¿)n de

hibridación ¡/7 r//, (Fonlamida 509/0: 25 rnl: SSC 5x: 12.5 ml de SSC 20x; Heparina 50 ¡ru1ml: 50 ¡ dc

Heparina50 nrg,'nrl; T$,ccn 0.19;: 50 ul: Acrrl,¡ crtrrco pH ó lNl:JbU¡rl deAc.CÍtrico lN4: complcrar con

agua sirl nLrclcas¡s hasta 50 nrl) para ser utilizado o gualdado a 20 'C. [JsuahDcnlc. salvo se explicite lo

coütrario. se tr-abajó con la sonda a una conccntración 2\.
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2.2.- llibridación ri¡ rlrz

Los effbriones fi¡eron dcscorionados rnanL¡¿llmentc -v sc fiiaron en los estadios dc 24 hpl. 18 hpf

y 72 hpfen Pl'A al 49lo en PBS durantc 3 horas. [.uego, se hicicron ] lavados de 5 lninutos en I)llS con

Irteen (l']BST) \' postcriornrcnte uno de 10 nlinutos cn mctanol 100%r. Finallnente. se grrallan er lrctaltol

100% a -20"C al menos I hota (los emL¡riones se pueden airnacenar cn csta etapa a 20"C hasta 6 meses).

Los etnblioncs se rehidratan con lavados dc 5 rninutos con las siguientes solucioncs: ntctanol

75% en PBST. r¡ctanol 509i en PBST ) nletanol 25yo en l)llS I'. Postel iol.nlcnte. se hacen 2 laYados de 5

l't'tinulos .11 PBS'l-. Con el objctivo cle elirninar los pigmentos. cn algunos experirnentos. se [ealizó cl

blanqLtcamicnto cle los enrbriones con nrás de 2.1 hpl con una solución qL¡e conlicnc 5.95 rnl dc a3ua

destiiada.0.25 url de SSC 20x,0.5 rnl de fornramida y 3,3 nrl de peróxido de hidrógeno al 30%,. Los

embriones se incubaron en esta solución aproxirDadarnerte l0 n'iinLrtos crpLlcslos ¿r un tubo de luz

iluorcscente. la cual permitc Lrna reacción de oxidación de Ios ¡rigrucntos por parte clel peróxiclo de

hidr'ógcno. Finalnrcnte, se realizarou tres lavados con PBST dLrrantc 5 r¡inutos cada uno. Otra lollra de

conseguir Ia clinrinaci(rn cle pi:mentos tue mantenieudo los ernbrioncs cn r¡cdio Ei con PTU después de

las 2.1 hpl l'ala perrneabilizar los cnrbrioncs sc rcaliza una digestión con proteinasa l( (stocl(: 10 mg,rnl).

I-os ticrnpos y concentraciones de incul¡ación varian segúrn cl cstadio. Ellos son indicados en la'l'abla l.

'I¿tbla 3: CoDccnt¡-:rciones v ticmpos tle incub:rción con Protcinasa K dc¡rcrrdicrrdo del ticmpo tle
dcsarrollo

Tie rnpo dc dcsarrollo
(hpr)

Conccntración dc Prot. I(
(¡rg/ml)

Ticrupo dc incubación
(rnin)

21 I 5

,18 1,5 )

72 2 10

lJna vcz tcn¡inada la incubación se hace un lavado de i minl¡tos con I'lls'l'y se ptocede a lijar'

incubando 20 minL¡tos en PFA al .1% en l'BS. Para cluitar el fijador se realizau i laYados de 5 rninutos corl

PBST. A conti¡ruaciiiu los c¡¡rbrioncs sc incubaron con lalnpón dc hibriclación a 65oC durante 30 nrinutos

! lucgo de hacer un recarrbio de la solución, se incubó toda Ia noche a 6-5'C con las sondas an¡i-sentido.

Estas fllerou previalnente desnaturadas durante l0 nlinulos a 65"C.
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I'ara cl Iavado de las sondas se hicielon incubacioncs dc l0 rninutos a 65'C. cn fornlalnida,rSSC

2x al15yo. lirrranricla,/SSC 2x al 509/0. foflnamida/SSC 2x al :5%. SSC 2x y ñnalrrcnrc 2 r,eces duranre

i0 minLltos en SSC 0.2x. Lue9o, se hace urt Iavado de 5 rninutos cn t'llS L Con cl objetiro rle [rlorlucat los

sitios incspecÍficos los emtrriones se incubaron a tcmperatura alnbicnlc por.l horas en i\,1A B+BML:l-LS,

soluciür bloqueallte de sitios inespecíficos. En palalelo ocupando la lnisma solución se in0uba. pol. cl

mismo tiernpo y tempcratura! el ¿rDlicucrpo anti-digoxigcnina (dilución l:2000). l,ara Iuego incubirr los

embriones du¡ante toda la nochc a 4"C colt el anlicuerpo anti digoxigenina. El Iavado del anticuerpo sc

rcaliz(r con 5 lavacjos de 20 ntinutos en I)llST v 3 veces dLlrantc 5 lninutos cada una en tantpór] Ap.

I"inalmente, la tinción de los etnbrioncs se lleló a cabo con el sustrato dc la fbsfatasa alcalina NIl lr'BCIP

en t¡scu¡ idad v dL¡rantc el tietrpo neccsurio p.rrl quc apuleciera rnarcu sobre nrarc¡ dc londo.

¡ PalticLrl¡riclades:

i Sondas l¡¿r¡-il/. 1 (bdrhl) y harhl I .2 (óray'r3): corcsponden a sondas varias veccs utilizadas por lo quc se

encucntran diluidas respecto a su concentración oririnal (2x).

- Sonda ¿¡lÁ8: Sc utilizaron 2 métodos: el desclito antcriormelttc y dro desan.ollado por Fuentes ¡,

Ferández (comunicación personal,2009). Con el protocolo tladicional se efectuó la hibridación con las

sonda a concentraciirn ,lx y con el protocolo conrunicado por Flrcntcs y I.ernández (2009) se probó la

sonda a conccntración 2x r 4x. Cu¿rndo se tÍaba-ió con la sonda ,1\ sc ocupó una tempcratura de

hibridación de 60'C.

2.3.- Inmunohistot¡uímica en embriones complctos

Los crnbliones se fl-ian igual quc cn Ia hibridación l,? r//r. solo quc Ia incubación eI P]rA ,19¿ en

PBS es clc .15 r¡inutos. IJI prirner <1ía sc plocede de la r¡lisr¡a rDarlera que la hibridaciól l/7 r/lr hasta

dcspués de la tijación. Lueso. se hacen Ios siguicntcs lavados: -i rninutos cn aglr¿1 dcstilada. 7 mi¡tutos cn

acctona (a -20'C), 5 minutos en agua destilada 1,, 5 nlinutos er PBSI-. Posteriormentc. sc transficrcn a la

solución de bloquco durante l0 rninutos a tempcratura ambiente. Fin¿rlrrct'tts. sc incuba toda la noche con

el anticucl'po prir¡ario anti-pSnlad-Rabbit (Cell signaling). Cuando se rcvcló con DAB se utilizó una
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dilución de 1:100 cn solución cle bloqueo (20% Calf Scrurn + 19,; Dl!{Sl-'en I,BST) par'¡ cl anlicuerpo

plimario. tlicntras que cuando se reveló con anticucrpo sccr¡ndario fluo[escente, el anticuelpo p|imario sc

ocupó en una dilución dc l:50 en solucirin de bloqueo.

(i) Rcvelado con DAB: En cl segundo dia se haccn i lavados de 5 tlrirlutos con PBST ¡ luego se incuba

toda la noche (4"C) con cl anticuerpo universal sccundario presente cn cl VlrCl-ASTAING) UNIVEITSAL_

Llite ABC I(lT. Se trabaja con una dilución cle l;200. F'inalmentc, el tercer dia corresponrlc a los pasos

dcsdc el l0 en adelanlc que aparecen en el protocolo dc VIIC-]ASTAIN3) tJNIVI]RSAL Iilite ABC I«T.

El auuento en el tiernpo dc incubación cor el anticuupo seculdario se l¡asa cn cxpcriencias previas

tealizadas en el lalloratorio con cl mismo kit.

(ii) Rcvclado con anticuetpo sccunclario fluorescente: En cl segundo dia se haccn i Iavados de 5 rninl¡tos

con I']llS'l'v lucgo se incuba toda la nochc (4'C) con el anticuelpo sccundario fluoresccnte. En osre caso se

utilizó Alexa.188 nrr (Molccular Probes) en una dilución de l:.100. Aclcmás. una vez conclLrido el

pr-otocolo dc intnutrohistoquimica sc rcaliza una incubación de l5 min. coD l ol)rol a una co0ccr'ttlaci(» de

I pM para teñir los n[rclcos.

2.,1.- Í-otografías

Los embriortes en los que se realizaron hibridaciones l¡r.ril¡¡ o il rnunoh istoqu im icas rcvcladas

con DAR para ser fotografiados lueron pucstos cD un mcdio con metilcelLllosa al ,1%. Se utilizó una lupa

OLYMPUS MVXI0 con una cámara Lcica DFCi00 FX (12730046) con el prograrna l-oica IrireCam

(Apple Mac). EI tratanlienlo de las imágenes se realiza co¡ Miclosoft Offlce Picture [\'lanager.

Las inrrunohistocluiuicas reveladas con ur an¡icLrerpo secundalio fluolcsccnte e incubadas cn

ToPro i l'ueron tirtografiadas en un nicroscopio confocal rnodelo LMS 510 Nleta. Pilra tratar las lbtos 1'

hacer las reconstrucciones tridirnensionales se ocupó el prograIlra LSM 510.
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RESULTADOS

l.- Ilcdes de intcracrión génica

Las rcdes asociaclas al desarrollo de la pata de l)nt,sr4tltila l1:i,t.9) ¡ la alera pccroral de pez ccbra

(Fig. l0) fueron construidas en Biotapestr¡,. I'ata una descripción dctallada dc las r¡isnras rer, isar los

Apéndiccs I (Desarollo de lapata de Dntsophilrr) v ll (Dcsar.rollo de la alcla peooral de pcz ccbra).
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F igura 9: Red de hteracciones génicas asociadas a la formación de la patá de Drosophikt" El tiempo
que se considera va desde el comienzo de Ia lzlrva 2 (48 hrs AEL) hasta el final de larva 3 (120 hrs AEL).
Respecto a las diferentes regiones indioadas, las primeras cinoo hacen alusión a las zonas dentro del disco
imaginal, mienlras que las otras 11 se refieren a segmentos de la pata adult¿: Dors¿I, Ceritral, Anterior,
postedor, Vental, Cx (coxa), Tr (trocánter), Fe (fémur), Ti (tibia) Ta1 {tarso 1), T&2, Ta3, Ta4, Ta5,
TaS/Pr (tarso 5/pretarso) y Pr (pretarso). Los genes incluidos de manera aóitraria son: APC, ARJr4, AR\
§üN, BOTV, CKl, FZIPZ2, PKA., PUNT, SGG, SLMB, SMO, SOTV, SPEN, SU(FLD, TCF/LEF, TTV
y HSPG (proteoglicano de heparan sulfato). El gen "punt" debería encontrarse escrito en mayúsculas
('PtlNT'), pero por un problema del programa no se pudo incluir de esta manera. Por oao lado "H15" se

ha a¡otado con mayúscrlas, porque tradioionalmente se indica de esta ma¡era. En este caso no significa
que no este descrita su expresión. Situación similar debiera ocurrir con "egfr", sin embargo por un
problema del programa tampoco pudo colocirrse en mayúsculas. Las flechas indican activación y las
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barras '1" inhibición. Para ver animación tcntporal ¡, cxplor.ar en detalle Ias interaccioltcs ver archivo''Pata.btp". Biblioerafia en: "t3ibliograf Ía dc redes.xls''.
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Figura 10: Red de Interacciones génicas asoeiadas a la formación de la aleta pectoral de psz
cebra.El tiempo conside¡ado va desde las 22 hpf haxa las 96 hpf. Las regiones donde hay expresión
corresponden a: MS (mesodermo somitico), MI (mesodermo intermedio), PLM (placa lateral del

1É

E

t:
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¡nesoden¡o). Aleta anterior. Aleta. 
^lela 

postctior. mes. (mcsodcrrno). fies. ¡ntcrior: nes. poslelior. AIIR
(u¡ticul ectctdeuttl rirlge), AFiR dorsal. AEI{ vcnlral ),  ER posterior'. Los gencs urbicados en la región
''aleta" concsponden a aquellos !enes cula erpresrrin es (ompiirlida entre la zona rrrcsoriernral y
ectodernlal dc la rnisma. o bien, no cst¿i dcsctito en detalle. Igualntcnte. lqucllos cu¡,a expresión se
encucntre descrita para toda la alela o todo el rnesodclnra o todo el AER sc Llbicarár eI] las Iegiones
clenor¡inadas "alett", 'lncs." o "AEiL", respec¡ivamcnte. Las llechas indican activ¡ci(ir1 v las Lrarras T"
inhil¡icitin. Para ver animación temporal ! c\plotar en detallc las irteraccioitcs vcr arcltivo 'r\lela
pectoral.btp". lSiblioglafia en: "i3ibliogralia cle redes.xls".

2.- Rcsultados IILAST hidircccio¡al

Con cl lln de encontrat aclucllos lrenes conser\ados rluc no ha¡,an sido rcporlados previantcntc o

lto se encontraron en l¡ ¡evisi¡ilr bibliográfica sc cl'ectuó nr BLAST bidileccional con los gcncs

inrplicados etr el des¡¡tollo de Ia pata de Dtosophiltt que no se encontr-an¡n lelacionaclos con cl dcs¡follo

de la aleta pccloral .lel pez cebra. I-os l-csullados se organizaron en dos listas. La primcra corresponde a I0

gcncs que efectivanlcnte se eircuenlran conrpatidos entre ambas cstlucturas, los cualcs no habian sido

encontrados dularlte la búsqucda cn la literatura. Por olro lado. los gcncs cu\,a presencia no ha sido

reportada en las aletas pectorirles dcl pcz cebra se nuestran cn la sccción 5.- Gotcs calldid¡tos a buscat'

jL¡trto colt Ia inlt»rnación que apola su posible expresión y el rcsuhado de su birsc¡ueda pol hibriclacirin ln

s/l¡r. Para clccluar esta división fuc rrcccsalio pleviarneÍlte haccl una revisión bibliográfica cle los genes

cnconf-ados. Los gcnes presentados en la Tabla 4 lueron incluidos cn las redes previantelttc prcscnlaclas.

'l'abla.l: Protcí¡ras coDscrvadas no cncontrados c¡r ll revisi{in bibliográl'ica,

Pcz cebra % ldcntidad o/n Cobertura E-Value Funcitin molccu lar'

Spry2 Sr-y 41 21 1,00E-27 Prot. sccrcciín1 putativa

Smad I Mad '70 104 7,00E- l 74 Factol de transcripción
LCi l" lt EGFR '79 61 0 Receptor
Smo Smo 43 55 I .00E- I ,14 Proteína de membrana

Tctlllb* Pan 5l 32 9,008-50 Factor de traDscripción
Etslb Pnt 76 l1 2.00E-43 Factor de transcripción
Os12 odd 85 t2 1,008-40 Factor de tr-anscripción

zli50l Noc 59 9 7.00F]-07 Factor de transcrillción
Arnt2 Tgo 62 6l 2,00E- l4 I Factol de transcriDción

Extla** Tlv 53 l0l 0 G lucuronosi ltrasl'crasa
xnotar que TcfT larnbión so encuentra en la aleta.
**¡o sc cncuentra en aleta. sin ernbalgo si cstán sus parálogos Ext lb )- Extlc.
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3.- Contparación dc Ia rcd génic¡ implicada cn el desarrollo dc lits cxlremidadcs rlc vcrtcbrados v

artrópodos

l'ara lealiza¡ la conrparación de ambas redes sc utilizarán ortologias dcscritas el la lileratllra y

aquellas quc fucroI cncontradas mediante el BLAS'l bidireccional. Notar quc estas últin]as princjpalnlente

corresponden a otologías que si bicn )a sc habian reportaclo ¡rreviamcnte no son tan fi ecueltlelllentc

nlencionadas cn la Iiteratuta rel'erente al dcsanollo dc cxtrer¡idades. Otro aspccto cluc cs ncccsario tcner

en cuent¿ en esla cornparación corresponde al inevitable scsgo de la nrisma. Por tazones prácticas no sc

pudicron constrl¡ir redes sir¡rilarcs par¡ otros olsanismos (pollo o ratón) cuya Iiteratura cstá cqui\al0nte o

n'lavonncntc desarrollada. Elploblcnra dc csto pasa por el hecho i1c c¡Lrc cs posible que ciertas siluaciones

exccpcionales oculten alguna conservación rlás genelalizacla. ['ar¿r electual las corlparacioncs

inicialmente se revisarán las sir¡ilitudes qL¡e existen en Ias dil'clcntes r,Ías de señalización canónicas y

lucgo se conrpararán lhckncs de transcripción o genes no asociados direct¡rnenle a alguna \'Ía palticul¿u.

Ll énfasis scrá sobre aquellos aspeclos c¡r los cllrc cxisten sitrlilitL¡dcs. pucs cs probable que parte de las

difcrcncias sean arlillcios dc la lalta de estuclio de dichos gcncs.

A modo general. se puede dccir que sc cncontlaron conseNados 2.1 gcncs ptcsentcs cn la red que

represeota el dcsarlollo de la pata Drosctphilu. Lo quc concsponcle a un 60% cle Ios genes dcsclitos colt

expresión en el clisco inraginal dc pata. Iln pez ce[]ra, varios de estos gcncs posccn nrás de un parálogo

(Ilig. l l )' archivo Ur apéndicc.btp').

3.1.- Ví¡s de señ¡liz¡ci(in canrinic¡r

+ l:íu de HhtShh

En primcl lugar, mc relcriró a la via dc IIh/Shh. cuYa conrpar.ación 1a ha siclo previanren¡e

indicada por .liang I col. ( 1995). iis posible identifica[ casi Ia tolalidad clc los conrponcntcs dc csta vía cn

las extren'iidades dc al']]bos orqanisuros. Parliendo por el nrorfógeno quc p¡rticipa cn csta vÍa (i/r cn

Drosophila ¡, shh en pez cebra). Notar que er'r el pcz ha), ot[os dos par'álogos que tanrbién poseen flnciones

en el desa¡rollo dc lir alcla. cllc¡s son ¿:¡:il¡lr« hedgehog (elli _\ t¡ggr ttínkle hctl,tchog (rirrr) (rcrisado

por Ochi ) col.. 2006). En 1o c¡ue Iespecta al receptor. en la 8'rosca cxisle srilo uno llanrado p¿r. ¡rienhas
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quc cn cl pcz ccbra ha) 2 parálogos: /r1./ \ ptc2. De lodos r¡r¡ck¡s antbos poscc| patroncs de expresión ¡,

roles rnuv parecidos (Koudi.j ), co1.. 1005). LJna vcz .luc I Ih,'Shh se ha un ido a l'tcrl'tc I -2 este ultirno ltbera

la inhibicirir¡ qrre eleclLia sol¡re Smo. ¡lala el cual no sc cncontri r¡rás de un par'álogo en pez cebrl.

Una vez cluc la inhibición sobre Sn¡o ha sido clinrinada este últirlro evita qLre Ci/Cli 5ea clivado

con Io que enlr'a al núclco y actúa como lhctol de tr¿rnscripciólr. En el c»o de Dtosophilu se ha descritit

solo a cl. sin etnbargo en pcz cebra se han erconllado 3 parlilogos con e,rpresión cn Ia aleta pectoral (.q/i 1,

g1l-? )'g/13)..q/l/ actúa primerar¡ente conro aciivador. rnientr¡s qLre ¡¿li2 .r gli) pueden actLrar cor¡o

lepresor o activador (re\.isado por Iluangfu v Anderson, 2006). dependientlo si csrrin o no clivados.

