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“There is grandeur in this view of life, with its several powers,

having been originally breathed into a few forms or into one,

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

fixed law of gravity, from so simple a beginning endless forms most beautiful
and most wonderful have been, and are being, evolved.

ultima frase de “On the origin of Species”
Charles Darwin, 1859.
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RESUMEN

Estudios de la genética del desarrollo en especies lejanas dentro de la filogenia de los animales
han demostrado conservacion estructural y funcional en genes implicados en la formacién de diversas
estructuras, muchas de ellas clasicamente consideradas andlogas. La existencia de estos genes ha llevado a
suponer una serie de posibles atributos en el ancestro de los organismos bilaterales (Urbilateria). El
objetivo de esta tesis es reconstruir una red génica comin a artrdpodos y vertebrados asociada al
desarrollo de apéndices locomotores. Para ello se reviso la literatura y se efectué un BLAST bidireccional.
Como resultado de este ultimo procedimiento se identificaron 10 genes que inicialmente no habian sido
encontrados. Mediante el programa BioTapestry se graficaron dos redes génicas, una asociada al
desarrollo de aleta pectoral de pez cebra (64 nodos) v otra la pata de Drosophila (59 nodos). En esta
Gltima red se incluyeron de manera arbitraria 18 genes participantes en diversas vias de sefalizacion. Se
efectuaron andlisis cualitativos y cuantitatives a ambas redes detectdndose 24 genes conservados,
correspondientes al 60% de los genes presentes en la red de Drosophila. Entre ellos estan algunos
participantes en vias de sefializacion (via de Hh/Shh, via de Dpp/Bmp, via de Wg/Wnt), pequefias redes de
interaccion (hth/meis — exd/pbx — tshitshl y ss/ahr — tgo/arnt) y factores de transcripcion (cll/hoxl],
msh/msx, dli/dix, odd/osr2 y D-spl/sp8). Ello sugiere la presencia de modularidad. Por otra parte, los
estudios cuantitativos muestran que la conectancia de la red de Drosophila es mayor que la del pez cebra.
Ademas, se evidencia que el efecto de haber incluido algunos genes arbitrariamente se relaciona con una
disminucion en la conectancia global. A continuacion se busc si las redes seguian una ley de distribucion
de potencia. La regresién lineal hecha a partir de grificos de doble logaritmo del histograma de
frecuencias acumuladas y estandarizadas, de los grados de los nodos, presentan coeficientes de correlacién
altos (R*>0,80). Sin embargo, este modelo pareciera no ser el mas adecuado en varios los casos. En base a
la informacion entregada por la red se efectuaron hibridaciones i situ en embriones de pez cebra para:

barhil. 1 (harhl), barkil.2 (barh3), alk8, actrlla, actrilb, fz8a'y bmpria. Dado que se encontro expresion
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en la aleta pectoral de alk§ y actrlla, genes pertenecientes a familias de proteinas receptoras implicadas en
la via de Bmp, se prosiguié con la identificacion mediante inmunohistoquimica de la presencia de Smad
fosforilado (pSmad) como indicador de la actividad de la via. Interesantemente, existe evidencia de la
presencia de elementos de la via de Bmp (dpp, sax, punt, mad) en el disco imaginal de pata en Drosophila.
Finalmente, si bien no puede asegurarse la homologia historica entre ambas estructuras, se aporta
evidencia tedrica y experimental sobre la conservacion de parte de la red génica implicada en la formacion