La rnanera cn la que se evita este clivaic Ira sido ampliarnente dcscrita cn Droro¡rlrllrr. ntás no

tanto en pcz ccbra. En la nrosca se sabc cluc rlro er, ita la fbrmacitin dcl conrplejo de proteólisis r¡edi¿inlc la

inhibición de cornponentcs dcl r¡is¡ro. lVás especíilcalncnte cle PKA l Slinb (pr.ice ¡. col.. 2002: l.urn y

Bcachy, 2110.1). Sttio evita que la PKA foslblile ciertos residu¡os irninoaciclicos de Ci. .\denás. se ha

dcsclito ur'r onólogo para fr.rcd (.rllJóJ en el pez ccbra (rcvisado por Hu¡rtgtU ) ,Andcrson. 100t,1 Ésre

antagoDiza con sup¡tressor offusecl, srfi,. el cual.juega un rol crucial cn la inhibición de Ia \'Ía. Notar que

st(it.1 sc ha encontrado en alnbos aninralcs. Para arlbos or-ganisrnos tarnbión sc ha desclito un lol

anlagónico de ¡. r.,s.1 co¡r c r,igli (Gilbcrr,2003; Lum v lleaclrJ.. 200,11 Tay ¡ col..2005). I)ero. existen

cornponentes impoftanles dc la r,ía quc no han sido desclitos en la aleta pcctoral dc pcz ccbra. [Jno de

ellos es la CKI. cu¡.o rol sc asocia a la tbstbrilación dc Ci (revisado por FlLranglir ¡, Anderson. 2006). El

otro es Dispatchcd. proicÍÍra dc lrarlsrncrnbl an a asociada a la liberaciirn de Iih (Burke,,'col., 1999).

Conrplenrenta|iarrente. hay genes regulados por esta via en el pez cellra cuva presencia no se ha

doculncDlado cn la mosca. Lllos corrcspondcn principalmcntc a gcnes Ho\. llnlr'c los cl¡alcs Podomos

rncncionar a. l¡oxttl3. hoxcl13, hot(19. htxqll, ltoxalA, ho¡c6u, hoxtl12 ],r.)r:,/// (Neunann v col., 1999:

Gibert y col., 2006). También pareciera que el control inicial de la vía dc I Ih,/Shh en ¡nrbos organismos es

diférente. I:n el pez cebra resulta esencial la presencia de ItA (Po\\,er ) col.. l9t)9), el cual activa er'rtre

otros genes a Llll;lND el cual es rcsponsable de la actiyación de "silr (Welscher ¡, col.. 1001; Ciberr ¡ col.,

2006; l.ucas ¡, col., 2006). Tanto la macluinaria de síntesis l,degradación de IIA al igual que ¿1H.!N1l no

han sido dcscrjtos cn la pata de Drosopltila.
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^dcrtás, 
cxisten variadas dil¡rcncias a nivel de esta \,ía entre \ertebr¿ldos ,t, Drosopltilu. l)na

diferencia inrporlante desclila al con'lparal csta via de scñalización cntre rnamíf'eros \. Dt,osoph¡lu

conespotldc a cómo opera Ia via cn si. Pese a existjr una impotantc conservacirin cntte las secu.ncias de

cos2, sul.f ) snlo j' ciiEli. En las células de man]ilero la actividad dc co.r.? está prácticamente ausentc ) la

inhibición de la r'ía depcncic csclciallnenle de sll,4r1 (Var-josalo v col., 2006). t\-o obstante. hay que

mencionar que la idcntificación de homólogos de cosl ha sido rnuy dificultosa. debido a clue existc una

gran canlidad de genes relacionados con l(inesina en los genontas de veúeirrados. Por eiemplo, cn

mamiferos cxistcn dos proteÍnas co.rl-/l*e, krJT y ki/27. que colnpanen allos nivclcs de identidad (22-23%,)

l sinilitttd (37-38-o/o) coo cor-2 de Drosophilo (r'cvisado por Huangt'u ¡, Andctson. 2006). De hecho, se ha

encontrado quc ,(r'f. en mamiferos. intctactuaria llsicamente con los l'actores de trallscripción Gli

Iegulando su estalrilidad y protcólisis. De esta manela. tendría un rol lnt¡y siInilar a co.s2 et Drt»ophilu

(Chcung ¡,co1.,2009).

Po¡ otro lado, el mecanismo dc ubicación celular dc s¡¡o dc ntamÍtéros y de nosca también

presentalia dilclcncias (revisado por Huanglu y Andolson. 2006). Adcnrás, cl lol que tiene /iiscrl

patecicla scr lnuy difére¡rte en ratones qL¡c cn peces o moscas. Irn Ios plimcros,4r se e\presa e\tensamente

cn cl ernbrión en desa¡rollo incluso c:r los tc'jidos que responden a -r/i/¡. De hccho, r¡toncs quc carecen cie

Ia actividad dc csla proteina nacen sin tener aparerles problcmas cr1 las cslructr¡ras en las clue se ve

invoh.rclada l¡ r,ía dc Shh (rcvisado por Iluanglu ¡ Andelsur, 2006). Varios dc cstos aspcctos rcsuliar'l

rnuy sugerentes de investigar en el pez cebra. Pese a esas dil'elencias. el eficto que esta vía tiene en la

poLarización dc la estructura en ambos casos es nluv palecido. El rnorfógeno Í/¿'sl'¡l¡ secretado desde la

lcgióD posterior. cn ambos casos tiene un rol p()larizautc en el eje Ail'. De hecho, cxistcn expcrimcntos cn

los que expresiones eclópicas generan duplicaciones especula:es de l¿r cstrllctura. Ilsto ha sido visto tanlo

en alas de Dro.srtphilu cotno en e\tremidades de pollo (revisado por Capdcvila 1, Johnson, 2000). En tanto.

aplicacioncs sistcr¡áticas de RA en los primeros estadios de clesarrollo dc la alcta pcclolal ptoducen un

lcrritorio de expresión ectópica de -rr¡ en la zona anterior dc la alcta. Ello produce Lln patrón especuiar de

exprcsirin de esta proteÍna (Akimenko ]" Ekker, lS95b).
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Esto eYidcncia como una ¡nisma pcrtuÍbación genela cfectos morl¡lógicos sinrilares cn especies

rnuy lc-]anas. Ello pLredc scr interptctado collo conseryilción o convcrgencia. L,l el c¿lso dc que fuesc la

última posibilidad, cstariamos tienle a un ejenplo en el cual un rnismo sistenra. sr cstc cilso urra,,ra de

setialización. cs reclulado de manera independientc e¡ la evr¡lución para lbllnar cslllctllras análogas.

- l'io de lf g,/L[nt

En segundo lugar, nos ref'erircntos a la via dc Wnt.'¡'anto cn Ia mosca cono cn cl pez cebra sc ha

descrito la presencia del ligando de esra vía. ijn cl caso de Dr.sophiltt es wg (rcvisado por chen v Struhl,

1999) nricntras que cn la aleta pectoral pez cebra se lrarr reportado valias proteínas clc esta fantilia: Wnr2[.r

(Mercader ), col.. 2006), Wnt3a (revisado por Ng ¡ col., 1002) )- WnrTa (revisado por lv{ercadcr. 2007).

Adcmás, tlr¡li¡r (Yokoi y col., 2003) sc ha reportado cn la aleta pcctoral de medaka. Otro cornponente de

la via c¡ue se ha dcscrilo en la alcla clcl ¡rez cebra cs rc/7, el cual loma parte de Lrn conrplejo que rctiva la

transcripción rio abajo dcl ligaDdo Wnt. Aclcrnás. se ha dcscrito la prescncia de otra plotcina irrporlante en

este comple'jo /c/ (Naga¡,oshi r- co1..2008). Sin embargo. en cl disco imaginal cle palr:r no se ha dcscrjto la

presencia cic prlr.golrr (sinónirno de r17Cl.).

Sin enlbargo. existen varios otros col1lponentes dc la r,ia de señalización qLte no han sido

rcportados en el pcz cebra. Partiré mcncionando a Ios receptolcs del ligando quc cn sc denominan.f-:r/i2 1,

ra-r (rcvisado por Scllwcizcr v Vaflrt¡s.2003). Tampoco se enconll-ó registro del complcjo cic quinasas

shaggy,/zeste 1r,¡ll¿ J (¡gg,:r1'J). sin<inirno de .qr&Jl, ni de coseintt quinosu tdt (ckto,/t:). Eslas proteinas

soll inlpo anles. clado que rnediantc la losibrilacirin clue efectiran sobrc Ann inhibcn la vía (revisado por'

Svendscn I col.. 2000). Cornplcmcntariamcnte, Dsh qLle es la protciDa que inhibe este con'lplejo de

dcgradacióu cuando la vía sc cncuelltra activa (Nlilétich v co1..2000; reyisado por L-in v co1.. 2003)

talnpoco ha sido reportada elt la alctit.

- Itía de DppiBnp

Una tercera vía de señalización clue es compartida en la lolr¡¡citin dc cxtrcmicladcs cn ambos

or-ganisrno es la via de L)pp, o bien llantada vía de lln'tp en vertebrados. Ln Dnt.sophilu. su ligando

corresponde a r/¡r¡ (r'evisado por Angelini v Kaufi¡a¡. 2005). En el pcz ccbra cxistcn dos parálogos para
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cste gen. árlp2ó -:, bnpl, los cualcs presentan expresirin cn la aleta ltccl(n.al (Nofion ) col.. 2005;

Rothschild v co1..2009). Pese a encontrarse el ligando no sc ha descrito la presencia dc los porenciales

receplores (/lr, Pu]1f o str) o el mensajero citosólico (,rar[) cn la aleta dcl pez cebra. l ampoco se encontró

patrótl de expresión para el ortólogo de1 represor transcripcional de r1¡7 llamado ¡/-l (Estcila v l\,1ann,

2008). Una situación dil-crente ocul-le con uno dc los genes qL¡e es activaclo y.:or Jpptbnp2-J. Estc es cl

caso de o¡r¡b. o ólogo de 1¿-¡-?-J en pez ccbra (l{uvinskY y col.. 2000). orró se cxprcsa en la región dorsal

dcl disco intaqinal de Ia pata, iguah¡cntc !b.\2 y tbx3 ha sido descritos en la alcta clel pez cebra (Ruvinsk¡-

1 col.,2000: I{obciro 1 co1.,2001).

llor otro lado, una ptotciDa que está involL¡clada en Ias tlcs vías de señalización cs engruilecl

(enteng). Dn Drotophila, licnc un rol inhibitolio con Q:¡t y ug (l(r.oda ) col.. i999; Campbell 1, col.,

2000) y activador con iir (K¡oda y col., 1999; \forata 1,co1..2001). I:.n el pez ccbra cristen 2 parálogos,

en¡ql ,,,,enlb,soloeirg/lieneexpresiónenlasalcras(Hatta)col.. 1991:lrorce ) col., 1999). sin ernbargo.

no se lran dcsclito interaccioncs con los respectivos ortólogos de dpp, tt,lq o r¿ on la aleta.

Lateralmente. sc pucdcn mencionaL a Ios proteoglicanos dc hcpalan sulfatos (HSPG). los cuales

si bien no sott partc de urta vía de señalización en particular'. ticnen un roi fundamcntal al estabilizar los

ligandos secretados de las mismas (revisado por Borncltlann v col., 2004). Por ello han sido vincrLlados

con la fllrcionaliclad dc dilerentes vías, por e-jernplo la vla dc Shh. Varias de las enzirras implicadas en Ia

sÍntcsis de estas moléculas se crlcucntran en las patas./alelas. Por ejcnrplo cn Dtosophilo (no siendo

descrita su exprcsión en la pata),"loutvelu (ltv) actfla col]lo co-polirrerasa para la sintesis de llS GA(;

(ltan v col.. 200.1). En ¡anto slrs rcspcctivos oltólogos cn pez ccbra. c,r.-/1ó 
-v-. 

crl1c, h¿n sido descritos cn la

alcla (Sieknrann ¡ l3rand. 2005).

Al conrparar los patrones de expresiiin de los dilelentcs componcntcs rlc cstas lias dc

señalización se encucnlra una bucna corr-elación en lo qL¡e respecta a la ullicación rclativa dc cada una. La

via de Hh/'Shh posee un rol postcriol izantc l ctr anrbos organismos modeios se puede evidcnciar quc cl

nlorfóger)o es seclctado dcsdc 1a zona postcrior de la estructura.

Ln lo que r-especta a la polaridad D,/V sc evidcnciri que las vías de señaliz¡ción se encL¡entran erl

ubicaciones invedidas (rcvisado por De ltoberlis, 2006). Asi en cl disco inaginal dc pata de la mosca rr...g
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es expresado en la ¡egión ventral (revisado por Angelini y l(aufman, 2005). Micntras que en la extremidad

de vertebrado la via Wnt tiene predominancia en la región dorsal (revisado por Niswander., 2003).

Complementariamente, dpp se expresa en la zona dorsal dcl disco imaginal (revisado por Angelini y

Kaufman,2005) y los genes Bmp 1o hacen en la región ventral de la extreffidad de vertebrado (revisado

por Nisrvander, 2003). Por la forma dc la aleta, no es frocuente que al repotlar la expresión de un gen sea

posible identificar si se encuentra en la zona ventral o dorsal. No existen muchos repoftes específicos

sobre la ubicaciór dorsal o ventral en la aleta de un dete¡minado gen. Lo nrencionado antcrionnente se

refiere a datos obtenidos de pollo y/o ratón.

+ EGFR y Fd

¿6,FR se expresa en el centro del disco irnaginal y se asocia a la dil'erenciación de los segmentos

más distales (revisado por Campbell y col., 2005). En pez cebra se ha descrito la presencia de su ortólogo

en cercbro, retina y las yemas de las aletas pectorales (Goishiy col,,2003). Además, ha sido descrito que

la vÍa EGFR-RaS tiene un roi en la formación de las a¡'l.iculaciones de la extrenridad de vertebrados

(revisado por Calindo y col-, 2005). Sin embargo, no fueron encontrados onólogos de otras protcínas

asociadas a EGFR (Vn, Rho, Ru, I(lu o'l-rh) en 1a aleta del pez cebra,

En la pata de Drosophila no se encuentra ningún gen quc sea similar a los Fgf (Lccuit y col.

(1997). En los vertebrados, estas proteínas tienen roles fundamentales asociados a proliflración y

mutaciones en las mismas llevan a que no se forme la eslr'uctura o posea un tamaño reducido. Ejemplos de

esto son los mutantes de;ft21 (Fischery col,2003) y./gfl0 (Norton y col.,2005). Pese a no enconlrarse

Ios miembros de esta familia si se han descrito ciefias proteínas que tienen roles antagónicos con los Fgf.

Ellas son las sprorol, En la pata de Drosopltila se encuentra.r0l, mientras que en la aleta del pez cebra hay

expresión de spry2 y spry4 (F ürthauer y col., 2004).

lnteresanterrente, los ECFR conesponden a receptores tirosina quinasa (RTK) al igual que los

Fgfr (Campbell y col., 2002). Notar que varios Fgfr se expresan en Ia aleta de pez cebra, entre ellos están

fgrt'2 y fsjfr2c (Harvey y col., 2004; Norton y col., 2005). Dado que el sitio de expresión de EGFR

corresponde al centro del disco imaginal, por tanto la zona más distal de la pata del adulto, se ha

comparado el gradiente formado por los Fgfen venebrados. En ellos los Fgfse secretan desdc la punta dc
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la cx¡emidad en desanollo (r'evisado por Cantpbell ¡, col..2002). SiD eml¡ar.go. ambos gtirclicntes se

difercncian en cl :ol principal qLre tienen cstas protcínas. En cl caso dc Drosophiltt.ljCFR sc ha asociado

con la diferenciación de segnentos. mientras que er vcrtcbrados los Fgfse relacionln plincipalntcnrc con

prolif'cración celular

3.2.- Factores dc transcripción y olros genes co¡rservados

La polalización cn el e-le prtiximo'/distal ha sido arnpliamente estudiacla en Dro.rophilo, dcbido a

que lnuchos genes sc han asociado a la lo¡nración dc scgrnentos particulales. Hllo l'acilita la cvaluación clcl

efecto lcnoti¡lico de la pór'dida de los misnios. A su vez. varios de estos genes tiene roles en el ¿esanollo

de la aleta en cl pez ccbra.

En la pata de Drosopltih. cxisten trcs proleÍr1as qL¡e acliran en conjLlnto (lÍh.,ey/ tsh.. rcvisado por

Kojima. 200'1). sus [espectivos ortólogos se han cncontrado en la aleta clcl pez cebra. r,a principar

difelcncia pasa por el hccho de quc en argunos casos e\iste rl¿is de ul,r parárogo. Asi ros or'rórogos dc r//?

en cl pez ccb:-;r soÍl los gellcs Dte¡s. lcis I I 1' neis J.1 han sido clcscritos cn )a aleta. nrientras rlLre la

preserrcia de n¡aís ).1 se nlantiene cn debatc (Andreazzoli v col.. 2001; wasl<iervicz v col.. 2001:

Ileqcmann v col., 2002).

De la l¡isl¡a nlanera quc IIth ar,uda a clue Exd sea translocado al nL'lclco. las protcÍnas Meis

estabilizan a Pbx¿l mediante interacciones protciDa-protcÍna. l)or otro lado, la proteína l'shI iexprcsada en

la alcta) es activada ante la presencia de RA (Wanu v col., 2007). Mavores estuclios podrian revelar si ¡¡,:r.r.

activa a tu¿l del ntismo rnodo clue c.r¡/ lo hace con tsl. (Wu y Cohen, 1999; l(oiirna. 2004). En otr.os

veftebrados talnt¡ién se ha encontlado conscrvada la regulación dc lih./n¿i.¡ sobre e-r/,j;lx (r'cvisado por

Plpic r col., 1003). En la nrosca ¿-td cs absolutarncnte dependieute dc ill para su locaiización nr¡clear

mienlras c¡uc en vencbrados las proteínas pór son rncnos dependicntes de ,?¿/.!. lls¡o est/r descrilo eD

consideración de Ia extrenlidad de ratón. (Wask ieu,icz y col.. 2001 )

otlo grupo de proteinas quc actúan dc manera conjunto en ambos organisn'ros son .r"val¡¡ r,

lgo/ur|1t Et1 Drttso¡:hilu. sJ )'/g¡r actilan en conjunto en los segmcntos distalcs c1e mane[¡ inhibilolia coD

bcu-(l{ozu } col.,2006). Ss se ha asociado a la tnetabolización clc hiclrocarbulos ¡rornáticos policiclicos

mientlas quc Tgo poscc un dorninio de LTHLII-PAS. Esta irltinla cuando se acornplcja con Ss.ntra al
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nilcleo y actiya procesos de transcr-ipción (Duncan y col., 1996). L.Jna interacción sirDilar sl¡cedc en Ia aleta

de pez cebra con los cor respond ientcs ortólogos (cada uno con 2 parálogos): ahr y arnf, respcctivamente

(Andreasen y col., 2002).

Daschund es una proteína que tjene un i¡npofiante 1ol en la detelmirlación de Ios dominios

mediales de la pata de Drosophila (revisado pol Angelini- 2005). Sus conespondientes ofiólogos en pez

cebra (dachA, dcrchB y duchC) igualmente se cxpresan en Ia aleta pectoral (llamrnond y col.. 2002). AI

comparal las secuencias proteicas dc Dac en Dro.';ophil(r y vertebrados se encuentra¡] 2 donlinios

altamente conservados en el a¡nino y calboxilo terminal, ellos son DDI y DD2, ambos implicados en la

interacción con otros factores de transcripción (Kida y co1.,2004).

Un grupo de factores de transcripción arnpliarnente estudiado en verl.ebrados coresponde a los

genes ,i?o;v. No fue posible encontrar oúólogos en la pata de Drosttphilo (cn litcratura o media¡rte el

BI-AST bidireccio¡ral) para Ia gran mayoria de aquellos quc se expresan en la aleta. Es posible que esto

sea producto de cómo se efcctuó la búsqueda. Ello consistió en buscar solo proteÍnas de Drosophila en el

pez cebra y no al revés. No obstante, uno de ellos llamado /ro,r11 (sinóniuro de l1x3a) posee un ortólogo en

Drosophilo llanrado c/l sinónimo dc C/i. Este gen interactúa con a/ pata inhibir a óar, sin embargo en

vertebrado no se ha reportado ningirn tipo de interacción eúte hoxll y alguno de los oúólogos

vertebrados de ai (Kojima y col., 2005). Kojima y col. (2000) hao propuesto que la inhibición que óar

ejerce sobre al podria encontrarsc conservada en cl desarrollo de extremidades en vcrtebrados.