de las mismas.
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ABSTRACT

Studies on the genetics of development in phylogenetically distant animal species have shown
structural and functional conservation of genes involved in the formation of various structures, many of
which are classically considered analogous. The existence of these genes has led to assume for them a
number of possible attributes in the ancestor of bilateral organisms (Urbilateria). The objective of this
thesis is to reconstruct a common gene network associated with the development of locomotor appendages
in arthropods and vertebrates. For this survey, data was obtained by reviewing the literature and by
carrying out two-way BLAST analysis. As a result of this procedure, 10 genes that had not been
previously found are reported to be conserved and included in the network. Two gene networks were
graphically constructed using BioTapestry, one associated with the development of the pectoral fin in
zebrafish (64 nodes) and another with the Drosophila leg (59 nodes). In the latter network, 18 different
genes involved in signaling pathways were included in an arbitrary manner. When the networks were
analyzed qualitatively and quantitatively [ detected 24 conserved genes, corresponding to 60% of genes
present in the Drosophila network. Among them are participants in signaling pathways (Hh/Shh pathway,
Dpp/Bmp pathway, Wg/Wnt pathway), interaction pairs (hth/meis — exd/pbx — tsh/tshl y ss/ahr — 1go/arn)
and transcription factors (cfl/hox11, msh/msx, dil/dlx, odd/osr2 y D-spl/sp8). This suggests the presence of
modularity. Furthermore, quantitative studies show that the connectivity in the Drosophila network is
higher than that of zebrafish. I also suggest that the effect of having included some arbitrary genes led to a
decrease in overall connectivity. 1 also analyzed whether networks followed a power law distribution.
Linecar regression was performed from double logarithm graphs of the histogram of cumulative
standardized frequency of the nodes’ degrees. High correlation coefficients (R*> 0.80) were found.
However, this regression model appears not to be the most appropriate in various cases. Based on
information supplied by the networks we carried out /n situ hybridizations on zebrafish embryos for the
following genes: barhil.1 (barhl) barhll.2 (barh3) alk8, actrlla, actrllb, fz8a and bmprla. Since

expression of alk§ and actrila, genes belonging to families of proteins involved in the Bmp pathway, was
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found in the pectoral fin, 1 assayed for the presence of phosphorylated Smad (pSmad), an indicator of the
activity of the pathway, by immunohistochemistry. Interestingly, there is also evidence of the presence of
the Bmp pathway (dpp, sax, punt, mad) in the leg imaginal disc of Drosophila. Finally, while there is no
formal proof of a historic homology between these two structures, in this thesis theoretical and
experimental evidence on the retention of part of the gene network involved in their development has been

provided.
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INTRODUCCION

El concepto de homologia es central en la biologia. Resulta esencial para comprender ¢l proceso
evolutivo que lleva a la diversificacion de los linajes. Clasicamente los principales criterios para
establecerla corresponden a: identidad de estructura, constancia en las “conexiones” y mismo origen
embrionario; atribuidos a Linné, Saint Hillaire y Owen, respectivamente (revisado por Cecchi y col.,
2001). Posteriormente, se ha generado un sin numero de criterios para poder determinarla. Esto ha llevado
a que, en diversos casos, se llegue a conclusiones diferentes dependiendo del criterio utilizado (de Beer,
1971). En las tltimas décadas, el cstudio de los patrones de expresion génica v las implicancias fenotipicas
de su alteracion, se han convertido en un nuevo “rasgo” a considerar al momento de buscar homologia.

Todo esto ha llevado a la generacion de una conceptualizacion asociada a este tema. Se han
definido como estructuras “homocraticas” aquellas cuyo desarrollo se asocia a un mismo patrén de
expresion génica independiente sea consecuencia de convergencia o ancestria comin. En tanto se
considera una “homologia generativa™ cuando dos estructuras se forman utilizando una bateria génica
presente en un ancestro comin carente de dicha estructura (revisado por Sanetra y col,, 2005). A un
fendmeno similar, Shubin y col. (1999) lo llaman “homologia profunda” o deep homology. En tanto,
referido especificamente a redes génicas se ha acufiado en concepto de “homologia parcial”. Este se
refiere a aquellos casos en los que en dos o mas lingjes se han incluido nuevos elementos a una red
existente en el ancestro. De esta manera las nuevas redes presentes en los derivados tienen un estatus de
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“homologas parciales” (revisado por Sanetra y col, 2005). Estas nuevas herramientas y
conceptualizaciones han permitido que tomen fuerza una serie de debates que habifan estado més bien

estaticos desde su planteamiento.