En Dro,tctphilo, opterous flcne un rol importante en la diferenciaciór1 de los segmentos distales

(revisado por Koiima,2004). Su ofólogo en vcrtebrados //er2 se exprcsa en la aleta de pez cebra (Seth y

col.,2006). r]l actúa de manem similar a /ñjr2 expresándose en Ia punta de )a pata y siendo recluerido para

ei crecimiento. El gen úrrrl de pez cebra se expresa cn la aleta y comparte un dominio con a2, sitl

embargo no es su or1ólogo ¡eal. Existe un ortólogo de 1¡¡¡l en el genoma de Drttsophilu, pero no se

cxpresa en las patas (revisado por Pueyo y co).,2000).

luteresantemente, si solo se considera el rol de op en las alas dc la mosca se evidenciará qre se

cxpresa en la región dorsal y es requerido para crecimic¡to y diferenciación de la misma. En vcfiebrados,

/,,.r1 tiene un rol asociado a la difc¡enciación dorsal, mientras que 1,/rr2 sc relaciona con crecimiento
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(Milán v col.. 2001). Esto se ha tomado como cvidcncia dc que la firncitin cle up cn Droso¡thiltr cs

desanollada por dos ploteinas diterentcs en vertcbrado (Eisenbcrg ), col.. 1992). No obslante. Ios mutantes

rie ap solo puedcn ser rcscatados con //i_tl (revisado por pueyo y col., 2000).

Funcionalmente lelacionado con ¿? se er'rcucntra c/747. el cual conesponde a Lln co-l'¿ictor q¡e

poscc dotrlnios de holllodimerización enlre ¡lroteínils [,1M. Se cxpresa en todo c] disco il]]a-sinai. pero es

lincional cn los scgmentos r1rás distalcs (l'uer,o y Couso, 2001). En pez ccbla se han rcporraclo 3

parálogos. lbd I . lbd2 y 1ór1J, con cxpresión cn la aleta pcctoral (To)arrra y col.. i99li).

En el disctl ir¡aginal c1c pata. ahcdedor dcl terrilorio de exprcsión dc ¡? se encuontra rrslr (l,u y

co1 . 2000) Esra protcina tiene cuatro parálogos (ar.r.r,,l, ¡¡s-r:8, ¡rs.,r:c'1 ,is-.;D (Akirnenko r cor., 1995a:

lcvisado por céraucjie, 1999) que se c\presan en la aleta pectoral l, aleta larval cor.]tinua de pcz cebra. En

el disco imaginal de ala posee [olcs dorsalizantes v se cncuentra bajo el contr-ol dc rzp (Milán ¡ col., 200 ]).

Un lactor dc transcripción que ha sido descrito cn gran cantidad dc cstructuras co¡ ¡¡o¡fblogia

apendicular es aíl (Panganiban 
"'co1.. 

1997). tin el disco irraginal dc la pata dc Drt»¿phíltt se exprcsa en

la zona ccnh'al quc se cor,esponde con los segmcntos más distales (r'evisaclo por Kojima, 2004). Ln el pez

cebra se han descri¡o 4 parálogos con exprcsión en la aleta. cllos son r/1_r? fNeUnr¡nn r col.. 1999), r/1rJ,

r//-rJ (lloffinan y col., 2002) ¡,d1r5 (Quinr y coI..2000). Todos cllos se cxpresan cn la zona nrás distal, el

^EI{. 
Otra protcina con dominio de cledos de Zn que cstá compartida entrc ambas esll-uctufas cs ptltlit¡s12

(-fena v col., 2001'¡. en Drosopltil¿¡ sc ha descrito que se cncuenfa r.io debaio de Notch )- cstá irnplicada en

la forr¡ación de arliculacic¡ncs (Hao ),co1..2003).

Finahnente, rne ref'erir'ó a la sinrilitud qr¡e c\iste ent'c D \p1 (Dnts.¡tltila) y.!/eg (pez ccbra).

Amllas ploteinas cotl'esponden a f¿rctores dc transcripción con dolllinios dc cledos de Zn y en análisis

iilogenéticos sc agrupaD nu¡, próxinras. Iirr ratón. s28 tiene rlue ver con procesos dc crecirnie¡to de Ia

extremidad y es necesario para la lnantcnción del AER (BecrrnaDn v col.. 2004). cstl-L¡ctura donde se

exp,esa en cl pez ccbra. En Drosophi14 D-rpl se rclaciona con ia espccificación rcnrprana clc la

extremidacl (Beelnrann v col., 2004: rcvisado por l(ojirra.2004).
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<Figura ll: Recl de Inleraccioues gónicils co¡scrvad¿ts isociadas a la fornación dc cxtrcDridadcs.

l_os gencs rnostlados aqui tienen expresión en Ia aleta pcctoral de pez cebla ¡ la para dc Dtosophild.

AquJlos que apal.ecen entrc signos dc interrogación parlici,an en el dcsai.rollo dcl disco imaginal dc la

pata de Dio.sophila ) sc cncuentr.an cn el ploteoma dc pez cebra, rnas no sc ha probado su explesión en la

aleta pcctt,r.al. Excepto por ''¿ttv,rextl b-c?", el cual tiene cxpresión cn Ia aleta. pcto no ha sido repoltada

su p¡éscncia en el disco irnaginal. Las i¡tcracciones con línea sólicla se h¿n repoúado tanto crr pez cebra

conto et DrosophiL¡. I-as intetacciones con linea entle cottada colrcsponden a illtclacciones dcscrilas solo

para el clcsanollo del disco intaginal de pata dc Drosophiltt. En la anirnació tcmpot'al sc muestr¿n i
momentos (1.2 y 3). Ill primero conesponde a los genes e intclacciones cncontrados en base a solo

rcvisión bibliográñca, el segundo. correspondc a todos los gcnes e intcraccioltes consctvadas incluidos

gracias al BLAS'l bidircccional ),01 tetcero. incluye todos los genes posiblelllentc oonserlados Y l¿ts

intclacciones entrc cllos descritas para cl desarrollo de la pata dc Drosophila. 'EGIiR'EGFR" se ha

incluiclo en firn¡¿r de l.onrbo clcbido a quc en algunas publicaciorrcs sc refleren a la via en f'orrua genérica ¡
cn otras solo al receptor (ECF1r). ''Chipilbd" dcbicra estar escr.ilo con minúsculas ("chiPilbd'), pclo por

run problcrna del programa no se logr'ó. Las flechas indican activación l las l¡ares l inhillición. Para ver

anirlación tcrlrporal )'e¡iplolar ett detallc las interacciones ver archivo "Ur apónclicc.btp".

,1.- A álisis cua¡r1it¿rtivo de las redcs

Corno scgunda aproximación contparativa se lcalizó un an¿'rlisis cuartlitali\'o de las redcs. Para

csto ellas se transfi)ll]1aron en ¡ratrices de intclacción. Adcllrás. se aptovcchó de gencrar una nlahiz de

inletacción para las interacciones er la pala de D¡'o:ophil¡¡. la cu¿il carece dc lodos los gcncs e

interaccioncs que fleron albitrariamentc incluidos. Los descriptotcs básicos se plcsentan en la l'abla 5.

Ellos correspondcn al nillnero dc nodos (n). Ias interaccioncs obse¡vadas. interaccioncs nláxirnas posibles

(nr) ¡, la conectancia (inleracciones observadas,/il'lteracciorlcs tnáximas posiblcs).

'I'abla 5: Descriptorcs básicos dc las rcdcs

Nodos (n) Int. Máx.
(n')

In1. Obs. Conectancia

N4osca Complcta Acli\,¿IcióÍ)
58 3.3 6,1

12 0,02l

Mosca Cornplcta Inhibición 64 0.019

§{osca Colnpleta Interacciones 1i6 0.040

Mosca Activación
40 r.600

53 0,0i 3

Mosca Inhibición 4L) 0,03 r

Mosca lnteracciones 102 0.064

Pez Activación
62 i.844

12 0,019

Pez Inhibic ión l0 0,0r126

I'ez Inlcracciones 82 0.021

Ir.l númcro de nodos en las dos teclcs originales cs mul'sitnilar'(5ll nodos cn l¡ red de rnosca.v 62

et la rcd de pez ccbra). lnclusivc el lúl¡elo dc interaccioncs de activación v por lcl tanto tar¡hión su
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cotteclancia son rruY sinrilares. Sin enrbargo. las interacciones de inhibición en la red de pcz ccbra son

lnucho rnenoles. I-legando a scl su conoctancia Lrn orden de rnagnitud ntcnol. Al contparal-las dos rcdcs dc

Droso¡thilo se encuentra. sorpresivamcntc clue la concctancia de la red sin los gcnes incluiclos

arb itl ariatttclttc cs mayor quc la que liene la rcd que los ¡roscc. Finalrnente, al observar ios pará[tetrcs

oblenidos de las matrices de solo intcracciones. sin considcrar si son inhi[¡icioncs o aclivacioncs. se

cncuentrarl sitnplemente las sumas dc las matrices dc las cuales se cornpouc (inhibiciones v activacioncs).

El scgundo análisis cuantitativo que se realizó consistió en construir los sráficos Iocaritrnicos del

histoglama cle frecuencias acurnuladas versus el glado del nodo (Fig. 12. l3 ), 1,1). Estos r.esultados se

analizar'án a un ni\icl descriptivo utilizando como caraclerizador de cada Lrno cl coeflciente de corlclación

(R:). l-os gráficos se llresentalán a continuación v L¡n rcsL¡nren de los Rr dc cada regresión sc mucst¡a en Ia

'Iabla 6

Tabla 6: Cocficicntes de corrclacién (ltr) de los distintos g¡-áficos construidos

Gráfico R,
Mosca ColnDleta Activación Salidas (OtJT) 0,9-i 92

Enn adas (lN) 0.8 3 3,1

lllosca ConrDleta lnhil¡ición Salidas (Ot-i'f ) 0,9298
Entradas (lN) 0.8860

Mosca Completa Interacciollcs Salidas (OUT) 0.8 607
Entradas (¡N) 0,8711

Mosca Activacitin Salidas (OU I) 0.8 5 05

Entradas (lN) 0.9012
Mosca Inhihición Salidas (OtJT) 0.91 17

Entradas (lN) 0,8 5 75
Mosca Irttcracciones Salidas (OUT) 0.7 756

Entradas (lN) 0,90 83

Pez Activacirin Salidas (OUT) 0.9 r47
Entr adas (lN) 0,9629

Pez lnhibición Salidas (OUT) o q))'l
Entradas (lN) 0,6 r 08

Pcz Inleracciones Salidas (OLIT) 0,9003
Ilntradas (lN ) 0.9117
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Figura 12: Gráfico togarítmico de las frecuencias acumuladas estandarized¿s versus el grado
obtenido desde la matriz de Mosca Compteta, (a) activaciones (salidas, OUT), (b) activaciones
(entradas, IN), (o) inhibiciones (salidas, OUT), (d) inhibiciones (entradas, IN) (e) interacciones (salidas,
OUT), (f) interacciones (entradas, INr).
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Figuru t3: Gráfico logaríhnico de las frecuencias acumuladas estandarizadt§ versus el grado
obtetrido desde t¿ matriz de Mosea. (a) activaciones (salidas, OUT), (b) activaciones (enfradas, IN!, (c)
inhibiciones (salidas, OUT), (d) inhibiciones (entradas, Ill) (e) interacciones (saiidas, OL"I), (f)
interacciones (entradas, IN).
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Figura 14: GráIico logarítmico de las frecuencias acumuladas estandarizad¡s versus el grado
obtenido desde la matriz de Pez. (a) activaciones (saiidas, OUT), (b) aotívaciones (entradas, IN.), (c)
inhibiciones (salidas, OUT), (d) inhibiciones (entradas, IIr) (e) interacciones (salidas, OUf), (0
interacciones (entradas, II{).

En genera.l se puede decir que los R2 son relativamente altos, sobre el 0,80 (Tabla 6). Sin

embargo, en muchos casos (Mosca Completa Activación IN (Fig. l2b); Mosca Completa Inhibición IN

(Fig. 12d); Pez Activación OUT (Fig. 14a); Mosca Complet¿ Interacciones OUTIIN (Fig.l2elf); Mosca

I¡lencciones OUTIN (Fig. l3e/f); Pez Activación OUT §ig. 14a), Pez Interacciones OUT (Fig. l4e»

pareciera ser que el ajuste lineal no es el más adecuado. Pero, no es posible ser más preciso, pues para ello

se requeriría un pariimetro para evaluar el ajuste, el cual no se tieng o bien, hac¿rlo mediaÍte ur¿ prueba
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cstadística (Critcrio dc Akail<c. por ejcrnplo) probar la bond¡d del ajuste scgún dilerentes nrodelos. No

obstante. el interés de esos gráficos es obscr-viir Lrna tcndcncia general solanrente.

Al conrparar los histogramas co¡struidos según ias entladas (lN) ¡'salidas (OUT). se encuenla

que en las rrlatrices de l\{osca Con'rpleta Activación, Mosca Cornpleta Inhibición. Mosca Inhibicion }'Pcz

Inhibición. cl cocficiente de legresión obtenido al considcrar solo las salid¿s (OLlT) es tna¡-ot quc la

obtenida al cc¡nsiderar solo las entradas (lN). Iln las dcnrás matriccs sc cncuentr'¿r ]a sitLración opuesta.

En el gráfico corresponcliente a Pez Activación (Fig. l,1a) sc cncucnlra clue Iray un nodo

altamente conectado que se escapa a la tendencia mostrada por los otrl)s nodos. Notar'.lLrc h¿rsla los nodos

(genes) que tienen interacciones con 5 nodos (gcncs) sc vc Lrna tcndcncia lineal. Sin embargo. después no

hal nodos (genes) que tengan un núrnero de intcraccioncs inlclrncdios hasta cl nodo (gen) mu1 conectado.

el cual ticnc l'1 intcracciones (ver archivo Aná1isis de rnatrices.\ls"). Iiste nodo represenla al gcn.r/rh.

Si bien. en general los gráficos presentados poseen pocos pLlntos respecto al nirnrcro dc datos

obtenidos de bases de datos de expcrirncntos dc doble hiblido. La nalriz clc Pcz InhiL¡iciórt posee rruy

pocos datos, incluso en cornparación con las dcnrás r¡al:iccs construidas. Ello hace que sea poco

rcprescntativa. Po[ cl contrario las matrices llanradas Mosca:'Mosca Courpleta,/Pez IDtcraccior]cs poseerl

ur mavor nilmero de datos por lo que podrian considerarse más replesentatir ls.

Las pendientes de los gráficos (lN ¡, Ot-lT) gcncrados a partir dc las m¡tlices de nosca (Mosca

cornpleta y Mosca) se colnpar-ar-on para ver si diferian significativanlenie. l:ln los pales clc gráficos

conespondientes a las dos nratrices de interacciones de nlosca no sc cuconlraron dilerencias significativas

(Tabla 7). Valc decir, la tendencia que n'ruestra la distribución de graclos rcspccto a las entlildas ) las

salidas es la nrisma. O bien, la lirn¡a en la quc carnbian las fiecuencias acur¡ul¡rclas respecto al graclo cs

igual al considerar solo las activaciones o solo Ias inhil¡iciones. No se compararon las pendientcs cntrc las

matrices principaies, debido a que existe un clcsbalancc cn cl númc¡o dc datos. EIlo irrposibilita aplical el

test estadistico.
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'l'abla 7: Attrilisis de covarianz¿l p:rra compar¡r la Iromogcncitlad dc las pcndicntcs dc los gráficos
generados a parl¡r de las matriccs dc intcrarcioncs totalcs.

ComDaración: IN vs Otl f Crados de lil¡crtad F p

ivl0sc¿l cornpleta 1. 15 0.3 0296 0,i90000
Mosca l.15 1,t0529 0.27 I t59

Irinalmente ) solo a modo descriptivo se calculó e1 prouedio de interacciones por nodo en cada

matriz ('labla 8). l'or la tendencia a la distribución dc lev dc potcncia se puede explical el hecho que el

promedio de interaccioncs por nodo sca prácticamente en todos los casos igual o nrcnor-(luc su respcctiva

clcsviacirin estándar. Ilsto demuestra la variabilidad dc los grados de los distintos nodos. Por la gran

desviación estánLlar no es posiblc haccr nra¡ olcs comparacioncs entre las clistintas matrices.

Tabla 8: Cltlcukl dcl promcdio dc iDteraccioles po¡-nodo en l¿rs difcrentcs matriccs

G ri'r lico Ptornediir DS
Mosca Conrpieta ActivacióD Salidas (OUT) 1,2 2.0

Entradas (lN) 1,3

Mosca ComDlel¿ Inhibicirin Salidas (OlJ'l) l.l t,3
I'intradas (lN) 1,6

Nlosca Completa lntcraccioncs Salidas (OUT) 2,3 2,5
Entr-adas (lN) 2,1

Mosca Activación Salidas (OUT) 1,3 2.1
Entladas (lN) ),2

Mosca lnhibición Salidas (Otl'l-) 1,2 1,4

Entratlas (lN) 1,5

Mosca Interacciones Saliclas (OtJT) 2,6 2,8
Entradas (lN) 2,6

I'ez Activación Salidas (OUT) 1,2 1.8

Entradas (lN) 1.4
Pez Inhibició¡ Salidas (OLJT) 0.2 0,6

Ent¡adas (IN) 0,5
Pez Interacciones Salidas (OU I') 1,3 2.1

Entradas (lN) 1,4

5,- Gcnes candidatos a buscar

I-a constÍucción ¡,postclior análisis dc las lcdcs dc interacción génica implicadas en el desarrollo

de extremidacles prodLrcc como uno dc sus lcsultados una serie de posibles genes candidatos a buscar a

niYel dc expresiór. A continuación se plantearán los distirltos atgunrcnlos cluc sustentan el examinar la

expresión dc cicllos genes que podrian encontrarse conservados cn ambas cspccics. Daclo cluc para

ef'ectuar el BLASI bidi:cccional sc utilizar.on genes irnplicados en el desrrrollo de la pata clc Drosophilo.
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lo clue se presenla a contirluaciór1 son argumentos para.juslificar la posiblc cxprcsión de cliversos gcrtcs cn

la aleta cle pez cebra- Si bien la rna¡,lría dc ellos surge a pa ir del a¡irlisis bit¡infbn¡ático. exis¡e una

niinolia que por diversas [azones no fle considerado en este cotejo. l]ero de todos rnodos sa cncontraron

suñcicntcs razones para incluirlo cotno posibles candida«rs.

En la presente seccirin se muestran los gencs cardidatos a buscar'. Para c¿rda uno sc indica stl

nonrbrc cn Drosophild ¡, en pez cebra (cn cl cirso dc cxistir ¡¡r¿is rJe un parálogo sc ocupa un nombre

gcnólico). Referente a la conrparación de sccuencias se señalan los patii¡nctlos de % Identidad. %

Crjbefturir ¡- Valor E. Además, se indican todos los genes ql¡e tienen ef¿cto )- sobrc los (luc liene electo en

la ratl dc Drosophila. Para cada uno de estos gcncs sc scñala srl respectivo ortólogo con cxplcsiórt en Ia

alcta dc pcz cebra. en el caso que e\ista. Sc han incluido, solo a rnodo de reférencia. aqucllos posillles

ofiólogos aún no descritos en la alcta. Además, bajo el tÍtulo de 'OTI{oS ANI'ECLDEN IES" se

incluyclon cvidcncias cxperimentales encontradas cn la litcratLna que podrían ser ulilizados coltlo

argurnenlos a lalor dc 1a c'xprcsión de dicho gen cn la alcta pccbr¿il. Aquellos gen0s..iLrnto con la

infbrmación que los justiñcaba como posibles candidatos. cuya exprcsión no pudo ser verificada por

hibridación //? .r11¡1 se encuentrao descritos cn cl Apéndice lll (Cenes candidalos a buscar cuyos

erperit'rcrrto. hu lir(r\'n |ca.r/Jdo.).

5.1 .- bLtr

NOMBRE DEI- GI.,N I]N ])I]7 L-EBRA
% IDENl'It)AD
% COBERTURA
VALOR E
CONSL,ItVÁCION DE INTERACCIONES

no analiz¡rclo
no analizado
no analizado
Los oíólogos de dos getres tlc Droso¡thilct qLle ticrlcn
efccto sobre ára ¡'cinco qlrc son objetivos del nrisnro sc

cxpr.csan en la aleta del pez ccbla ( labla 9).
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Tabl¿ 9: Conserv¿ción de la red dr interacciones de úor

Genes con efecto sobre ¿al Genes obietivos de á¿r,'

Drosophila Pez cebra Drosophilq Pez ceb¡a
l.iml lifi1
doc dach EGFR EGFR
bab hth meis
ap lnxlb v lhx2 al qrx*

fasll dil dlx
chip tbd
tgo dmt

*Su expresión no se ha probado, pero mediante el análisis bioinformático se encontró su presencia en el
genoma de pez cebra o bien la literatu¡a Io sugiere.