Una de estas preguntas corresponde al origen de los planes corporales (Davidson y Erwin, 2006).
Un plan corporal corresponde a todas las caracteristicas que definen la organizacién del cuerpo de un
adulto o la trayectoria de desarrollo que da lugar al mismo. Dentro de estas caracteristicas se encuentra:
esqueleto (hidrostatico, interno, externo o ausente), simetria (bilateral, radial, asimétrico), niimero de pares
de apéndices, cavidad corporal (acelomados, pscudocelomados, celomades), patrén de clivaje (espiral,
radial, sincicial, etc.) y segmentacién corporal (presente o ausente) (Wallace, 1997). Estas caracteristicas
se han usado para determinar clasificaciones taxonémicas a nivel de phylum en los animales. De hecho,
los phyla son definidos por incluir animales que comparten un mismo plan corporal.

Uno de los criterios recién mencionados se asocia a una de las grandes divisiones no taxonémicas
de los animales. La clasificacién seguin la simetria. Entre los animales con simetria radial se consideran a
los cnidarios, ctendforos y poriferos (a veces se clasifican como asimétricos), mientras que todos los otros
phyla se les agrupa dentro de los organismos bilaterales, los bilateria. Al ancestro comun de todos los
bilaterias se le ha denominado Urbilateria (De Robertis y Sasai, 1996). Corresponde a un ancestro
hipotético mas que a un organismo precisamente identificado.

No se conoce con precisién cuando ocurrio la divergencia entre organismos con simetria radial y
bilateral, un posible escenario data este evento hace 800 o 750 millones de afos, previo a la glaciacion
Sturtiana. Una segunda posibilidad lo ubica hace aproximadamente 650 millones de afios, previo a la
glaciacién Marinoana. Finalmente una tercera hipdtesis lo sitia justo después de la glaciacion Marioana,
entre los 550 y 600 millones de afios. De hecho, en este caso coincidiria con la fauna pre-cambrica
encontrada en Doushantuo. Resulta importante mencionar las glaciaciones, debido a que corresponden a
fendmenos climaticos de alto impacto global. Las glaciaciones de finales del Neoproterozoico fueron tan
intensas que avanzaron hasta latitudes cercanas al ecuador (revisado por Erwin y Davidson, 2002).

El fosil mas antiguo con simetria bilateral que se conoce es Kimberella, ¢l cual pertenece a la
fauna de Ediacara de hace mas de 550 millones de afios (revisado por Erwin y Davidson, 2002; revisado
por Marshall, 2006). Sin embargo, los paleontélogos consideran que incluso este fosil representa una

forma derivada, por lo que no corresponderia a Urbilateria.



Sorpresivamente, datos generados a partir de la biologia del desarrollo y de la gendmica han
revivido con mas fuerza la bisqueda de este ancestro comun. Pero, esta nueva version de la basqueda
implica otro tipo de datos, técnicas y alcances. Todo ello, en ningin caso ocupa el lugar de la

o

palcontologia, sin embargo abre una nueva forma de ver hacia el pasado.

1.- ;C6émo se cree que fue el Urbilateria?

“[ should like to work like the archaeologist who pieces together the
fragments of a lovely thing which are alone left (o him. As he proceeds,
fragment by fragment, he is guided by the conviction that these fragments
are part of a larger whole which, however, he does nol yet know.”

- Hans Spemann (1938)

Las caracterizaciones de Urbilateria estan basadas en datos funcionales y de expresion génica
que han sido encontrados en organismos muy distantes en la filogenia de los animales. Tan distantes,
como para fechar su divergencia en el momento mismo de la Explosion Cambrica hace mas de 543
millones de afios (revisado por Marshall, 2006) (Fig. 1a). Se ha evidenciado que en varias estructuras
genes ortélogos tienen roles similares. Incluso en estructuras que cldsicamente han sido consideradas
convergencias. De ahi se origina la pregunta sobre si Urbilateria poseia estos rasgos fenotipicos o solo los
grupos de genes ancestrales que posteriormente se co-optaron en el desarrollo de dichas estructuras.
Solamente cuando se encuentre un fosil coincidente con el tiempo de divergencia de los bilateria, se podra
comenzar a resolver esta interrogante.

Urbilateria se ha caracterizado como un organismo, por definicidn, con simetria bilateral. Este
serfa similar a un gusano poseedor de un patrén de segmentacion antero/posterior {A/P) y polarizacion
dorso/ventral (D/V). Ademads, tendria un sistema nervioso centralizado y polarizado y con o6rganos
receptores, posiblemente fotosensibles. Internamente poseeria un sistema digestivo regionalizado y un
érgano que serviria como bomba circulatoria. Externamente, sc podrian reconocer estructuras
apendiculares (revisado por Marshall, 2006; revisado por Erwin, 2006) (Fig. 1b).

La presencia de un patrén de segmentacion antero/posterior se ha deducido de la difundida

existencia de los genes Hox en todos los animales y como usualmente se asocian a los segmentos

corporales (Swalla, 2006). Relacionado con esto, se encuentra el mecanismo mediante el cual se da la



segmentacion del cuerpo. En el caso de los vertebrados corresponde a la segmentacion de los somitos
mediante el sistema Notch/Delta. Sin embargo, si se compara con la definicion de segmentos en
Drosophila se encontrara una diferencia. Pues en la mosca, los segmentos se definen a través de una
sucesion de genes, que van dividiendo el embrién en territorios cada vez mas precisos (Gilbert, 2003).
Interesantemente, al estudiar Ia forma en la que se generan los segmentos en una arafia (Cupiennius 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 taxonomico mas extenso a fin de tener
claridad acerca de qué rasgos son efectivamente difundidos y cuales corresponden a particularidades. No
obstante, la posibilidad de que Urbilateria haya sido un organismo con segmentacion corresponde a una

hip6tesis muy bien fundamentada (Balavoine y Adoutte, 2003).
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Figura 1: Posible ubicacién filogenética y caracteristicas de Urbilateria. (a) Posible ubicacion
filogenética, ella corresponderia a la divergencia de protostomados y deuterostomados (Pueyo y Couso,
2005) (b) Esquema de sus posibles rasgos vy los genes a los que se les asocia (modificado de Marshall,
2006).



Por otro lado, asociado al patrén dorso/ventral se han encontrado de manera invertida los mismos
genes de polarizacién en embriones de protostomados y deuterostomados, que estén invertidos hace
sentido con el hecho de que en los adultos esta polaridad también lo estd (De Robertis, 2008). En un
cordado, el sistema digestivo es ventral y el nervioso es dorsal y en un protostomado se encuentra la
situacion opuesta. Asi en los embriones de vertebrados desde dorsal a ventral hay un gradiente de cordina
(ortélogo de sog), mientras que desde ventral a dorsal esta bmp 4 (ortologo de dpp), en los invertebrados
es al revés,

Relacionado con el sistema nervioso, asociados al desarrollo del cerebro se han encontrado
conservados genes como orthodenticle (otx) (Finkelstein y col., 1990; Acampora y col., 2001) o aprerous
(ap) (revisado por Erwin, 2002). Por otro lado, estudios en gusanos hemicordados han demostrado que la
sola presencia de genes tipicamente asociados a sistemas nerviosos centralizados, no garantiza que los
mismos tengan esta condicion. Asi, en Saccoglossus kowalevskii se mantienen los patrones de expresion
antero/posterior tipicos del sistema nervioso centralizado que se observan en cordados y artropodos, pero
tiene una red nerviosa difusa (Lowe, 2003). No obstante, lo anterior se ha encontrado que el sistema de
polarizacién dorso/ventral de esta estructura esta conservado en los bilateria (revisado por Lichtneckert v
Reichert, 2005). Por otro lado, también se encuentra conservacion en los sistemas implicados en la
navegacion axonal (Eph tirosina quinasas, netrinas y sistema de sefializacion slit/robo) (Kandel y col,
2000).