OTROS ANTECEDENTES: Análisis filogenéticos muestran que los dos parálogos presentes en el pez

cebra, los cuales se encuentran relacionados con los genes bar en Drosophila. (Fig. 15) Colombo y col.

(2006) muesÍan los patrones de expresión hasta las 48 hpf y no se encuertra marca en Ia aleta pectoral.

Esta información es cor¡oborada mediante una comunicación personal con Alicia Colombo (Facultad de

Medicina. Universidad de Chile).

¡I'tad,r :rtrt**arrraa,

Figrrra 15: Cladograna correspondiente zl gelrr bm. Las flechas rojas señalan los paráogos de áar
presentes en pez cebra. Modificado de Rei gy col,200'7 .

I Y.!€a a.!§4!.9
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PATRÓN DE E)GRESIÓN:

Parabuscar el patrón de expresión debarhll.l (.barh|) y barhll.2 (á¿¡rñJ) se utilizó el protocolo

tradicionai de hibridación fu .y¡a. Solo se trabajó con embriones de 72 hpf. pues er esfadíos previos ya

habia sido comprobada la ausencia de expresión en Ia aleta pectoral.

El patrón de expresión encontrado en harhll.l (Fig. l6a) corresponde a una marca en fon¡a de

línea que limita son Ia pal1e posterior del ojo. Esta ma¡ca se inicia ce¡ca del oído y se extiende hasta el

ojo, llegando a.l mismo de manera perpendicular. Luego, se expande un poco hacia dorsal siguiendo el

contorno del borde dei ojo. Además, separado de la primera marca desc¡ita, en el borde dorsal de1 ojo

ariba del cristalino hay otra marca en foma de punto. Por otro lado, en 1a zona en 1a que debiese ubicarse

la aleta pectoral se ve un ensombrecimiento, el cual esta acentuado en la zona más ante or. Resulta dificit

discernir si es marca o un afiefacto de la preparación.

Para bqrthll.2 (Fig. 16b) se encuentran dos dominios de expresión adyacentes, ambos con forma

de línea. El primero, ubicado a una altura un poco más dorsal que la notocorda, se extiende desde el

comienzo de los somitos hasta poco antes del ojo. El segundo comienza un poco más hacia ¡ostral y

bordea tangencialmente por fuera el ojo hasta su zona más dorsal.

Figura 16: Eibridación ín situ de baú|Ll (barhl) y barhll.2 (áari3). Embriones de 72 hpf. (a) Vista
lateral de hibridación in situ de barhll.l (áarl¡I). Se observa maroa en la región posterior al oio (fleoha) y
ur punto en la región dorsal/central de la retina. (b) Vist¿ lateral de hibridación ii siú de barhll-z
{barhj). Se observa marca en 1a región posterior al ojo (cabeza de flecha), la cual se exüende, en una
segunda región, tangencialmente hasta la zona que se ubica dorsal a1 mismo.

ba
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5.2.- scrxo¡tlutta ( sut)

NOMBRE DEL CEN EN PEZ CEBRA

",¡ IDENTIDAD
% COBI]Ii]'URA
VALOR I)

CONSL,RVACIÓN Dt] INTIRACC IOI"'IS

alkS
57

87
3.00L-1,+4
No sc cncucntl¿t inclt¡ido en la red del desarlollo de la pata
de Drotophilu.

OTITOS ANl llcl'll)LlN l'ES; .ran codiflca para un receptor de /pp tipo l. IJxperimentos de dorrinante

ncgativo llaD dcrnoslrado cluc tlpp to cs un ligando rclcvanlc, cn condiciones ñsiológicas, cle .s ¿,r Sin

clrbar-go. sc ha dcscrito clue intensifica la scñal intracclulal tiansnriticla por el receplor r/o,(rer,,isado por'

Ralter), -y Sutherland. I 999).

I-os ortólogos de r/pp es decir bn4t2b ¡ bntpl, st se expresan cn la aleta de pez cebra. Existe una

linea InL¡tante de ¡rl,4,! en pez cebra ella es llamado lost-tfin (laJ.t. Conro par'le dcl lcnotipo sc encucntran

cmbriones clo¡salizados 1. pérdida aleta caud¡l ventral. No se h¡ ol':servado la aleta pectoral larval (r'an

Ecdcn, 1996). Adcruás. análisis lilogcnéticos dc las lirmilias dc rcccptorcs tjpo I y tipo Il agrupanjunlos a

a//r8 y ra: dentro de los feceptores de activina tipo I (Fig. L7). l'or otro lado, en la b¡se de datos Z]rlN se

cncontr.(i una sugcrente lolografia clc las hibridacioncs l, .!11¿l masivas desarrolladas por Thissc v Thisse.

(200+) (l'ig. l8). En varios cml¡riores mostrados se logra rcconoccr una marca cn la zona dordc se

cDcllcntla la alcta pcctoral. No sc cspcciñca cl cstadío.

PATRÓN DT EXPRI]SIÓN:

Iil patr'ón dc exprcsión dc cltr! luc rcporlado ¡rcrliantc dos pr.olocolos LIc hibridaciór ll ¡l¡¡¡

dil'erentes. En anrbos casos se buscó la cxprcsitin cn cmL¡tiones de 24 hpl ¡' 48 hpi A las 24 hpfningutto

de los dos protocolos reve)ó ningirn tipo dc m.uca. Dado quc cxistcn dil'crc¡rciirs cn algunos aspectos de

los patrones dc cxplcsión se expondrán anrbos resultados por sepalado.

Utilizando e1 protocolo indicado en Materialcs ) N4óloclos, sc cnconlr'(i una rralca a lo largo dc

toda la notocolda ¡" el oido (|ig. 19a). Ilsta últina m¿rrca se encL¡entra bilateraln¡cntc (Ilig. l9b). Estc

pallón prescnla una alta reproductibilidad ¡, se observa idéntico en la grau mayoría de los ernbriones.



66

Altr.abaj¡r con el plotocolo desarlollado por Fuentes r Fcrnándc2.2009 (con rniLación per:onol)

l¿r hibliclaci(¡r rcalizada con la sorda 2x presenta una leve nrarca en la aleta pectoal ) no sc obsclva narca

en la notocorda o el oído (Fig. 19c, d). Se logró aislar una dc cstas alclas ) sc cviclcnció c¡ire presenl¡ un

nrarca hornoginca cor una lcvc rna)or intensidad en Ia región distal y ccntralrproxinlal (|ig. 19fi. Al

utilizar la sonda a conccntración 4x sc obselva qlre la marca presente en la notocold¿r iunto cür L¡uo en la

alcla pccloral. Adcm¿is, sc obscrva nrarca en todo el cerebro sin poder distinguirse regiones particularcs.
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Figura 17: Cladograma correspondiente a las familias de receptor€§ Tipo I y Tipo IL En el
rectrángulo azul se muestra el clado en el que agrupa sax (D. melanogaster) y alkS (D. rerio). ErL el
rectárrgulo rojo se muestra el clado en el que appa a Wnt (D. melanogaster\ y los actr2b de H. sapiens,
C. auratus y D. rerio. Modificado de Herpin y col. (2005).
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Figura 18: Eibridación i¿ sifu masiva (Thisse y Thisse, 2004) de ¿J*8. Enmarcados en círculos
amarillos se muestran los embriones que presenfan muca de alkS en las aletas pectorales. En [a foto se
presentán embriones de diversos estadíos. Modificado de (Thisse y Thisse, 2004).

a



69

<Figura l9: Ilibridacioncs in sifu tle r¿l/i8. Ellrbriones de 43 ltpl l-as lotos (a) ¡ (b) colrcspondcn al

múlock¡ lradicional. [-as lotos (c), (d), (e) ¡' (f) corresponclcn al nrótoclo co¡¡unicado por l'uenles ¡
I-'ernández (2009). l:ln los exfcrimcrltos replesentados por las fbtos (a). (b) l'(c) sc utilizri Ia sonda'1x: en

los de las fotos (c), (d) y' (f) se ocupó 2x. (a) Vista lateral. Se obserya trarca en el oÍtlo (llccha) ! la

notocolda. (b) Vista dorsal. Sc obscrva marca en anrbos oídos (llcchas). (c) Vista l¡teral. Se ol¡se¡r'a una

lcvc marca cn la ¡rleta pecloral (cabeza dc flccha). (d) Vista dorsal. Se observa una leve ntarca cn Ia aleta
pector¿tl (cabeza de tlecha). (c) Vista lateral. Se oL¡serva marca en cerel¡ro. notocorda y alcta pectoral
(cabeza de llccha). El vitclo se degladii por electo del tratarniento. (l) AIetu pectoral aislada de enbrión
corrcspondicntc a inrágcncs (c) ¡ kl). Sc obscrva r¡arca homogónca con r¡na lcvc rna¡'or intclsidail cn la
región distal y centlal,/prox inr al.

5.3.- pu¡¡t

NOMBIIII Dlll. GllN llN PhZ CllBIt^
9; IDENTIDAI)
')i, COBI:RTURA
VALOR E
CONSERVACIOT.\ DE INTERACCIONES

uclrllb o uct 12b

16
9l
I ,00E- 109

El ortólogo dc un gcn dc D¡'osaph¡lu clü. tier c efecto sobre

llrl sc cxpr-csa en la aleta del pcz ccbla (Tabla l0).

Tabla l0: Conservación de la red de interacciones prrnl

Genes con qfecto soblc p¿li?1 (icncs obictivos dc pall
Drosophila Pez cel¡la Drosophiltt Pez cebra
tlpp bnp2/1

*Su expresión no se ha probado, pero mecliante el anirlisis bioinfonnirtico se enconr-ó su prcscncia cn el
gcnonra de pcz cebra o bien la litcratula Io sugicrc.

OTROS ANTIICEDINTES: p¡r?t concsporldc a un gcn cu¡,a cxplcsión no ha sido [epoltada

ettctivanlcrltc en cl disco imaginal de pata, sin enbargo iire incluido en la red en caliciad cle "nruy

probablc cxprcsión". Esto dcbido a que se ha descrito que cuando actúla en conjunto con lll o .!.r.r las

células rcspondcn anlc /7l7r (Penton y Hoffirann, 1996). Adenrás. la prcscncia dc líncas clonales carentes

de expresión de punt en el disco inraginal de pata tiene efectos fénotipicos. ello sugicrc quc parlc de los

r¡iemL¡ros de la cascada en la c¡uc sc cncuentra irnplicado prl¡l se encuentran en csta cstructura. Cuaodo

los clones se explesan en la zona vcntral o l¿rtelal no tienen electos en la pala adull¿1. Micrtuas quc cuando

la expresión se induce en la región clolsal. gcncra bifi¡r'cacioncs cn la pata adulta i cluplicaciones de los

peines sexuales en los m¡chos (Penlon y Ilolllrann, 1996). Rcspecto a pez cebra, se ha propueslo que

dt:ttllbfendría un rol de reoeptor tipo il para bnp2tl er vertcbrados (t.r'agaso ¡, col.. 1999). Finalnlentc.

anJrlisis tilogenéticos cle las l'anrilias dc receptoles tipo I y tipo II agrupan.juntos ¡ ¿r.r1rl1ó \ /r¿lrl derltro de

los rcccptores de activira tipo ll (Fig. l7).
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PAl'ITÓN DI] ]]XPRISIÓN:

Debido a que se pudo couseguir la sonda para los dos parálogos. .¡ctt lla \ ddtllb. se reillizaron

amb¡s hibridaciones lr? r//1/. pese a que el intc¡ és original era solo en ac¿¡ 1/ó.

+ actll[)

El patrón de expresión de 4cr'1ló se estudió a las 24 hpf1 48 hpf. Sin ernLrar-so. sollnrelte en el

úllimo licmpo sc dctcctó su cx¡rlcsión. Para lacilitar la obscrvación se retir-ó nranLralrrent. cl vitelo. El

patrón de e\presión corresponde a una conspicua marca en la aleta pectoral ¡, en el borde de la cola (f ig.

20a, b, c). l-a imagen dorsal del erlbrión (Fig.20b) sugiere que la nrarca se encontraria principalmente en

el bordc dc la alcta en la región corlespondiente al AIIR. La segunda se ubica en el borde posterior del

cucryo (Fig.20a, d). Se aprecia tanto en la zona dorsal conro venÍal y es rnás intcnsa en la cola. A lo lalgo

de la notoco|da también se puede obselvar una mu) sr¡til scñal. EI vitclo. cn tanlo. sc nrarca inlcnsarnentc,

por ello l'ue letilado.

El pan(rn de expresión de dctrllu se estudió a las 24 hpf, 48 hpf ¡ 72 lipfl A hs 2.1 hpf se

cncucntla una rnA[ca clue se extiende en todo el sistema nervioso central. Desde el cerebro anterior hasta el

cerebro posterior, luego continuárrdose en Ia notocorda. I-a marca incluso pelmite identificar claranente

donde cor¡ienzan los ronrbór¡eros. No sc cncuentran otras rrarcas (l:ig.2la). I:n los cnrbrioncs dc 48 hpf

se observa una rnarca en la notocorda y otra en lilrma cle linea en la zona posterior al ojo. Notar c¡ue en

ambos csladios cl vitclo no sc tiric (Fig.21b). Finalmcntc. cn los crnblioncs dc 72 hpfsc cncucnlril una

marca con lorna dc línc¡ dcsdc la zona del oido hasta la región que limita con el borde superior del ojo.

La uotocorda tanrbión se 1iñc un poco. Adclriis. a dililencia clc los otros dos estadios se ollserva marca de

fbndo ¡ eI \,itelo se tiñe, l-a presencia de nrarca dc fondo panicularnrcn¡c cn cstc cstadio sc obscrvó cn las

dos repeticiones que se |ealiza|o de la hibridación l/? sllx (t ig. 2Ic).
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Rigura 20: Eibridación i¿ si¡¡¿ de actrllb. Embriones sin vitelo de 48 hpf. (a) Vista lateral. Se observa
marca en la aieta pectoral (flecha) y en el borde de la cola (cabeza de flecha). (b) Vista dorsal. Se observa
la marca en las aletas pectorales (flecha) y en el borde superior de la cola (cabeza de flecha). (c) Vista
laleral. Acercamiento de la aleta pectoral (flecha). (d) Vista lalerat. Acercamiento de la cola (cabeza de
flecha).

d
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Figura 21: Hibridación in situ de ectrllá- (a) Vista lateral de embrión de 24 ltpf. Se observa marca en
todo el sistema nervioso central. (b) Vista lateral de embrión de 48 hpf. Se observa marca en forma de
línea en la zona posterior ai ojo y en la notocorda. (c) Vista lataral de embrión de 72 hpf. Se observa
marca en forma de línea en la zona posterior al ojo, la cual se prolonga por sobre el mismo. Ademas, hay
más marca de fondo que en los otros estadfos.

5.4.-fizzled (fz./fz2)

NOMBRE DEL GEN EN PEZ CEBRA frizzled&a (ft$a)
%IDENTIDAD
% COBERTURA

55

81

VALORE 2,00E-169
CONSERVACIÓN DE INTERACCIONES El ortótogo de un gen de Drosophila que tienen efecto

sobrefzJfz2 se expresa en la aleta del pez cebra (Tabla 1l).

Tabla ll: Conservación de le red de interacciones jl1lÉ2

Genes con efecto sobre É/É2 Genes obietivos de É/É2
Drosophila Pez cebra Drosophila Pez cebra
wg *nt3a d.gh dt'|2*

*Su expresión no se ha probado, pero media¡ie el análisis bioinformátioo se enoontró su presencia en el
genoma de pez cebra o bien le lit€ratura lo sugiere.

c
.
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OTROS ANTECEDENTES: En la base de datos ZFIN se ha descrito el patrón de expresión desde tas 19

hpfhasta las 72 hpfy ro se reporta marca eo la aleta pectoral (Thisse y Thisse, 2004).

PATRÓN DE E)@RESIÓN;

El patrón de expresión de.lzSa fue veriflicado para embriones de 24 hpf, .18 hpf y 72 hpf. No se

encontró un patrón significativo en los prime¡os dos estadios. A las 72 hpf se ve solo una marca muy tenue

en la notocorda, en la zo¡a posterior a1 ojo y aparentemente en el borde posterior de la coia (Fig. 22).

Figura 22: Eibridación iz si¿¿ defi8a Vista lateral de embrión de 72hpf. Se ve una marca muy tenue
en la notocorda y en la zona posterior al oj o.

5.5.- tick-veins (tkv)

NOMBRE DEL GE"N EN PEZ CEBRA
%IDENTIDAD
% COBERTT]RA
VAIORE
CONSERVACIÓN DE INTERACCIONES

bmpr I a
5t
86
8.00E- 130
El ortólogo de un gen de Drosophila que tiene efecto sobre
lff se e\presa en la aleta de) pez cebra (Tabla 12).

Tabla 12: Conservación de la red de interacciones de ,fl,

Genes con efecto sobre fl? Genes obietivos de /l-v
Drosophila Pez cebra Drosophila Pez cebra
dpp bmp2-4 mad smad*

*Su expresión no se ha probadg pero mediarite el análisis bioinformático se encontró su presencia en el
genoma de pez cebra o bien la literatura lo sugiere.

OTROS ANTECEDENTES: En la extremidad de ratón se ha descrito We f-cstenirw actia io debalo de

bm¡»1a enlaformación de AER (Soshnikova y col., 2003). En ratones mutantes condicionales de árlpr-Ia

existen problemas en la formación del AER y alteraciones en el patrón DA/ (Guha y aol.,2002).
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PATRóN DF FXI'RI.'SIóN:

El pi¡tr'ón de expresión de ¿r,prl.¡ lue verilicado par.a enrbriones de 24 hpl,:18 hpi'y 72 hpf. En el

ptimer estaclío I'crisado no se enconlri) ningÍrn tipo dc narca. Ni siclLriera. malca dc tbndo. En call]bio. en

los enrbrioncs dc 4lt hpfse encuentla una intcnsa nlarca en el oido. Esta rnarca tiene lc»rna de punto 1 se

presenta bilatclalmente. De nanera mu)r tenue sc tiñe la notocorda (1rig. lja). Adenrás. en las ristas

dorsalcs sc pucdc identificar otro sitio de expresión sobrc Ia línea media en Ia zo¡til centlalipostclior dcl

ccrcblo (Ilig. 2ib). I'robablelrrente conespondc a la zona advacente al venlrÍcLrlo dcl ccreblo posterior. No

hay presencia de marca de fondo ni larnpoco se tiile el vitelo. En los embrioncs dc 72 hplno se observa

ninguna nrarca de gran intensidad. En la zona cluc cstá directanrente at[ás de Ia rcgión vcrlt]al postcliot del

ojo, al igual que en la nolocorda se observa una n'iuy débil rrarca (Fig. 23c).

7.- Evidcncias dc I¿r actilacir'ln dc una r,ía dc scñalizitcióD

* ExprcsióD dc pSmad

Para comprobar la presencia de la fornta loslotjlada de Smad (pSmad) se realizó una

intrunohistoqulnica a ernblioncs dc 24 hpf.48 hpfy 72 hpl En los trcs casos la tinción tüe revelada con

D^B. 
^dicionalnrentc, 

sc rcpitió el plocedimiento con elTtLrrior'les dc .18 hp1. pero esta vez se reveló con

un anticuerpo fluorescenlc.

Prirnero nte rel¡riré a Ios rcsultados concspondicntcs a la inmunohistoquín¡ica revelada con

DAB. En los cmbrioncs de 24 hpfno se encontró ninguna marca signillcativa. Situació¡ dilircnte sucecle

con los ernbliones clc,1t3 hpl. En cllos sc obser.va una intensa rrarca en las aletas pectorales (Fig. 2,1a). En

las vistas dorsales (Fig.2:lc) !,sagitales (l'ig.24d) se pLledc aplccial adcnrás. clr.rc esta rnarca es trrlis

intensa cn los bo¡des de la aleta que en su centro. Adel¡iis. se ve malca cn el sistcr¡a nervioso ccntlal.