Relacionado con receptores sensoriales, el 0jo es el que mas se ha estudiado. Asi es como se ha
encontrado la conservacion de pax6 o eyeless. Este gen al encontrarse mutado en humanos produce la
condicién conocida como aniridia, entre otros desordenes oculares (Lee y col., 2008). En tanto, en el disco
imaginal de ojo en Drosophila igualmente hay expresion de este gen (Quiring y col., 1994). Esta
conservacion es incluso a nivel funcional. De esta manera, se han realizado experimentos en los que la
induccién ectopica de pax6 de ratén produce ojos compuestos en Drosophila (Halder y col., 1995).

Actualmente, existen estudios que buscan evidencias sobre ¢l tipo celular al que perteneceria el
supuesto ojo presente en Urbilateria. Para ello de gran utilidad ha sido el gusano poliqueto Platynereis

dumerilii. E] perteneciente a la familia Nereididae y posee una morfologfa muy similar a otros poliquetos



fosiles como Burgessochaeta, el cual pertenece a las fauna de Burgess Shale (505 millones de afios). En
vertebrados, las células fotosensibles son del tipo ciliada, mientras que en invertebrados son rabdoméricas.
Interesantemente si bien P. dumerilii posee células fotoreceptoras de tipo rabdoméricas, su larva posee
ojos fotoreceptores con células tipo ciliadas también. Este caso podria corresponder a un estadio
transicional en el cual se podria estudiar la divergencia de ambos tipos celulares en los ojos (Arendt y
Wittbrodt, 2001; Arendty col., 2003).

Referente a la presencia de un sistema digestivo, las evidencias genéticas se asocian al rol de
genes como cdx/caudal y bralbyn implicados en la especificacion de la regién posterior del intestino. Se
ha encontrado su expresion en raton, Drosophila y grillo (Gryllus bimaculatus) (Shinmyo y col., 2006).

Una estructura similar a un corazén también se ha postulado para Urbilateria. Esta suposicion se
basa en el hecho que tanto el gen vertebrado nkx2.3 como su ortologo en Drosophila, llamado tinman, se
encuentran involucrados en cardiogénesis (Harvey, 1996). Inclusive, se ha descrito una red genética
comun asociada al desarrollo de corazén a partir de la comparacion de lo que se conoce en mosca y raton
(Davidson y Erwin, 2006; Olson, 2006; Pocock y col., 2008). Ademas, en Caenorhabditis elegans el gen
ceh-22, ortologo de mkx2.3, se encuentra implicado en el desarrollo de musculos faringeos (Haun y col.,
1998). Estas evidencias llevan a concluir que més que un corazén propiamente tal, Urbilateria podria
haber tenido un tubo muscular pulsatil.

Finalmente, también se ha descrito la posible presencia de apéndices en Urbilateria. Uno de los
principales argumentos ha correspondido a la presencia del gen distal-less (dll) en practicamente todas las
estructuras con forma apendicular: parapodios en anélidos; lobopodios en onicoforos; ampulas en ascidias;
pies ambulacrales en equinodermos; patas, cuernos, antenas y alas en los insectos; y extremidades en

vertebrados (Panganiban y col., 1997; revisado por Angelini y Kaufiman, 2005; Mockzec, 2006).

2.- Los apéndices de Urbilateria
En un concepto general, Minelli (2000, 2003) plantea que los apéndices serfan equivalentes, mas
no idénticos, al eje principal del cuerpo. Hace énfasis en la presencia de rasgos sexualmente dismorficos

en los mismos, al igual que suceden en el eje principal del cuerpo. Asi los apéndices corresponderian a



yemas carentes de endoderma. Su idea es extensible tanto a vertebrados como invertebrados. Cita como
ejemplos los tarsos anteriores alargados en los machos de ciertas especies de escarabajos o el cayo
presente en el pulgar de los machos en algunas especies de sapos.