Parlicu Ial¡ner]te. ella es intensa cn los nlárscncs del cercbro posterior )'en la región entre los henisfelios

del cereL¡ro lredio (Fig. 241¡. d). En los enrbriores de 72 hpl resultó uru¡ dilícil conplctar cl tratamicnto

sin que se d¡ñar¡n o dcslruy-cran Ias alctas. Los pocos errbliones con los que se pudo linalizal cl protocokr

ro se encuentra ur'la n'larca signiñcativa cn la alela o en cualquier otra estructura.
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Figura 23: Hibridacién in situ de bmprl¿ (a) Vista lateral de embrión de 48 hpf. Se observa marca en el
oído (fleoha) y muy tenue en la noloco¡d¿. ft) Vista dorsat de ernbrión de 48 hpf Se observa ma¡ca el
oído (flechas). (c) Vista lateral de embrión de 72 hpf. Se observa marca muy tenue en la notocorda y en la
zona posterior/ventral al ojo.

Por otro ladq ¿l revela¡ l¿ inmunohistoquímica con un anficuerpo fluorescenfe resultó muy diñcil

eaconfar fluorescenciá notoriamente má,s inte sa que la marca de fondo en la aleta. Con una serie de

cortes confocales (ver Cortes.lsm) se efectuó una reoonstn cción 3D de la estructura (ver

Animación3D.lsm). En la figura 25, se puede apreciar la presencia de pSmad (verde) en la región distal de

la aleta. Ella resulia consisteate con lo observado al revelar la inmunohistoquímica con DAB. En esta

prueba no se observó lo que sucedía en el sistema nervioso central.

b

c
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a

Figura 24: Inmunohistoquímica de pSmad revelada con DAB. Embriones de 48 hpf. (a) Vista l¿teral.
Se observa marca en la aleta pectoral y muy levemente en el borde superior del cerebro posterior. (b) Vista
dorsal. Se observa una intensa marca en todo el borde del cerebro posterior (flecha negra) y en la región
entre los hemisferios del cerebro medio (flecha blanca). (c) Vista dorsal. La misma foto mostrada en (b)
con e[ foco de la imagen a nivet de las aletas pectorales (cabeza de flecha), las cuales presentan una
intensa marca. (d) Vist¿ sagitat. Se observa la marca en las aletas pectorales y en el borde del cerebro
postedor.

Figura 25: Inmunohfutoquimica de pSmad revelada con anticu€rpo secundario fluorescente-
Embri& de 48 hpf. Imagen integrada de todos los cortes confocales (ver Integrada.lsm). La foto ñuestra
un vista lateral la presencia de pSmad en las células distales de la aleta pectoral (cabeza de flecha). En la
zona ant€rior/proximal se ven dos granos de vitelo (flecha). En la zona inferior derecha se encuentra una
marca intensa de núclms celulares, ella corresponde al ojo (asterisco). En verde l¿ fluorescencia emitida
por el aaticuerpo secund¿rio, en azul la fluorescencia emitida por ToPro3, el cual üñe los núcleos
celula¡es. Barra: 1 00pm

#
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DISCUSTÓN

" Il'e .r¡/,q.g¿.r/ thot t11¡s pt¿-L:o)tbt iun oncestor L'tf ntost
prolo\loneJ dnll Ihe d¿utet oslontes possesscd clcntents ol gcnelic

ntachinety fór untl ti.l,^'h.r|e c|en borne tppenduges"

Panganiban C. Irvirrc S\{. 1.ou e C. Iloehl H. Corlc¡ LS. Shclbon B. Crcrticr JK. Ir¡llo1r .llr. Kimble .1.

\\r¿lker M. \\'l11] LiA. S\\¿Lh B.l. \'{artindalc NfQ. } Carroll Sll
- I997-

La idea de Danvin de la "descendenci¿r con rnodilicación" corresponde ¡ LLn cjc ccr]lral dcntlo de

la tcor'ía evolutiva. Implicitarnente al accplar cstc postulado sc accpla cl hccho dc quc cf¡ctivarncnte eriste

lllr.r ¿lr.'c:lri¿ u,' )u Llc l,,,ti,{ 1,,\,,r.dni\Ilu.

En basc a rnLrchas cvidcncias, entre ellas la presencia de hon'rologias. Dar* in inliliti la erislencia

de los aÍrccstlos comuncs. IIo,v sc acepta la evolución y Ia existencia de ancest¡os comunes conro un hccho

para explicar la presencia de rasgos conservados (genes, por ejenrplo). I-o clue hace 150 años cra cvaluado

colno una hipótesis. hol se considen un paladigrrra l ste se utiliza para.justiflcar la conservación cle

diférentes rasgos. en lugar de utilizar los rnisnlos corno evidencias de la evolución.

Actualmente, se busca e\plorar qué es lo que se conserva y de qué mancla. Con cspccial

referer]cia a csto irltinlo cl paleontólogo noftearrericano George G. Sirrpson. en su libro 'Terupo and

mode in evolution" ( 19.1.1). se refiere a cómo los mecanismos que opcran a nivcl nricrt¡cl'olutivo podrian

explicar los patrones nacroevolutivos. Por rnicrocvolucií¡r sc cnticndc a todos los procesos de

dive¡siiicación clue ocLrnen a Lr¡ra cscala ccológica de tierrrpo. Vale decir en miles o cienlos de años. Se

asocia a divcrgc:rcias cntlc poblaciones de una nism¿r espccie. Clhsicarucntc sc han dcfhido cuatro

tuerzas rnicroevolutivas (t'actorcs cluc cambian Ias frecuencias alélicas en las poblacioncs). Ellas son:

derirl -enicr. 5ele(\ion rJturrl. rrrirJcir,rü{ \ nrul¡1c.ñll(s.

En tanto. cl térnrino macloevollrción se ha reservado para los carrbios cllre ocLrrcn sobrc cl nivel

taxonónrico de especie Y a escalas tenrporalcs quc pucdcn alcanza[ hasta los cientos de nrillones de años.

Aqui se hace alusión a lenómenos de extinción masiva o carlrbios cvolulivos que correspond.n a

sinaponrorfias propias de grupos taxonóuicos supcriores. Se pucde rncncionar cl origcn dcl pclo o Ia
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aparición de las flores. No obstante. esta sepirración conceptLral no es consensriada en la cornunidad

cierrtífica. E\isten algunos c1ue. al igual que Sinrpson. postulan que existe una independencia en la escala

teruporal ¿r 1a quc sc vc cl canrbio evolutivo (Leroi, 2000). sin embalgo otros postulan que existen

mecanismos dilelentes en nricr'o v rnacloevr¡lución (Envin,2000).

Dcsdc hace siglos. csludios dc cnrbriologia han scrvido para conrprencler procesos dc

djversillc¿rción que involucran los grandes grupos zoológicos. []n cl¿isico c'jcmplo dc csto coresponde a Ia

le¡,biogerrética de Ilrnst Haeckcl. "la ontogc¡ia rccapitula Ia ñlogenia" (1892). ia cual se rcflere a como

en los estadios rnás tenrpranos de dcsar'1ollo cr.isten rna¡,ores silnilitudes entre los dislinlos vcltcbrados,

mientrirs que las dit'erencias aparecen más taldÍarncntc. Dc csta rnancra sucederÍa una recapitulacitin" dc

la filogenia durante el desarrollo fétal. No ot¡stantc, arios dcspLrós csta máxinla sería lefraseada por Walter

Garnstag. 'la ontogenia no recapitula la filogcnia. )a crca" (1922). Adcrnlls, conccptos conro

"pcclornórl'osis", "hctcroclonÍa" c incluso 'honrología" fueron arnpliamente des¿rrrollados cn cl carlpo de

1a enrbriologia por Si¡ Gavin Dc Bccr (l Iall, 2000).

^ctualnrente. 
sc ha rcc]nplazado el término embriologia" por 'biologÍa del desarrollo".

Asociado a eslo hav una sc¡ic dc nuevas aproximaciones al estudio del desarlollo. Muchas cle cllas son

técnicas (biología molccula¡. l¡ioinfonnática. enhe otras) )'1o nLrevas preguntas (vías de señalizacitin, rolcs

de genes panicularcs. cstudio dc nlular'rtes. etc). En tanto, todos los estudios evolutivos dcl dcsar'¡ollo sc

han agrupado bajo cl nonrbrc dc "EvoDcvo" (del inglés, Evolution & Developrncnt) (RalTl'col.. 1999).

[]na clc las lbrrnas en las que se desarrolla 1a invcstigación en el ''BvoDevo" consistc cn cxplicar

nrecanísticanlcntc patr.oncs dc cambio rnorfológico encontr¡dos en el rcllisho lIsil (Rall.2007). Sin

enrbargo. cvidcncia dcl dcsarrollo larlbién puede llevar-a suponer la cxistcncia dc orgartisnros ancestrales.

Este es el caso 'Je Urbilaleritt (Dc Robcrtis )' Sasai. 1996).

En este trabaio de lesis sc buscó estudiar un [asgo ]larticular dc cstc ancestro ]lipotético. sus

apéndices. l'ara ello se ha conrpalado la red de interacciones génicas asociadas a la fornración dc los

nrisrnos cn artrópodos (D. nrcldnagdsler) ¡, vertcblados lD. rcrtoJ. Adenrás. se realizaton cxpctirncntos

para con-oboral plccliccioncs ¡calizadas a parlir de la consh'ucción de las icdes.
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l.- Construcción de Ias redes de interacción génica

l.l.- Modclos r¡tiliz¡dos

Utilizando la gr¿rn cantidad rlc inir¡r¡acit!n clisponible se constrllyelorl 2 recles de irlerircciórl

génica. Una asociada al desarrollo .le Ia patii de Drosophila l la otra a la aleta pecloral <1e pcz ccbra. Si

bien la elección de los organisrros a cstudiar se basti en la disponibilidad de infornación ) slr respcctiva

ubicación en la filogenia. Es necesario considclar quc pol tralalse de solo dos organisnros parte de las

conclusiones pueden encontrarse sesgadas por rasgos delivaclos.

AsÍ rcsulta inevitable r¡encionar clue el rnodo de desarrollo quc poscc Dt'osophilo corrcsponde a

una particularidad entle los inscctos (r'evisado por Moczck,2006). Además, el primer fósil perteneciente al

orden se ercuertr.a recién en cl Triásico sr.rpclior hacc 225 ruillones de años ('l)ee of l-ife ri.eb site). l'or lo

tanto. corrcsponclc a un gr-upo r-elativamente derivado. Considerando solo el sirbph¡-lum lnsccta, el

organisnro idcal ¡ cstudial podría haber correspondido a un Archeognatlra. Estc cs cl grupo hcrnrano dcl

clado lornraclo por los'lhvsanura (pececillos de plata) ) Ptcrigotos (inscctos con alas). Su registro fósi1

más antiguo colresponde al Devónico tempr¿rno (390 rrillones de arios) cn QLróbcc. Canadá (Labanclcila y

col., 1988). Aclcurils, los Archeognatha retienen rasg.os mul l¡asales corno apéndices abdominales. los

cuales podrirn cor|esponder a rcmanentes ancestralcs de extlcuridadcs (Trcc o1' Lili u cb sitc).

Er'r tanto. un pez ideal pala tealizar el estudio habría concspondido a un condtictio. Las cscamas

lnás antiguas asociadas a un putativo condrictio son del Ordovicico tardio (45i millones de.rños) eD

Colorado (IjE.t]t-r) (Sansom y col.. 1996). Mientras que el fósil articulado más antiguo conocldo es

Doliotltts problen t/1/cll.r (Devónico ternprano.4l9 rnillones de años). el cual presenta por pr-inrcla vcz

alctasicspinas pccloralcs. Dc hccho. actualrncntc sc cstá rcxlizando invcstigación asociada al origen de las

c\tlcmidades en valias especies de cond¡ictios (Leut:L¡rLtlo er¡ndceoc y Scrliothinu.s ca,icrildl (Nicholas ¡-

Currie, 2007; Gillis y co1..2009).

I)ese a lo anterior. resulta indudairle qLre la gran cantidad de información v herranrientas asociadas

al cstudio dc D nelanogosfery D rerio, Ios convicrtcn. cn un scntido práctico. cn los mc]orcs modelos
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para responcler este tipo clc prcguntds. Dc hccho, la inl'o¡ración gcncrada a p0diI de esta conrparación

pucdc scrvir conro una'glria heuristica" para t'uturas investignciones er grupos más basalcs.

1.2.- Forma de construir la rcd

Las redes génicas constluiclas se lciacionan a la constitución de una estrLrctura macroscópica cn la

que esthn involucrados muchos glu¡:ros celulares. I-ln una situacitin ideal seria espelable clue la rerJ génica

dicra cucnta dc dichos procesos dc dif-crcnciación fina. Sin cnrbargo. csto sc cscapa dcl intcrós por cl cual

füe construida la red y para lograrlo se requeriría rnucha más infbr¡ración que la disponible. La red tuc

construida para comparar el establecirniento de los ejes v los procesos de crecir¡iento ternprano. l} estos

estadÍos dichas estructuras no presenta una difilenciación celular tan compleja corno eo los llolrentos

más tardíos. Por ello es posible hacer esla aploxinracióD (la rcd).

Por otro lado, al rnomento de construir Ia red se siguielon cieltas ''r'cglas" pala nrantcner una

honogeneidad de critclios cn la forrra dc plocesar Ia inlornración. Esto pcruitió condcnsar gran cantidad

dc inloruación. sin embargo se perdieron muchos de¡alles propios del fenónreno. Asi. pol ejerrplo. en la

rcd se catalogan como inhibiciones fénómenos tan dif'erentes como proteólisis, represitin d,. la

transcripciírn, sccucstro de proteínas en un cumplejo, etc. Algo sinrilar ocurre con las activaciones. l,as

consecuencias que eslo pucdc tcnel cn la conrparación se lclacioncn con una sobrc simplilicación de las

interaccioncs obsclvadas ¡,con cllo Ia posibilidad de llegar a conclusiones incompletas o sesgadas.

I{elacio¡rado col estas ''reglas" se encuentr-a el hecho de que no se considerri incluir a proccsos

como un tipo de noclos clenho de la rcd, dc csla rranera las intcracciones fucrorl dilectirnrerte enlte los

distintos gcncs. Esto l'csulta lru) irnpoftante al l1'lorrento de evalual paránletros de la red conlo la

conect¿rncja. Ln primer Lugar. al no incluir procesos como un nodo, se gcncra una lcd dc tipo unipartita.

Esto significa que todos sus nodos son equivalentes. Aden¡ás. csta dccisión ticne conscclrcncias al

momcnk) dc cvaluar la concctividacl. En la Fig. 7a se nluestr'¡ un ejemplo en el clue varias proteinas (A, B,

C, D ¡ E) fbrman un complejo que mediirnte ia proletilisis .le otr¿r proteina (X) la inhibcn. Se optó por

lcprcscntarlo cor.no una inhibición dc cada una st¡brc X. Sin cmbargo, poclria habcrse dibujado de nr¿nera

que toclas las proteinas irDplicadas en el complejo dc p|otcólisis sc aglupan en un rodo qlre representa al

proceso v este illtinro nodo sea el que ejerce la inhibición. Notar ql¡e en el primer caso tiere solarrente
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cinco entradas (lN). mienf.as que en el segLlndo. solo una. Debido a qLle el iÍlterés se [elacionaba con las

interaccioncs génicas se dio preferencia a Ia i¡ltima forrra de representación descrita.

Una cuarta observación er la que es necesario insistir se reliere a la dependencia del

cor'rocimiento actual. UsLlalnlentc el estlrdio de Lln orgar]ismo se rcaliza clr base a lo que sc conoccr ot[o-

Por tanto es esperable que rnucl'ros de los genes estudiados cn Drosophilo poslcriormcntc scan

investigados en el pez cebra. Esta dinámica hace rruy posible que cl porccntajc dc los gcncs consclvados

encontrados (60%) esté sobre representado |espccto al total rcal. Esla "flita cie muestreo' lambién es un

problema presentc cn las tcdcs dc polinizacirin o hóficas descritas en Ia ecolosia (corrLrnicación pcrsonal

Prolesor Rodrigo Ilarros).

Directanente vinculado con lo anteriol sc cncuentran las limitaciones asoci¿rdas a que es posible

)'que no. respecto de l¿s redes consh.uid¡s. Una apro\irraci(in cluc ha siclo descrita pol Stuan Kaulllnan

(2008) consiste elr tratar de simular la dinárnica dc la rcd mccljaDtc rcdcs booleanas. I:sta metodologia no

fle explorada rnayor.nlcntc, dcbido a la sran cantidad de aproxinraciones efcctLradas al morrcnto dc

constrL¡ir la fed. Entre las que podrÍan tcncl una lna\or iDllucncia al r¡on]ento de hacer una simLrlación se

encucnlr'an la f'alta de infbn¡ación referente a: (i) intermediarios en las intcraccioncs. (ii) cl ticmpo c¡uc las

distintas protcÍnas cstán activ¿rs. (iii) da«rs cuantitativos de los njveles de expresión (gladientes

rnorfbgénicos) r'(iv) cuales son los genes con nra)ot rclevancia cn la activación o inhibiciiin dc o¡'os

genes. Adcmás. seria necesario tener claridad sobre la sucesión temporal cxacta dc las distintas

intelaccioles. l)or todo Io anierior, los análisis clue se lilcieron sc [clacionaron con rlcscribir la firn¡a cn la

que se daban las conexiolies. Asi el grafo generado podria clasificarse corlo un "proto-rlodelo' o uri

cscluema para buscar serne-janzas t dif'erencias. enh-e las redes.

2.- Conrparación de l:rs rcdcs

2,1,- .,Qué comparar y qué considerar?

Ln la introdllcción fue descrit¡ la base morfológica asociada al desarrollo de la pata de

Drt¡¡t¡philo ), la aleta del pez cebra. Existe L¡ra gran cantidad de diferelci¡s. La primera de ellas

colresponde al tipo de desar-rollo cluc cada uno dc cslos anirnales tiene. [n e] caso de la nrosca hav un



clesal'ollo holonretábolo que pasa por divclsos cstadíos larvalios. Asociaclo a eslas nrudas I cl paso pol

Lrna pupa surge la pata. En cl pcz c\iste un desarrollo directo ), pese a que la aleta lar\,¿il no es cxactamcntc

Ia que presentará cl adulto las modiflcaciones morfblógicas no son tan prolundas como cn el otlo caso

(Granclel I Schullc-Mclker, 1998). Por otro lado, en el clesan'ollo clc la aleta sr¡cede una serie de

intcraccioncs inductivas entrc cc¡odcrma v nlcsodcrma. Aclcnlás, dc jugar un rol inrportantc nroliculas

originadas en el mesodernro somítico, placa Iatclal dcl rncsode¡-mo ) tr'resodernro intcrmcdio. Eu

Drosophíla. resulta imposible identilicar ninguno de estos teiidos. ¡rues ellos son caractcristicos de los

ve:'tebrados. Adernás. la fbrua en la quc sc da cl cstablcciuricnto de patr-ones en la pata de la ruosca cs

dif'erente a como sucede en la aleta del pez. La prcscncia de un disco imaginal plano hace quc aqucllo que

cs ccntr.al cn cl discr¡ sea distal en la pata y lo cluc cs pclilérico proximal. I(especto a la disposici(rn

relativa de los ejes A,/l'_r- Di V no ha\, lantils dil¡r'encias.

Dadas cstas profundas diferencias resulta uruy dilicil cornpalar cl dcsarrollo de anlbas

eslrLtcturas. A dile¡encia de lo que sucedc cuando sc conrpatan las extrenidades de pcccs con tctrápodos o

los distintos tipos de patas en insectos. Por cllo lcsulta conrprensible que cllisicanrentc scan consideradas

convergencias sin ningún tipo dc anccsllia con'rún.

No obslaDlc. cxisle un aspecto en el desarrollo de arnbas estructuras en cl cual sc han cncontrado

rra¡ ole s sirrilitudes ('l'abin y col., 1999). Estc cotresponde a los genes implicados en la lbnnación de

patrones ),otros f¡ctores dc hanscrillción. Irn este aspecto Ia sola expresión de un gcn rcsulta pocil

infbrmativa, pues muchas protcinas poseen roles pleiotrópicos.