La existencia de apéndices tanto en vertebrados como en artropodos es compatible con diferentes
escenarios evolutivos. Los indicados por Tabin y col. (1999) se resumen a modo general a continuacion:
(1) tanto artropodos como vertebrados descienden de un organismo basal con simetria bilateral
(Urbilateria), el cual poseia apéndices que se formaban con la misma bateria genética que los apéndices
en los organismos actuales, (2) Urbilateria poseeria algin tipo de apéndices, los cuales no seria
homologos a los de los organismos actuales, sin embargo s¢ habria co-optado el mismo mecanismo de
formacién v (3) los genes implicados en el desarrollo de extremidades habrian sido reclutados de manera
independiente en ambos organismos. Sin importar lo que efectivamente haya ocurrido, mientras no se
tanga evidencia independiente (por ejemplo, registro fosil) no se podra responder a si las extremidades de
artrépodos y vertebrados corresponden a convergencias u homologias.

A continuacion, se discutirin de manera general los apéndices presentes en estos dos phyla.
Exponiéndose las diferentes hipétesis sobre sus origenes y describiendo el proceso de desarrollo de la pata

de Drosophila y la aleta pectoral del pez cebra.

3.- Apéndices de artrépodos

Uno de los rasgos que caracterizan a los artropodos es la presencia de patas articuladas. De
hecho, etimolégicamente “artrépodo™ significa “pata articulada”. Pero, la presencia de apéndices en los
distintos segmentos corporales es una caracteristica que también se observa en los poliquetos, los cuales
poseen parapodios asociados a cada metamero. Sin embargo, la homologia entre ambas estructuras es algo
incierto ain (Ruppert y Barnes, 1996).

Una caracteristica que permite dividir a los artrépodos corresponde a la presencia o ausencia de
dos ramas (exopodito y endopodito) en cada apéndice. Los cangrejos cacerola (Xifosuridos), crustaceos y
los extintos trilobites las tienen. En cambio, los ciempiés (Quildpodos), milpiés (Diplopodos) e insectos

tienen solo una rama. No se tiene claro cuél es la condicién basal (Ruppert y Barnes, 1996),



En insectos existe una gran diversidad de estructuras apendiculares. Ellas pueden incluir
apéndices bucales (maxilas y mandibulas), cuernos, apéndices dorsales (alas, aléteros, élitros y derivados
alares), apéndices ventrales (patas) (revisado por Angelini y Kaufman, 2005; Mockzec, 2006). Es posible
reconocer que ciertos genes mantienen dominios de expresion similares en las diferentes estructuras. Por
ejemplo, en las regiones proximales de la antena, pata, palpo maxilar y labio (probocide) de Drosophila
(Diptero) al igual que en el labio de Oncopelrus (Hemiptero), se ha demostrado la presencia de
homothorax (hith), mientras que dif se expresa en las regiones mds distales. Ademas, en el caso de la
antena y pata de Drosophila, al igual que el labio de Oncopeltus hay un dominio de expresion de
dachshund (dac) en la zona medial (revisado por Angelini y Kaufman, 20053).

Incluso en representantes de los diversos clados (Chelicerata: Cupiennius, Myriapoda: Glomeris,
Crustacea: Porcellio, Insecta: Schistocerca, Oncopeltus, Drosophila) presentes en el phylum artropodo se
ha evidenciado una alta, pero no absoluta, conservacion en los territorios de expresion de diversos genes
(dll, dac, extradenticle (exd), hth, dpp) (revisado por Angelini y Kaufman, 2005). Todo esto evidencia que
parte del programa implicado en el desarrollo de apéndices en artropodos se encuentra conservado entre

especies e incluso asociado a distintas estructuras dentre de un mismo organismo,