Esta situación lleva a que se buscluc no solo la existencia de genes comuncs. sino clue ura

ilttet acción flncional conservada. Siguicndo el lazonamiento de que a una maYor conservación de genes ¡

sus respectivas inleraccioncs. rcsulta menos probable estar ltcntc a muchas f'unciones plciottópicas. Por

eslo la comparación quc sc llevará a cabo ser/r a nir,cl de las redes de interacción gónica.

Antes de comenza!-la cornparación es ncccsario reltrilse a las dul'rlicacioncs ganicas y el et-ecto

c¡uc Ias mlsnras ticncn soble las redes. A grandes rasgos se pucdcn dcscribir dos Inecanismos por el cual

ocur¡en las duplicaciones. Iil prinrero ocunc a nivcl de genes particulares. Iisto puedc ocun-il por euores

en el entrec ruzanr iento (c/'o.r,!lrg-or¿r) (revisado por Crifllth ¡ col., 2005). Micrltliis qL¡c el otro
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mecanismo se asocia del proceso de especiación por poliploidia. Ello consiste en un fe¡lómeno raro err los

animales, pero muy fiecuente en las plantas. En él ocurre un problerna en la meiosis durar)te Ia disyunciórl

de los cro¡nosomas. Normalmente, si esto ocunc en un solo gameto surgirán complicaciones cuando el

huevo fecundado efectúe las mitosis propias del clivaje. Sin embargo, hay oh-os casos en los que se genera

un individuo viable el cual inmediatamenta posee una dotación doble de c¡omosomas que sus padres. Esta

condición produce un aislamicnto reproductivo que imposibilita el cruzarse con los organismos de la

misma espccie que la de sus padres (Solomon y cols., 2001). A nivel de los gcnes probablemente las

consecuencias sean similares a las duplicaciones de genes particularcs.

La primera consecuencia de la duplicación génica corespondc a utra redurdancia funciona]. De

esta manera lo que antes hacía un solo gen ahora lo hacen dos. Esto cn algunos casos podría tener

consecuencias asociadas a efectos de dosis. No obstante, csto seria una situación más bien transitoria.

Análisis efectuados sobre los genes dup)icados en el genoma de levadura denruestran que solo en aquellos

duplicados recientemente (K.l < 0,5) la fracción de las interacciones compafiidas (0 cs moderadamentc

alta (0,5<f<0,6), mientras que entre los duplicados más distantes (K<0,15) se comparte nreÍros del l5yo de

las interacciones. La ventana temporal en la que ocurre esto es de aproximadamcnte 50 millones dc años.

En este estudio evidencian la aparición de 270 nuevas interacciones entre los 3,14 x 105 posiblcs pares de

proteÍnas por millón de años. Lo interesante es que la estructura global de la red no se modiñca de manera

drástica, debido a que las distintas funciones divcrgen rápidamente. Dicho de otra manera, la divergencia

funcional amortigua el efecto que la duplicación génica tendria sobre la distribución de grados en la red

(Wagner,2003).

Se ltan descrito dos condiciones que permiten a las redes que la distribución de sus gtados

mantenga una distribución de ley de potencia (power-lnv distribúioiz). Ellas son: ( I ) añadir nuevos nodos

a la red y (2) que la probabilidad de que estos nuevos nodos interactúen con los Dodos altamente

conectados sea mayor que Ia probabilidad de que lo hagan con los menonnente conectados ("principio del

enriquecimiento"). La primera condición se ha logrado probar y para la segunda pese a no tenerse

'K. o dS: corresponde a una medida de las sustituciones en la secucncia nucleotidicas que no afectan la

co¡nposición amino acídica de la proteftra.
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suficientes datos, con los quc se poseen se obse¡va una fuefie tcndencia lincal (Wagncr,2003). Notar que

todo esto se ha hecho en base a redcs de interacción de doble hibrido en levadura.

De esta nlanera, los genes duplicados pucden tcner diferentes dcstinos, tomando nuevas h¡ncioncs

(neoluncionalización), que las funciones originales del gen anccstral se paft¡cionen cntre los nuevos

duplicados (subfuncionalización) o que una de las copias degenere y se pierda (Cresko y col., 2003).

En vertebrados también se ha documentado el fcnómeno de la duplicación génica. En particular,

bien conocido es el caso de la duplicación a nivel de todo cl genoma que sucedc hacia la base de Ia

radiación de los actinopterigios hace más de 300 rnillones de años (Taylor y col., 2003). Esto cxplica Ia

presencia de varios parálogos para un misnro gen en los genomas de los peccs. Un par de ejcmplos son:

sox9a y sox9b (Cresko y col., 2003) o fglSa y .fgl8ó (Jovelin y col., 2007).

Pese a que parámetros globalcs de la red, como la distribución de grados, se mantiencn incluso

ante un evento de duplicación génica, a nivcl de interaccioncs particulares se encontrarán difcrencias.

Ellas se evidcncian en los casos en los que aún existe rcdundancia génica o ha succdido un signiflcativo

cambio en Ia funcionalidad pese a variacioncs menores cn la secuencia. Dado que el nirmero de proteinas

que se estudiarán en las redcs construidas es pequcño, casos como los mencionados son muy rotorios.

[,a situación en la que esto se hace más evidente es al momento dc tratar de asignar ortólogos

únicos a genes presentes en Drosophila. Ello resulta irnpracticablc dado que en varias ocasiones más de

una secuencia presenta altos y similares porcentajcs de identidad.

2.2.- Comparación cualitativa de las rcdes

La mayoria de las similitudes enconúadas entre las dos redes de interacción génica se relacionan

con vias de señalización comunes. La vía de Hh/Shh incluso presenta semejanza respecto a las

orientaciones respectivas a los ejes de la extremidad. Presentando hh/shh \¡a expresión en la zona

posterior (Capdevila y Johnson,2000), Sin embargo, una de las principales diferencias se relaciona con la

forma en la que se activa la vía. En el pez cebra tiene una capital importancia el RA y dH,4rVD (revisado

por Mercader,2007), pero estos elementos no se han encontmdo descritos en el disco imaginal dc pata.

Otra diferencia se relaciona con los genes que son activados por la via, En el pez cebra se ha descrito un
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importante rol asociado a activaciones e inhibiciones de gencs Hox. En Drosophila, no se ha enconfado

alusión a algo similar. Una tercera diferencia, anticipada en la sección anterior, se relaciona con la

existencia de varios par'álogos en el pez cebra. Por ejemplo, dosptc (ptcl y ptc2). tres g1l (gill, gli2 y gli3)

o lres hh (shh, ihh y n,hh).No obstante, Ia forma general de acción de Ia vía de Hh/Shh es conservada.

Respecto a las via de Dpp/Bnp y Wg/Wnt también se encucntran clementos de las mismas e¡r

ambas estructuras. Sin embargo, en el pez cebra no es común que se repofie alguna expresión génica en

términos de dorsal o ventral, po¡ ¡o tanto ello no pudo ser conoborado. No obstante, en tetrápodos csta

información si es reportada efectivamente, en este grupo de animales se encuer)tra que las vias de

señalización tienen una ubicación invertida respecto de los insectos.

Resulta muy dificil referirse a una comparación a nivel de todos los cornpolentes particulares de

las vias de señalización, debido a que no se encuentran equivalenteme¡lte descritos. Rclerente a la via de

Wg¡lvnt, para la aleta pectoral del pez cebra solo se ha descrito la prcsencia de algunos genes de ligandos

6rnt2b (Mercadq y col., 2006), rrrl3a (revisado por Ng y col., 2002) y vntTo (revisado por Mercader,

2007)) y tc/7, el cual participa en el complejo que estimula la transcripción. Por su parte, en Drosophila,

se ha descrito presencia del ligando (rlg). Respecto a la vía Dpp/Bmp la situación es similar, Se ha

descrito la presencia de los ligandos (dpp y bnp2-4), mas no el resto de la via. Salvo por uno de Ios genes

obj etivos de dpp llamado om b, el cual al igual que su respectivo ortólo go, tbx2- 3, en pez cebra se expresa

en la extremidad (Ruvinsky y col., 2000; Robeiro y col., 2007). Es relevante mencionar que la proteína

Dpp/Brnp2-4 peúenece a la familia TGF-p, la cual se encuentra prcsente en los animales radiados y

bilaterales, involucrada en procesos claves en los metazoos (revisado por Herpin y col., 2005). En tanto,

expresándose en el disco imaginal de pata y participación descrita en las tres vías de scñalización se

encuentra engroiled (revisado por Kyoda y col., I999; r'evisado por Angelini y Kaufuran, 2005), uno de

cuyos parálogos (ergl) también están en la aleta del pezcebra(Hattay col., 1991;Neumann y col., I999).

En Drosophila, se ha descrito que los HSPG son necesarios para el funcionaniento de las vías de

Dpp, Hh y Wg (Bornemann y col., 2004). Equivalentemente, en el pez cebra hay presencia de HSPG en la

aleta pectoral (Norton y col., 2005). Muy posiblemente tenga un rol similar. Dc hecho, mutantes en las
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enzimas in'rplicadas en su síntesis (el mutante da,t presenta un delecto er ext2iy el mutante óo"rer, posee

un def'ecto en exfl3) hay problemas er el desarollo de la aleta pectoral.

En el desarlollo de ambas estructuras sc enconíaron reccptores tirosina quinasa (lt'lK). En

particular, en ccntro dcl disco imaginal de la pata de la rnosca se encuentra EGf? adcmás dc una serie de

protcinas asociados (Vn, Rho, Ru, Klu y TIh). En la aleta del pez cebra se ha e¡contrado DGFll al igual

que otros receptoles tirosina quinasa (RTK),.[gli2 y /9rt'2c (Harvcy y col., 2004; Nor«rn y col., 2005). Los

ligandos de cstos dos últimos correspondcrr a p¡'oteínas lrgl. Ellos son de una gran impoftancia en el

desarollo de la aleta. Mutaciones de las nlismas llevan a alteraciones nlayoles cn la cstructura. Por

ejernplo, cn el mutantes ika (§/2a) falla la lormación dcl AER, mientras que en el dqe (rftfi 0) no se

desarolla la yema de la aleta. En Drosophila, no se encuentra una familia de genes con roles equivalentes.

Pero, cn ambas estructuras se han descrito antagonistas de la vía (s4y'.ipry2-l) (Fürthauer y col., 2004).

Además, se ha descrito la existencia de dos circuitos de interacciones bien conservados. En el

printero dc ellos se encuentran irnplicados tres genes htllneis - exd/pbx tsh/tshl. Seg,()n lo que se ha

descrito en Drosophila, hth estimtla la translocación al núcleo de e,rd y este último activa a ¡si, la cual se

une al DNA. Existe evidencia de que algo similal sucedc en el pez ccbra, EI segundo circuito conservado,

coffesponde al establecido pot ss/dhr - tgo/dt'nL. El prirnel cornponcnte (s/a,4r) se une al segundo

(tgo/drnt) el cual entra al núcleo y activa la transcripción de genes. Un aspecto quc resulta interesante,

corresponde a Ia presencia de omólogos de hth y ss en el pez cebra. Llama la atención el hecho de que

estos genes sean descritos, en Drosophila, con]o selectores homeóticos que otorgan idcntidad a una

estructura anccstral (g,.o¡l,?d rtate appendage). La presencia de ellos en la aleta del pez ccbra se pucde

jnterpretar dc dos formas: (l) la divergencia entre artrópodos y veñebrados fue posterior a que dichos

genes tomaran un rol en la especificación de extremidades o (2) ambos gerres fueron reclutados posterior a

la divergcncia en la evolución dc los vertebrados. Notar quc Ia primera opción, rcquiere que et modelo

planteado para exp licar la diferenciación de la pata de Dros ophila s,ca ciefio (Duncan y col., I 998).

lnteresantementc, se ha descrito un caso de una proteina conservada, cuyos onólogos en

vertebrado parecieran haber sufrido un proceso dc sublunciorralizac ¡ón. Esta proteína es ap, ella en el ala

de Drosophilo se asocia a c¡ecimiento y diferenciación. Mientras quc en la extremidad de vcftebrados,
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lnxl tie¡e un rol asociado a la diferenciación dorsal y //rx2 se rclaciona con crecinricnto (Milán y col.,

2001). Notar que furxl no coresponde a un oflólogo real de ap, pese a compaÍir un I-lM honreodominio.

De todos modos, ap se expresa en la pafa (le Drosophila (revisado por Kojima,2004) y 1f:r.? se ha descrito

en la aleta pectoral de pez cebra (Seth y col.,2006),

Respecto a los factores de transcripción se encuentran varios ejemplos de conse¡vación:

cll/hoxl 1, msh/msx, dll/dlx, odd/osr2 y D-tpl/sp9. Notar que en el caso de dl! y msh existe más de un

parálogo en el pez cebra. Situación similar se encuentra con el co-represor transcripcional dac y el co-

factor transcripcional ch¡p. En ambos, casos existen más de un parálogo descrito en el pez cebra. No

obstante, no están reportadas mayores diferencias funcionales.

En la litcratura asociada a Drosophila, no se encontraron los patrones de expresión en disco

imaginal dc casi ninguno de los ortólogos de los genes Hox presentes en la aleta del pez cebra. Sin

embargo, se ha comparado la presencia de los genes implicados en la polarización PlD (dll, exd, dac, al,

bab) con el rol que cumplen los genes É1o.r cn los distintos segmentos de la extremidad de vertebrado

(Couso y Bishop, 1998).

Los grupos de gencs que se encontraron conservados son muy similares a los descritos por Pueyo

y Couso (2005) en un trabajo de revisión en el cual comparan la pata de Drosopl la con la extremidad de

un tetrápodo. Dado que el desanollo temprano es similar en tetrápodos y actinopterigios, cl trabajo de tesis

aquí desanollado tiene grandes similitudes con aquel recién citado, Las principales diferencias se ¡efieren

a los genes y procesos implicados en el desarlollo del autópodo. Sin embargo, este proceso es tan tardío

que no se consideró la expresión de genes en un estadío equivalente en el pez cebra. Una segunda

diferencia se relaciona con la consideración de algunos genes quc no son mencionados en el trabajo de

Pueyo y Couso (2005). Entre ellos están EG FMECFR, chip/lbd, sty/sp4,, D-sp I/sp8. ss/atu y tgo/ornt. Sin

embargo, al buscar la expresión de los mismos en tetrápodos se encuenfra que Jpryl-2-l (Goldtnan y col.,

2000) y sp8 (Kawakami y col., 2004) se expresa en ratón. Situación diferente sucede con EGFMEAFR,

ss/ahr y tgo/arnt. Llama la atención Ia ausencia del circuito de interacción compucsto por afu y arnt. Ello

podria corresponder a una diferencia en la red de interacc¡oncs génicas entre peces y tetrápodos. No

obstante, el conocimiento actual es muy preliminar para afirmarlo ceftemmente. De todos modos, rcsulta
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interesante quc dos proteínas involucradas en activar transcripción se encuentren explesadas en

extremidades de peces e insectos y no en tetrápodos. Posiblemente, estos genes en pez cebra tengan

implicancias a nivel muy particular, más que en el establecirniento de patrores en la aleta. De hecho, la

mayoría de sus estudios los relacionan con lespuesta a contaminantes (Andreasen y col., 2002).

2.3.- Comparación cuant¡tativa de Ias rcdes

Conectqnc¡q

La primera medida que se utilizó para conrpaLar las ledes génicas fuc su conectancia. Ella en

todos los casos analizados resultó ser menor a un l0%, lo cual se encuentra dentro de los rangos normales

etrcontrados en diversas redes biológicas (comunicación personal Profesor Rodrigo Ramos). Al cornparar

las conectancias calculadas a partir de las maÍices de Mosca y Mosca cornpleta, se encuentra que en los

trcs casos calculados (Activaciones, tnhibiciones e Interacciones) ella es mayor en las matr ices de Mosca.

Recordar que cn esta matriz se omitieron aquellos genes que sin ser explícitamente descrito su patrón de

expresión en el disco irraginal dc pata, se habían incluido por penenecer a vias de señalización en las que

varios de sus componentes estaban descritos. El aumento en la conectancia en las matrices de Mosca

implica que los genes incluidos arbitrariamente se encontraban pobremente conectados (explicable por la

falta de estudio de los mismos), Por lo tanto, su efecto en la conectancia se relacionaba con disminuir el

número de interacciones porcentuales respecto al total posible. Recordar que el número de interacciones

máximas posibles sigue una ley cuadrática cuya base es el número de nodos (n2). Esta situación resulta

esperable, pues los genes incluidos arbitrariamente solo poseían las interaccioncs descritas en sus

respeclivas vias de señalización.

Por otro lado, las colrcctancias reportadas en las tres matrices de Pez son menores que sus

equivalentes tanto en Mosca como en Mosca completa. Ello se puede explicar por el hccho de quc existen

menos estudios en este modelo. Por ello gran cantidad de interaccio¡les no se han reportado aún. Dado que

en pez cebra se encuentran varios genes con más de un parálogo sería interesante evaluar cual es el efecto

dc las duplicaciones de ge¡res en una red de interacción génica.
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Un efecto similar podría justificar el hccho dc que en las tres mah'ices principales estud¡adas

(Mosca, Mosca Completa y Pez), la matriz de inhibiciones siernpre posee una conectancia menor que la de

activaciones. Ello llega a ser de un orden de magnitud en el caso de Pez. Sin que pueda ser probado

estadisticamente, pareciera ser que las inhibiciones resultan ser más difíciles de identificar que los efectos

de activación. Por ejemplo, antes de 2008 sc pensaba que dac activaba a dll. En tanfo ambos genes eran

activados por dpp y reprimidos por ár* (Fig. 26a). Pero en 2008, Estella y col. describen una nueva

organización para este circuito, ár* seguiría actuando como represor dc dll y doc. Sin embargo, dpp no

tendría efecto directo en la activación de d//, sino que actuaría como represor de ár*. Así Ia activación de

dpp coresponde a la inhibición de un inhibidor (Fig. 26b)- Por lo tanto, las activaciones podrían

encontrarse sobre representadas, mientras que las inhibiciones sub represenradas. Notar que el número de

interacciones inhibitorias en la matriz de pez cebra representan solo el l27o dc las interacciones totales. En

las matrices de Drosophila, en cambio, bo¡dean el 507o. De todos modos, no hay razones para suponer que

una distribución equivalente entre inhibiciones y activaciones sea un resultado esperable.

Distribución de grados

Al hacer un histograma de f¡ecuencias de los grados (nrlmero de interacc¡ones) que tienen los

nodos en una red, es posible visualizar que conectividad es la más frecuente. En la mayoría de las redes

estudiadas se ha encontrado que al lransfomar dicho gráfico en una escala de doble logaritmo se obtiene

una línea recta. A esto se le ha llamado distribución de ley de potencia (pol,er-latv distribution) (revisado

por Junker, 2008). Este tipo de gráfico se hizo para las matrices construidas. Notar quc por cada matriz se

pueden obtener dos gráficos, uno correspondiente a todas las entradas (tN) y otro conespondiente a las

salidas (OUT). Por lo tanto, se obtienen l8 gáficos. Con ellos se hacen 2 análisis.

El primero consiste en efectuar una regresión lineal y comparar los diferentes R2, los cuales

representan la propolción de la variabilidad total que es explicada por la regresión. Pcse a obtenerse en

general valores altos (R50,80), en varios casos (Mosca Completa Act¡vación lN; Mosca Completa

lnhibición IN; Pez Activación OUT; Mosca Completa lnteracciones IN/OUT; Mosca lnteracciones

IN/OUT; Pez Activación OUT; Pez Interacciones OUT) pareciera ser que la regresión lineal no es la más

adecuada. Sin ernbargo, no se efectuaron pruebas de bondad de ajuste para encontrar el mejor modelo.
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Ello no fue considerado necesariq ya que se üenen muy pocos datos como para poder afirmar que ellos

siguen una distribución de ley de potencia (se necesitarian puntos en tres órdenes de magnitud distintos).