3.1.-Constitucion ancestral de los apéndices en insectos

Snodgrass en su libro Principles of Insect Morphogenesis (1935) plantea que el estado basal
(ground state) de las extremidades en insectos corresponderia a “una protrusion, sin segmentacion, de la
pared del cuerpo con forma lobular o tubular que serviria como apoyo a la lecomocion”, En este apéndice
ancestral sc podria reconocer dos regiones: coxopodito, la cual corresponde a la base y se encontraria
adosado a la pared del cuerpo; y telopodito, que corresponde al apéndice en si (revisado por Gonzalez-
Crespo y Morata, 1996). Esta vision se ha reforzado por el analisis de fosiles de Diaphanopterodea
correspondientes al Pérmico inferior. Ellos pertenecen al orden mas basal de pterigotos, poseian apéndices
libres abdominales con segmentos desde el prefémur hasta los tarsos, mientras que los segmentos mas
proximales estaban incluidos en el tronco ventral (revisado por Kukalové-Peck, 1991).

El “estado basal del apéndice” es aquel que se desarrolla en ausencia de genes selectores, Los

genes selectores, en fanto, son aquellos que codifican para factores de transcripcion que, en



combinaciones, definen el plan corporal controlando el desarrollo de regiones especificas del embridn
{Herke y col., 2005).

Se cree que los apéndices primitivos se desarrollarian sin el efecto de antennapedia (anip), hth o
exd. Posteriormente, Ath se comenzaria a expresar en los apéndices mas anteriores de manera que los
transformaria en antenas. En tanto, en los apéndices tordxicos los cuales adquererian secundariamente la
expresion de anip se mantendrian con morfologia de pata (que seria similar a la del estado basal), ya que
este gen reprime el efecto de Ath (Casares y Mann, 1998) (Fig. 2b). Ademds, la parte distal de la antena se
transforma en pata ante la ausencia de la actividad de spineless (ss) (Duncan y col,, 1998) (Fig. 2a).
Congruentemente, hay una transformacién de antena-a-pata cuando la funcién de exd u hth es removida
(Dong y col., 2000). De hecho, en la mutacién llamada anrennapedia donde tiene lugar una
transformacion homedtica de las antenas en patas, sucede por a una expresién ectdpica de anip (revisado
por Casares y Mann, 2001). Un efecto similar se ve con sex combs reduced (scr), de hecho la perdida de
funcion en la pata de anip o antp y scr genera la transformacion de una pata en antena (Struhl, 1981).

Utilizando esta evidencia, se ha propuesto un modelo para explicar la diferenciacion de los
segmentos de la pata. La extremidad ancestral seria similar al apéndice de cuatro segmentos en que se
transforma la antena cuando se bloquea la funcién de ss. La actividad de angp especificaria la definicién
de los dos segmentos mas proximales: coxa y trocanter. Ademads, dirigiria al tercer segmento a expandirse
y posteriormente formar el fémur, la tibia y el primer segmento tarsal. Finalmente, ss dirigiria la
diferenciacién de los segmentos tarsales. No obstante, esto ocurriria posterior al rol que ss adquiere en la
especificacién antenal. Este modelo se basa en el hecho de que las antenas se especifican muy temprano
en la evolucion de los artropodos (Duncan y col., 1998) (Fig. 2a).

No obstante, también hay evidencia en la direccion opuesta. Existen apéndices que se
transforman en una estructura similar a una antena cuando ciertos genes son bloqueados. Igualmente, se ha
argumentado a favor de la antena como apéndice ancestral en base al hecho de que su morfologia

pareciera ser mucho mds simple de que la una pata (revisado por Minelli, 2003).
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Figura 2: Modelo propuesto para la consitucion ancestral de los apéndices de insecto. (a) La forma
ancestral del apéndice (ground state appendage) seria similar a la morfologia adoptada por la antena
cuando ésta pierde la funcion de sipneless (ss). Esta morfologia recuerda a una pata, pero con menos
segmentos. Se postula que posteriormente antenaapedia (antp) influiria en el desarrollo de esta estructura
estimulando la diferenciacion de los segmentos proximales. Por su parte, ss se relacionaria con la
diferenciacién de los segmentos distales (Duncan y col., 1998). (b) También se incluye el rol de ith como
un selector homedtico de antena, el cual es inhibido por arntp en los segmentos proximales de la pata
(Casares y Mann, 2001). bw: body wall; ap: appendage.