Por tanto, se consideró como suficiente el ver que hay una tendenc¡a a ¡a regresión lineal, por tanto a una

distribución de ley de potencia.

affi
hrk _LJ I I (antes 2oo8)

d,t' ; dr

b-___J r --_-l
br¡ _l_-1, _|-1' (2008)

dp, ; dr

Figura 26: Modific¡ción de una red en función de nuevo conocimiento. Se muestra el ejemplo de red
en la que se encuentra que lo que una activación corresponde a una inhibición de una inhibición. (a)
Supuesta esmrctura de la red hasta el año 2008. O) Estructura de la red según conocimiento actual,
publicado por Estella y col. (2008)

El segundo análisis consistió en compara¡ la homogeneidad de pendientes en los gráficos

generados a partir de las matrices denominadas "[nteraccione§'. Se encontró que t¿nto en los gráficos de

entradas (IN) como en los de salidas (OUT) respectivos a las matrices de Mosca y Mosca Completa no

hay diferencias signihcativas (Tabla 9). Ello significa que la forma en la que cambian las f¡ecuencias

acumüadas respecto al grado es igual al considerar solo las activaciones o solo las inhibiciones, en ambas

matrices. Por lo tanto, la inclusión arbitr¿ria de 18 genes no tiene un efecto significativo en la forma que

cambia la frecuencia de los grados.

E[ hecho de no enconlrar diferencias signiñcativas entre las pendientes del gr¡ifico IN y OUT no

es necesariamente esperablg pues se pueden dar casos de genes que reciban muchas interacciones

(activaciones o inhibiciones), pero no ejerzan efectos sobre ningún otro; o viceversa. Sin que se haya

hecho esta prueb¿ en los gráficos de Pez se encontró que en la matriz de las activaciones existe un nodo

muy conectado, Éste corresponde a shh y la mayoría de nodos con los que interactúa se trat¿n de genes

Hox. En el gráfico correspondiente a las entradas (IN), no se observa ningún nodo tan conectado y se ve

que hay una variación prácticamente lineal de la variación en la frecuencia acumulada de la conectividad.
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l-a consecuencia de una distribución de lev de potencia consistc cn que c-risten ¡rruchos nodos

(genes) que interactúan con pocos nodos (genes); y pocos nodos (genes) que intel actúan con muchos. Esto

se asocia a la presencia dc robustez en el sistema. La robustez se ha definido como la habilidad de sistenta

de seguir funcionando pese a cambios sustanciales en sus colnponentes (revisado por Bornholdt y

Sneppen. 2000). En este tipo de redes la eli:¡inación, por azar, dc algún nodo muy conectado es poco

probable. Por lo lanto, la misma pucde resistir nrejor a modificaciones. ijn considcración de una red

inrplicada cn el dcsarrollo podrian identificarsc a los "genes ulaestros" como aquellos que se encuentlan

allamentc coreclados.

Sin embargo, es necesario indicar quc este patrón encontrado podría ser la consecucncia de otro

fenómeno no relacionado con cl desanollo, sino que con la I'on¡a en la que se realiza la investigación. Es

probable que aquellos gencs que son más estudiados, independiente su rol cn el desarrollo, tengan

descrilas nás interacciones por lo que esto sca Io que produce la distribución de potencias. De todos

modos, es muy razonablc pensar que el mayor estudio de un gen se justiñca por la impoÍancia que sc ha

encontrado que tiene el mismo en el dcsauollo. Por lo tanto, incluso considerando el sesgo propio de la

investigación, la distribución encontrada podría tener un sentido biológico efectivanlcnte.

Promeclio de inleracciones por nodo

El promcdio de interacciones por nodo fue calculado para las 9 matrices obtenidas ('labla 10). Dn

práctica¡nente todos los casos se obtuvieron desviaciones estándar iguales o mayoles al prornedio. tillo

resulta espcrable dada la tendencia a u:ra distribución dc ley de potcncias.

3.- Trabaio bioinformático

Con la finalidad de asegurar que por errores de búsqueda no se hayan incluido genes conservados

electivamente descritos se hizo un BLAST bidireccional con los gcnes de Drosophila que no se

encontraban conservados (Tabla 6). Utilizando como criterios de selección: % Identidad, yo Cobenura,

Valor E y Bitscore se enconffaron l0 genes conservados. En la mayoría de estos casos ¡esultaba evidente

Ia orto)ogía, de hecho algunos tenían incluso el n)ismo nombre. Por lo tanto el rnétodo fue útil para cubrir
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vacios de Ia búsqueda en la bibliografia. Además, se obtuvo información de comparación de muchas de las

secucncias correspondientes a los potenciales genes conservados.

4.- Trabajo experimental

4.1.- Patrones de exprcsión encontrados por hibridación rir srTa

Las redes construidas se utilizaron para tener un panoraÍna gencral del dcsarollo de ambas

estructuras y de esta manera poder planificar cxperimentos. Para cada uno de los ge¡res calificados como

potencial candidato se deten¡inó con que genes interactúa en la red de Drosophila y si cstos tienen

ofiólogos descritos en la aleta de pez cebra. Adcmás, se buscó información adicional (ubicación

filogenética o fenotipos de mutantes) para evaluar la factibilidad de la conservación.

Se efectua¡on hibridaciones /r s¡la para burhl l.1 (borltl), barhl l.2 (barh3), qlk8, actrlla, actrllb,

./i9a y btnpr I a. También hay casos en los que se consiguió el clon, pero no logró/alcanzó a hacer la sonda:

arx, displ, clisp2 y f-cotenina-l. En tanto, no se consiguió el clon de: dt'12, sp3, gsk# y /1. Además,

mediante comunicación personal (Rebecca Wingert, PhD) fue informado gt)c gata3 no se expresa en las

aletas en la ventana temporal esperada.

En las hibridaciones i¡?.rlr¡l efectuadas se encontró gran diversidad de resultados. Ellos pasarál a

ser discutidos a contirluación. El prirner par de genes probados fueron los par'álogos de áar en pez cebra,

barhtl.t (borhl)y barhll.2 (barh3).Por la gran cantidad de interacciones con genes cuyos onólogos se

encuentran exprcsados en la aleta de pez cebra resultaba muy esperable encontrarlos. Sin ernbargo, no se

detectó ta presencia de ninguno de los dos en las aletas. Eu su lugar se evideució expresión en la zona

ubicada posterior al ojo. Esto con pequeñas diferencias en la fonna de la marca según el gen (l'ig l6a, b).

En estadios previos a las 72 hpf se ha descrito un pat¡ón asociado a distintas rcgiones del sistema Dervioso

central (Colombo y col., 2006). Por ello lo encontrado corresponde probablemente a remancntes de esos

sitios de expresión. En la literatura se señala que los genes áar se encuentra¡r relacionados esencialmente a

procesos neurales en vertebrados (Colombo y col.,2006).

Un segundo gen buscado pof hibridación /r slta correspondió a /28a. La principal razón para

esperar encontrar este gen se relacionaba con el hecho que el mismo es de la familia de receptores de lr{L
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gen con importante rol en ia diferenciación ventral del d¡sco imaginal dc pata y cuyo oúólogo (rrnlJa) se

expresa en la aleta pcctoral. El objetivo de esta hibridación íh sífu fue corroborar Io descrito por l¡isse y

Thisse (2004). Ellos muest¡an patrones de expresión desde las l9 hpf hasta las 72 hpf. En estos no se

encuentra reportada expresión en la aleta pectoral, no obstante está la posibilidad de quc no se nuy intensa

la marca y por ello no se reporte. Al efectuar los experimentos en los emb¡iones de 24 hpf y 48 hpf no se

identifica un patrón claro de marca, mientras que en los de 72 hpfsc ve una leve tinción en la notocorda y

la zona posterior al ojo (Fig. 22). El hecho de que cn los dos primeros estadíos no se identiñque un patrón

claro hace dudar de la calidad de Ia sonda. En los reportes previos se encuentran marcas tnuy conspicuas,

pero no son reploducidas. Asi la señal encontrada a las 72 hpfpodría ser un añificio o señal inespecífica.

Por lo ta¡rto, no se considc¡a¡á como un patrón de expresión efectivo lo enconh ado para este gcn.

También se estudió el patrón de expresión mostrado por bnprla. Este gen corresponde al

or1ólogo de tkv, thick 1)eins es el receptor tipo I de .lpp cuya expresión se ha dcscrito en todo el disco

imaginal de pata en larva 3 (Azpiazu y col., 2002). Ibr otro lado, se ha descrito la existencia de ratones

mutantes condicionales de bmprla los cuales tienen problemas en la formación dcl AER y alteraciones en

el patrón D/V (Cuha y coI.,2002). Todo Io anteriorjunto con el hecho de que lo onólogos de su ligando,

brup2b-| se encuentran en la aleta (Nofion y col., 2005; Rothschild y col., 2009), hacen pensar que este

gen conesponde a un buen candidato. Finalmente, se encontró expresión a ias 48 hpfy a las 72 hpC En el

primer cstadío indicado se encuentra una marca en cl oido y muy levemente en la notocorda (Fig. 23a, b).

Resu)ta esperable la explesión de un receptor de Bmp en el oído, pues se ha descrito un patrón de

expresión conservado de bmp2b y bmp4 en el oído inter¡o de vertebrados. En palticular, para el pez cebra

se ha descrito un rol tardío de bmp2b en el desarrollo de los canalcs semicirculares (Hamrnond y col.,

2009). La ausencia de bmprl a en ia aleta puede explicarse por el hecho de que otros parálogos los que se

están expresando. Por otro lado, a las 72 hpfse obse¡va marca muy tenue en la notocorda y en la zona

posterior/venEal al ojo (Fig. lc). Por lo débil de la marca resulta dificil evaluaria.

Ono gen analizado por hibridación ¡n sítu f\e a/k8, ortólogo de s¿u¡ en Drosoplila. sa,t

corresponde a un receptor tipo I de dpp. Cotno se indicó anteliornrcnte, los or1ólogos de dpp se expresan

en la aleta. Además, el mutante de alk8, lost-a-fin (Iafl, presenta embriones dorsalizados y pérdida aleta
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caudal ventral. No se ha observado la aleta pectora¡ larval (van Eeden, 1996). Por otro lado, en Ia base de

datos ZFIN se encontró una sugerente fotografia de las hibridacioncs tn s¡7, masivas desarrolladas por

1-hisse y Tltisse (2004), cn la que se observa marca en las aletas pectorales de algunos embriones (Fig. l9).

La principal complicación de este experimonto radica en la presencia de diferencias en los

patrones en las distintas técnicas. El método desaÍrollado por Fuentes y Fernández (2009) ha permitido

encontrar nuevos patrones de expresión utilizando otras sondas, sin embargo estos nuevos patrones

incluyen )os ya descritos (comunicación personal). Al momento de comparar los tres experimentos solo se

consideralán aquellos en los que se utilizó la sonda 4x. Esto debido a que la lalta de malca en el otro

experimento se puedejustificar por la utilización de una sonda demasiado di)uida (2x). La dile¡encia entre

los dos experimentos desarrollados con la sonda 4x radica en el ¡nétodo. El embrión tratado con el método

de Fuentes y Femández (2009) repite la marca en Ia notocorda y además muestra scñal en la región

cefálica (pareciera inclui¡ a los ojos y es posible que la marca del oído quedc oculta) y las alctas

pectorales. Esto implical ía quc la cantidad de RNA presente en estas últinlas dos estructuras es llruy baja y

requiere de técnicas más sensibles que las tradicionales para detectarla.

Al comparar este resultado con lo enconfado en la literatura se ven congruencias. Por ejemplo,

Yelick y col. ( 1998) reportan expresión en ojo y tubo neural a las 48 hpf. S¡n embal go, la marca en la aleta

no es rcportada. Ello podría deberse a que hay una cantidad muy baja del RNA de a1iB. Dc todos, modos

la marca cn la aleta pectoral es congruente con lo mostrado por Thisse y Thisse. (2004).

Finalmente, sc estudió la expresión de dos ortólogos de parrr ellos ftteron dcblla y acü'llb.

Inic¡almente, solo se pensaba buscar este último, sin enrbargo la posibilidad de contrastar su patrón de

cxprcsión con el de un parálogo fue una buena oponunidad para evidenciar la posible divergencia

funcional de estos genes. Las razones principales para querer buscarlos sc relacionan con el hecho de que

son los oñólogos de punt, el cual es el receptor de tipo II de dpp. Si bien cl patrón dc expresión del mismo

no ha sido reportado en el disco imaginal de la pata existe evidencia que sugiere su posible rol en el

desanollo de esta estructura. La presencia de lineas clonales carcntes de función en la zo,ra ventral o

lateral no tienen efectos en la pata adulta, en ta[to cn la región dorsal, genera bifulcacioncs en la pata
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adulta y duplicacioles de los peincs sexuales en los machos (Penton ), Hoff¡nan¡r, 1996). Por otro ¡ado,

actrllb tendría ut rol de receptor tipo ll para bup2/4 en vertebrados (Nagaso y col... 1999).

La hibridación in s¡tu de actrllb fue hecha a tas 24 hpf y 48 hpf, sin embargo solo en cste últ¡mo

tiempo se encontró expresión. El patrón enconfado es muy conspicuo, correspondc a una marca en el

borde superior e inf'erior de la cola, además de una intensa ¡narca en la aleta pectoral (Fig. 20a, c, d). Una

vista dorsal (Fig. 20b) de esta última muestra que la marca pareciera concentrarse en el borde de la aleta,

lo que coresponderia al AER. Este patrón corresponde un dato preliminar para confimación de Ia

predicción realizada (actrllb tendría un rol de receptor de bmp2b). Una vcz que se ha reportado la

expresión, el siguiente paso correspondería a encortrar evidencia funcional de la interacc¡ón entre actt'|lb

y bmp2b o bnp4. Al comparar con patrones rcportados en la literatura (Alberrson y col., 2005) se

evidencia la falta de marca en la región cefálica. Adenlás, en el trabajo encontrado ¡ro se reflercn a la

expresión en las aletas, sin embargo es posible reconocer en la hibridación i,'? si¡l una tenue rnarca en lo

que podría ser la aleta pectoral (Albertson y co1.,2005).

Por otro lado, la hibridación in situ de qctrlla fue efectuada a las 24 hpl 48 hpfy 72 hpl En cada

estadío se encontraron diferencias en sus patrones de expresión enconlrados. A las 24 hpfse obserua una

marca que se extiende en todo el sistema neNioso central, pudiéndose identiñcar incluso la zona en la que

comienzan los rombómeros (Fig. 2l a), En tanto, en los embriones de 48 hpf hay marca en la notocorda y

en la zona posterior al ojo (Fig. 2l b). Un patrón similar se observa en el embrión de 72 hpf(Fig.2lc). La

dilerencia radica en que la ma¡ca en la zona posterior es más prolongada y se extiende tangencialmente

hasta la zona dorsal del ojo. Además, en este estadío se ve una mayor cantidad de marca de fondo. Sin

embargo, no se cncucntla marca en la aleta pectoral. En pafón encontrado asocia a octt'lla directamente

con el sistcma nervioso. Ello es cotlgruente con lo reportado en la literatura. De hecho el patrón

erlcontrado a las 24 hpfes prácticamente igual al descrito por Albeñson y col. (2005) no así el patrón de

las 48 hpl En el trabajo citado, ntuestlan una intensa marca en la región craneal, ella no es tan clara en la

hiL¡ridación in sin realizada, sin embargo, se observa un pequeño e nsombre cimiento, lo cual podria

corresponder a una tenue marca.
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En resurnen, a partir de las 7 hibridaciones in situ realtzadas se encontró expresión de dos genes

en la aleta pectoral: a1¿8 y actl'llb. Ambos conesponden a receptores de activina, la cual junto con los

ligandos de Bmp confonran la super farrilia de Jigandos TCF.0 (Cilbert, 2003). Notar que se ha descrito

que Actrllb tendría un rol como receptor de Bmp2/4 en verlebrados (Nagaso..¡, col., 1999). Ademas, el

ortólogo en mosca de alkS (sax) intensificaría la señal intracelular trarsmitida por cl receptor de dpp

llamado rtv (revisado por Raftery y Sutherland, 1999). Por lo tanto, existe la posibilidad que tenga un rol

similar en vertebrado.

4,2.- Evidencia dc la actividad de una vla de señalización: I'resencia de pSmad

La presencia de bnp2b y bnp4 en Ia aleta pectoral ha sido reportada previaüente (Norton y col.,

2005; Rothschild y col., 2009), Además, se encontró la expresión del RNA de dos genes (d/¿8 y actt'llb)

peftenecientes a la familia de receptores de activina, los cuales también se han asociado con la

transducción de señales de Bmp. Por otro lado, se ha descrito que esta vía actúa en la región dorsal de la

extremidad de tetrápodos (revisado por Niswander,2003). Toda esta evidencia sugiere que la via de Bmp

podría estal actuando en el desanollo de la alela pectoral.

I.a fonna en la que se evidenció la actividad de la vía seria media¡rtc la búsqueda de la presencia

de la forma fosfbrilada de Smad. Esto se refuerza por el hecho de que se ha dcscrito la presencia del RNA

de smadl, smad2, smadS, snadíb y smad9 (Thisse y Thisse, 2004; Thisse y Thisse, 2005) en Ia aleta

pectoral del pez cebra. Para encontrar la presencia de la fonna fbsforilada de Smad se efectuó una

inmunohistoquímica, utilizando un anticuerpo primario que reconoce la forma fosforilada de Smad l/5.

Se reveló la inrnunohistoquimica utilizando el VECTAS-|AIN@ UNMRSAL Elite ABC KlT.

Se encontró rlarca en la región inter hemisfé¡ ica del cerebro medio y en cl ccrebro posterior, siendo muy

intensa en su borde (Fig. 24b, e). Además, se encontró marca en la alcta pectoral. Al observar desde dorsal

pareciera que ella cs más intensa en el borde de la aleta, lo que coresponde al AER (Fig. 24c). Sin

embargo, no es tan claro como la marca vista en 4c trllb.l,'anbién se reveló la inmunohistoquinica con un

anticuerpo secunda¡io fluorescente. En este caso solo se observó Ia aleta. Aqui la marca encontrada fue

muy débil y se ubica en la zona más distal de la aleta (Pig.25 y Animación3 D.hns). Probablemente, la
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cantidad de proteÍna foslbrilada es tan baja quc con los métodos sin amplificación de señal ella no es

fácilmentc detectada.

Equivalentemente, en Xenopus, utilizando un anticuerpo primario contra Smadl/5/8 se ha

encontrado la presencia de la proteína en la región ventral dc la l'utura cola. Además, hay evidcncia que la

fosforilación de Smad sucede en la cola y que las proteínas Bmp cumplen un rol cn el creci¡n¡ento de la

misma (Beck y col., 2001 ). Esto resulta interesante en consideración de las similitudes que se han descrito

entre Ia coia y la extremidad de un vertebrado (Mineli,2000; 2003). Por otr.o lado, en congruencia con ]a

hipótesis de la tesis, la presencia de rrrad ha sido reportada en la zona dorsal del disco irnaginal de pata de

Drosophila (Estella y Mann, 2008).

En sÍntesis, se encuentr-a la presencia de pSnrad en las aletas, lo que evidenciaría c¡ue la via de

Bmp se encuentra activada en la misrna. Sin embargo, de manera indirecta se evidencia que la cantidad de

proteina es muy baia.

5.- Panorama general de los rcsultados cxpcrimcntalcs

Los resultados de los experimenios realizados pueden intelpretarse en el contexto dcl desarrollo

de las aletas pectorales, en particular, el rol de la via de Bmp. Al construir la red de interacciones en la

litelatura sólo se encuentra que se han descrito los ligandos bmp2b (Norton y col, 2005) y bnp4

(Rothschild ), col., 2009). Al efectuar los expcrimentos se encuentr'ó la expresión del RNA de dos genes

(alk9 y actrllb) pertenecientes a la familia de receptores de activina. Para uno, qctrllb, de los que se ha

descrito tendría un rol como receptor de bmp2/4 en vertebrados (Nagaso ¡ cctl., 1999), Además, existe

evidcncia indirecta de que su o ólogo en Drosophila podría palticipar en el desanollo de Ia pata. Por su

parte el ortólogo de alk8, sax, si bien no se ha descrito en Ia pata, cs probable que se encuentre por estar

asociado a la vía de Dpp. Adernás, se encuentra la fonna fosforilada de la proteina Smad, la cual

correspondc a un mensajelo citosólico de la vÍa, que solo sc encuentra cuando la misma se encuentra

activa. pSmad tiene efectos sobre la transcripción (represión o activación). Congruentenrente, en

Drosophila, el RNA de zad es expresado en la región dorsal del disco imaginal En conclusión, existe
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evidencia para allrmar que Ia vía de Bmp, presente cn Ia pata de Drosophilo, sc encontraria activa en el

desarrollo de las aletas pectorales de pez cebra.

6.- Comparación con lo descrito en la literatura

En base a todas las conservaciones descritas, se pueden sacar algunas conclusiones generales y

contrastarlas con lo que se ha descrito en la literatura. La primera de ellas consistc en que pese a la

dupiicaciórr de varios genes en pez cebra, la forma en Ia que operan las distintas vías de señalización

pareciera ser muy similar a como lo hacen en Drosophila. EIlo se basa en Ia presencia de vías de

señalización (vía de l{hh/Shh, vía de Dpp/Brnp, via Wg/Wnt), pequeñas redes (hth/meis - exd/pbx -

tsh/tshl y ss/ahr tgo/qrnt) y factores de transcripción (cllhoxll, nsh/ntsx, dll/dlx, otld/osr2 y D-

spl/sp8). Los primero dos elementos descritos podrian coresponder a módulos. Se define como un

módulo a una sub-red de elementos interactuantes como unidades relativamente independientes del resto

de la red (Schlosser y Thiefñ'y, 2000). Como acepción particular, se pueden mencionar los módulos de

desarollo, los cuales corresponden a una parle del embrión que es cuasi-autónoma respeclo a la formación

de patrones o diferenciación, o también el concepto se ocupa para referirse a vías de señalización (Wagner

y col., 2007). Es impoftante tener en cuenta, que la primera acepción de t¡ódulo de desarollo es

equivalenfe a la definición clásica de campo embrionario. Así la noción de rródulo del desarrollo puede

ser utiliza a nivel de fenotipo y genotipo (d¡scutido en Gilben y col., 1996). A nivel de red, un nlódulo

corresponde a una vecindad de nodos con una densidad de interacciones entre ellos mayor que con el resto

de la red (revisado por Cuimerá y Nunes Amaral, 2005). Un factor que puede justiticar la presencia de

estos subcircuitos (rDódulos) conservados es su pleiotropia. El hecho de que la mayoria de ellos participe

en otros procesos ploduce que existan nrás "compromisos" que aseguren la integridad del módulo. Asl,

especuiativamente, se podría plantear una situación en la que un subcircuito, que no es nluy in'lpollante en

el desarollo de la pata, podría conservarse debido a que tiene un rol [e¡evante en otra esnuctura (para

profundizar sobre la relación entre la función de un gen y su tasa evolutiva ver Apéndice lV: Factores que

influyen la tasa evolutiva).
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El encontrar modularidad asociada a las vias de señalización resulta congruente con las categorias

en las que Davidson y Erwin (2006) han clasitlcado los ele¡nentos presentes en las redes génicas. Ellos

han establecido cuatro categollas: "Kernels", ci¡cuitos a¡ta¡nenle conservados que p¡'esentan baja

variabilidad, se asocian a la fonn¿ción de planes corporales; "Plug-ins", pequeños subcircuitos génicos

cooptados en diferentes procesos del desarrollo, por ejemplo: Ias vías en las que participan los receptores

tilosina quinansas (Fgfr, ECFR o lgfr) o los receptores serinaitreonina quinasa (t'eceptores de TGF-p,

Activina, Nodal o Bmp), la vía Wnt, la vía Lledgehog y la via Notch entre otras; ''Switches l,io". se refiere

a aquellos grupos dc genes, cuya activación desencadena una serie de interacciones, que finalizan en la

dil'erenciación de segrrentos corporales. tambiér se les ha llamado "genes firaestros" (l-Iox, por ejernplo);

"Baterías génicas". grupo de genes bajo un control regulatorio común, los cuales están inplicados en

Procesos celulares especifi cos.

Notal que por la definición hecha por Davidson y Erwin (2006), los genes clasificados como

"l'lug-i¡rs" pa iciparían en diversos procesos del desarlollo. De hecho. g¡an cantidad de Ios genes

descritos en el desarrollo de la aleta pectoral del pez cebra, también tiencn un rol asociado a la

regeneración dc los ¡adios de Ia alela caudal (revisado por lovine,2007). Por lo tanto, sr¡ sóla presencia,

pareciera no poder sel usada como un buen argumento de ancestría colrlún, De hecho, al hacer el

seguimiento de un carácter rnacroscópico (tejido, órgano, etc.) debe considerarse que los plocesos del

desarrollo que lo forman actiran a nivel celular. A esta escala, muchos procesos, proliferación, apoptosis,

d ii'erenciac ión, etc. tienden a utilizar las misrnas vias de señalización.

Por lo tanto, al extfapolar los rnecanisntos implicados en una dinámica celular a un nivel de

órgano o sistema. inevitablemente se encontrará ubicuidad en algunos genes. Esta situación no los

desaprueba como hena¡nientas para probar ancestria común, s¡n embargo lrace que sea necesario

contrastar su existeÍrcia con la dist¡ibución del carácter estudiado en la filogenia. Pudiendo así dar soporte

a la plesencia de dichos genes gracias a una continuidad histór'ica de dicha estlL¡ctura, en otlas palabras,

dado que se ha encontrado la estructura en el ancestro, es posible quc lambién lo esté el gen. Adenrás, el

utilizar redes génicas lo más docLr¡entadas posibles, al momento de buscar relaciones de ancestría, reduce

el ploblema de que sólo una via de señalización pafiicular sea Ia que está compartida. Recordar que sólo
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observar una via puede resultar engañoso, dado que la misma podría participar en la constitución de

nluchas cstructuras dif'erentes. Por otro lado, el considerar el contexto morfológico en el que se desarrolla

dicha led génica, puede ayudar a cla¡ificar la evidencia a favor o en contra de la homologia. En el caso

aquí estudiado, la base morfológica que cs equivalente es muy escasa. En cambio, a nivel de la red génica

existen más elementos para efectuar la comparación. Se profundizará en esto posteriormente. Un segundo

grupo de genes que podría ser clasificado, utilizando los criterios de Davidson y Envin (2006),

corresponden a aquellos inrplicados en la dilerenciación de segmentos. En Droso¡thila,los genes, dll, acd,

dac, ¿tl, bab, entre otros: y en el pez cebra los genes Hox. Ellos podrían incluirse en la categoria de

"Switches I/O".

Una segunda observación general, se relaciona con las implicancias biológicas de que se

encuentre u¡ra tendencia a una distribución de ley de potencias. Ella se asocia con la existencia de pocos

genes muy conectados y muchos genes poco conectados. Esta esf'ucturación otorga robustez a u¡'t sistema,

ello significa que es capaz de mantener su dinámica pese a que se retiren algunos de sus coulponentes. En

consideración a la duplicación de genes presentes en el pez cebra y la repoÍada redundancia funcional de

algunos de ellos, ptcl y plc2 (Koudij y col., 2005), por ejemplo, sería esperable que la red asociada a la

aleta del pez cebra fuese más robusta. Resulta sugerente el hecho de que en pez cebra es posible bloquear

)a expresión o mutar un gen cuyo efecto es solamente tardío y [estringido a una estmctura paúicular. Por

ejemplo, en los morfantes de solll y so1l4, se observa una aleta pectoral tfuncada, ntas no se han

determinado otros el'ectos ferotípicos (Harvey y col., 2006). En Drosophih tambiérl esto es posible, sin

embargo pareciera ser menos común. Por procesos de subfuncionalización es posible que las divemas

funciones de un gen ancestral se repanan er los nuevos parálogos (Force y col., 1999). Esto reduce el

grado de pteiottopía de dicho gen, por lo tanto, resulta ser más "dispensable". Posibles ejemplos de

subfuncionalización (ellos pueden o no incluir efectos de neofunc ionalización) evidenciados a cambios el

patrón de expresiórr se han desclito para genes en los que uno de los parálogos se expresa en la aleta y el

orro no. Un caso es fg1í8a y.fgl8á. aquí solo el prinero se expresa en la alela pectoral, Esto ha sido probado

en D. rerio y (i. aculeans (Jovelit y col., 2008).
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El hecho de que una red génica presente robustez podría ser ir)rportante para comprender la fonna

en la que evollrciona. Estudios teóricos sobre la cvolución de redes génicas utilizan esta propiedad como el

principio que regi a la evolución de las mismas (Bomholdt y Sneppen,2000). En una revisión escrita por

Domholdt (2001) describe simulaciones en las que mediante sucesivas alteraciones de las interacciones

entrc ¡os elernentos de una red booleana recrean un posible proceso evolutivo. Como resultado de la

dinámica de la red se puede obtener que ciertos nodos (genes) se encuentren activos y otl'os no. A esto se

le ha Ilamado el "patrón de expresión". Luego de cada alteración se compam el solapamiento del patrón

resultante con el original. Para repetir el proceso solo se seleccio¡ran aquellas redes en las que se mantiene

el patrón. Por tanto, el principio clue rige este "procqso evolutivo" es la ma¡rtención de un patrón generado

por una red que es sucesivamente altelada.

La utilización de la robustez como un principio evolutivo marca una diferencia con lo que

usualmente se considera como tal, ¡a adecuación biológica o./itners (Bornhotdt,20Ol). Ésra consisle en

una medida del éxito reproductivo de un individuo a lo largo de su vida, es decir incluye supervivencia y

reproducción (Endler, 1986). Se considera que a tmvés de sucesivas generaciones ocune un proceso de

optinización de Ios rasgos que lleva a un aumento en la adectración biológica. Esto se representa mediante

paisajes adaptativos o fitne,ss landscape (Wright, 1932). AquÍ se supone que los rasgos en optimización

(altula, color, velocidad, etc,) presentan una variación dentro de una métrica definida (gradual). Sin

embalgo, si se conside¡an variaciones genómicas, ellas dificilmente pueden interyr'etarse de esta nranera.

Esto debido a que pueden ocuuir fenómenos como deleciones, duplicaciones, inserciones, etc. lnclusive la

probabilidad de reyeúir una deleción en muchos casos es dif'erente a la pfobabilidad que la ¡risma suceda.

Estos rearrcglos genónricos no son acordes a los cambios graduales concebidos al pensar sólo en

mutaciones puntuales. Por lo mismo, resulta d¡fícil incluirlos al considerar un paisaje adaptativo. Las

consecuencias fenotipicas de estos cambios pueden ser tan profundas y drásticas conto la desaparición de

apéndices en las regiones abdo¡ninales de los insectos (para más detalles sobre la relación entre aá"r y Ia

ausencia de apéndices en el abdomen dc Ios insectos ver Galant y Calro)1, 2002).

Un segundo aspecto que hace sentido al suponer que la robustez coffespondería al principio para

regir la evolución de las redes genéticas radica en el hecho que es compatible el fenónreno descri(o como
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"deriva de los sistcmas de desarrollo" (abt'eviatura en inglés, SDD) (True y Haag,2002). Éste consiste en

que uu misnro rasgo fenotipico es constituido por un proceso de desarollo difercnte en dos especies.

Varias décadas antes De Beer haria alusión a este l'enómeno mediarte el siguiente alorismo; "homologia

en los fenotipos no implica similaridad en los genotipos" (1971). Un claro ejemplo de que un tnismo rasgo

no requiere necesariamente estar constitnido por un mismo programa genético del desarrollo corresponde

a los patrones de expresión involucmdos en el desanollo de la pata de Oncopellus.f.tscidLus en

comparación con la de Drosophila (Fig. 27). Se puede observar cotno los territorios de expresión de

gelresj que usualmente tienen efectos fenotip¡cos profündos, se encue¡ltmn cambiados pese a que. a

grandes rasgos, ambas patas poseen los mismos segmentos. Notar que casos como este pueden implicar

modificaciones de Ia red de interacciones, cn la que se encuentran implicados estos genes (sin que ellos

necesariamente se modifiquen) y/o modificaciones regulatorias en cr,r de los misrros.

No es claro que tan difundido son los SDD en la constitució¡r de diferentes estructuras. Sin

embargo, dado que muchas estructuras hornólogas están constituidas efectivamente por procesos de

desarrollo similares (extremidades en vertebrados, por ejemplo) es probable que los SDD corespondan a

situaciones particulares. Notar que la cxistencia de este fenómeno en cieta medida se contrapone con

ideas expresadas por Davidson y Erwin (2006). Ellos plantean que los "Kemel" regulatorios, asociados a

la constitución de los planes colporales, se habrían h.jado tan tcmprano en la evolución de los animales,

que cualquier cambio en el mismo haría inviable al embrión. Por esta razón, just¡fican la ausencia de

nuevos planes corporales desde la Explosión Cámbrica. No obstante, esta noción no se encuentm exenta

de debate (Coyne y col., 2006). Notar que en una situación extrema en la cual la posibilidad de construir

rasgos con distintos procesos de desarrollo fuese muy alta; no tend¡ía sentido la aproxirnación que aquí se

ha tomado para inferir una posible red ancestlal asociada al desarrollo de apéndices.

Indeperdientemente a lo frecuente que sean los SDD o si la evolución de las redes génicas ocure

o no en base al principio de robustcz, las redes construidas presentan varios elemcntos que han sido

discutidos previamente en la literatura. Entre ellos se encuentra la posibilidad identiflcar cualitativamente

módulos, el hecho de que la distribución de grados muestra una tendencia a ley de potcncia y en el caso de

la red del pcz cebra se puede ver e) efecto de eveDtos de duplicación génica. Esto, en cierta I¡edida, valida
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abre paso a efectuar análisis posteriores junto con lael procedimiento realizado para su

mejora de la mis¡na.

-t

]--*

Figura 27; Ejctnplo de dcriva de los sistenras dc desarrollo. Dif'e¡cncias en los palroDes de ex¡)csión de
lapattr de Drcso¡thilay Oncopaltus /ttsciqtus. La pata urostracla es dc O. f2rscralrrs (llerke y co1..2005).

7.- Las patas dc la mosca y las aletas dcl pez: ¿Homología o analogía?

La hipótesis planteada inicialmente pudo comprobarse en términos generales, A través de la

investigación teórica se encontraron varias redes de intcracción génica conseryadas. Por otro lado,

experimentahnente se aportó evidencia a la presencia de la vía de Bmp en la aleta pectoral, esta vía

prcviamente ha sido descrita en el disco irnaginal de pata. ¿Es suficiente esto para probar una homología

entre las dos estruatutas?

Bajo los conceptos clásicos de biología evolutiva, los apéndices en vcfteb¡'ados y a rópodos no

son estructuras homólogas. Tampoco es posible darles ese estatus en consideración de evidencia histórica,

debido a que no se conoce un fósil que pueda asignarse como el último ancestro cornún de los organismos

bilaterales. No obstante, la gran cantidad de similitudes relacionadas con el dcsarrollo de las rnismas han

llarnado la atención desde hace más de tres décadas. Actualmente, muchos investigadores (Géraudie,

1995; Shubin y col., 1997; Tabin y col., 1999; Capdevilla y col., 2000; Minclli, 20031 Pueyo y Couso,

2005; Iovine,2007) se han referido a esta comparación y en mayor o menor nedida indicado la existencia

de un posible ancestro común poseedor del rasgo.

Prcviamente fue discutido el fcnómcno de la deriva en los sistemas de desarrollo, prescntándose

el hecho de que estructuras homólogas no necesariamente en su desanollo han de formarse con la
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participación de genes homólogos. Por otro lado, dada la ubicuidad de las ntisrnas vias del desarollo en

distinlas estructums, no resulta suflciente la simple prcsencia de genes ofiólogos para justificar la

homología. Entonces resulta necesario analizar un nivel superior de organización (referido de esta manera

en Sanetra y col., 2005): las redes génicas, Si bien sería posible establecer homologia enhc ellas sigue

siendo un probierra abierlo si ésta se corresponde con la homología de las estructulas en las que se

encuent¡ an implicadas (Laubichler, 2000).

En el contexlo de las nuevas conceptualizaciones y sierrdo Iaxo en la utilización de las

definiciones, mientras no se encuentre evidencia independiente que demuestre la existencia de un a¡rcestro

común con apéndices, se puede decir que los apéndices presentes en anrbos organismos corresponden a

homologías genelativas. En carnbio, si se considera ia red, se cstará en presencia dc una homología

parcial. Por otro lado, independiente sean o no homólogas históricos, los apéndices de vertebrados y

artrópodos corfesponden a estructuras homocráticas.

8.- Proyecciones y líneas futuras

El trabajo aqui realizado se constituye en una base para una gran canLidad de nuevas prcguntas

tanto teóricas como experimentales. En el aspecto teórico, las rcdes pueden constantemente ser

actualizadas tanto i¡cluyendo nuevos genes como modificando las interacciones. Además, una mejora cn

los datos asociados a la temporalidad en la que se expresan los genes podría ser de gran utilidad para

comparar la dinámica de ambas redes en el desanollo. Este podría ser una forma de comparar los procesos

cn organismos morfológicamente tan diferentes, En organismos morfológicamente similares se puede

comparar la temporalidad con la que suceden ciertos hitos en el desa¡'rollo (sonr itogénes is, gastrulación,

founación de Ias extrcmidades, etc.). Sin ernbargo, cuando sc presentan planes cor-poralcs dilcrentes ello

es imposible. Por lo tanto el tratar de hacer una equivalencia entre ambos desanollos :esulta muy dificil.

Por lo nostrado en cste trabajo, pese a la divergencia morfológica existe cieda consetvación en la red de

interacciones. Asi podría hacerse una comparación de ambos desarrollos siguiendo la evolución temporal

de la red de interacciones. Para seguirla, una posibilidad seria vel como varían en el tictnpo algunos

parámekos globales como la conectividad. En el caso de tener datos de expresión génica con una
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resolución temporal mayor podria probarse esta metodología. Otra posibilidad sería cotnparar el orden

relativo con el que sc van activando los distintos genes. Complementariamcnte, se puede tratar de anal¡zar

la red con métodos más sofisticados para evaluar la prcsencia de algún tipo de estructura /modularidad,

por ejemp)o.

En el aspecto experi¡¡ental, ha), tres vertientes de tlabajo. La primera se relaciona con

profundizar más el conocimiento de la vía Bmp en el dcsarrollo de la aleta. Esto se pucde lograr buscando

mediante hibridación rr? sl¡? la presencia de otros componentes de la vía, o bien, evaluar cl efecto de sobre

expresar o bloquear la expresión de genes implicados en la misma. La segunda vertiente experimertal se

relaciona con evaluar el patrón de exp|esión de otros genes posiblemente conservados. Finalmente, se

podría evidenciar la presencia de los genes, aquí reportados como conservados, en organismos ubicados en

distiDtos puntos de la filogenia. Esto con el fin de encontrar lo generalizado o panicular de su plcsencia.
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CONCLUSIONES

1.- La conservación encontrada entre la red génica asociada al desarollo de las extremidades en D.

melanogasÍer y D.rerio se relaciona a vías de señalización, pequeños circuitos de 2 o 3 proteínas

interactuantes y factores de transcripción.

2.- Las redes construidas presentan caracteísticas descritas en otras redes: modularidad y tendencia a una

ley de potencias en distribución de grados. Sin embargo, ambas caracterÍsticas han sido descritas solo

cualitativamente.

3.- La presencia de los transcritos de octrllb y alk\, junto con la fon¡a fosforilada de Smad, sugieren que

la vía de Bmp se encuentra activa en la aleta del pez cebra. Del mismo modo, se han descrito varios

elementos de la misma en el disco imagina de pata de Drosophila.

4.- La generación de una red de interacciones es una henamienta útil para la planificación de

experimentos, debido a que es posible resurnir gran cantidad de infonnación. No obstante, la pura

consideración de posibles interacciones conservadas no es un criterio totalmente efectivo para predecir la

presencia de un gen.
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Apéndices

I-os Apéndices se encucnttan en el a¡'chivo "apéndices.cloc . Poseelr una nLrnteracitin plopia ¡,

todas sus citas se cncuentran referenciadas en l¡ sección de tsibliogralia. A continuación sc presentará el

indice del co¡rtenido de dicho archivo.

APÚNDICE I: Desarollo cie la pata clc Drosophila
l.- Estab lecint iento qe Dorsoi'Ventral
2.- Establecimienro del e.jc Anteriol/Postcrior
i.- Polarización Próximor'Distal
;1.- Dilerenciación de los scgrnentos

APÉNDICE II; Desarollo de la alcta cle pez cebra
1.- Ac ido retinciico 1, la r,ía de Slth
2.- Via de Wnt
3.- I'roteÍnas Fgf
.1.- Vía dc Brnp
5- lmpofiancia de los Ileparan sullato proteoglicanos (l ISpC)
6.- Factores de tl anscripción
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5.- armadillo (arnt)
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8.- grLin (.grn)
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