3.2.- Desarrollo de 1a pata de Drosophila

El desarrollo de la extremidad de Drosophila sucede a través de una estructura llamada disco
imaginal. El correspondiente a la pata consiste en un primordio con forma de paleta, el cual se desarrolla
durante los estadios larvales y posteriormente en la pupa entra en una fase de protrusién y diferenciacidn.
En particular, el disco imaginal correspondiente a la pata se inicia con 30 células embrionartas que luego
de proliferar alcanzan cerca de 15.000. La distribucion de los ejes D/V y A/P en el disco y en la pata
adulta son equivalentes. Sin embargo, respecto al eje proximal/distal (P/D) hay una distincion. Dado que
el disco es una estructura plana que luego protruye, en un proceso llamado telescopaje, aquello que en el
disco es central en la pata sera distal, en tanto lo que es periférico pasaré a 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, D/V, P/D,
junto con la diferenciacién de sus segmentos (podémeros). La mayoria de estos genes se encuentran

implicados en alguna via de sefializacién: via de Hh/Shh, via de Bmp/Dpp, via de Wg/Wnt, etc.
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Figura 3: Disco imaginal y pata adulta de Drosophila. Se presentan distintos estadios de desarrollo. El
codigo de colores corresponde a la identidad de los segmentos en los distintos esquemas. (a) Disco
imaginal. A: anterior; P: posterior; D: dorsal; V: ventral (b) Vista lateral del disco imaginal justo antes del
proceso de telescopaje. (c) Pata del adulto y sus respectivos segmentos (modificado de Couso y Bishop,
1998).

4.- Apéndices de vertebrados

La presencia de extremidades corresponde a un rasgo ampliamente representado en los
vertebrados. Su primera aparicion es debatida. Se ha planteado que ya existen en vertebrados basales
como Haykouichthys y Milloukunmingia. Pero, esto ha sido discutido, debido a la falta de evidencia de un
soporte esquelético y muscular. Esta caracteristica seria distintiva de las extremidades respecto a otras
protruciones laterales, las cuales se originan varias veces en la filogenia de los vertebrados {Coates, 2003).
Entre ellas se pueden mencionar, las aletas caudales y dorsales en algunos cetaceos, frondas pareadas en
los dragones marinos (Phyllopterix), aleta dorsal en ictiosaurios, las quillas caudales en los tiburones
mackerel v las quillas laterales en los atunes.

Las primeras protrusiones similares a una aleta pectoral que se conocen se encuentran en
telodontos agnatos. Sin embargo, no es evidente que ellas posean un soporte endoesquelético (Coates y
Cohn, 1998). Mientras que las primeras aletas pectorales con un esqueleto interno surgen tardiamente en
los ostracodermos (Janvier, 1996a, b). En su version mas generalizada, el esqueleto apendicular consta de
dos pares de extremidades asociadas a sus correspondientes cinturas. Las estructuras que los componen
varian de acuerdo al grupo estudiado. Desde una aleta a un brazo existe una inmensa diversidad de
estructuras Oseas, dérmicas y musculares (Fig. 4a, b).

Lo que unifica esta enorme diversidad corresponde al desarrollo temprano de estas estructuras.

Una buena generalizacién podria caracterizar a la yema de la extremidad como una unidad estructural que
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consta de tejido ectodérmico y mesodérmico. El primero corresponde al apical ectodermal ridge (AER), el
cual es un epitelio que recubre a la yema. Bajo éste se encuentra tejido mesodermal mesenquimatico.
Entre ambas regiones se dan relaciones inductivas que desencadenan procesos de proliferacion,
polarizacion y diferenciacion. En estos procesos, se han encontrado la participacién de la via de Sonic

hedgehog, Bmp, Wnt y proteinas Fgf (revisado por Niswander, 2003).
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Figura 4: Diversidad de extremidades en vertebrados. (a) Esquema que muestra los esqueletos de los
autopodos presentes en diversos tetrapodos. (b) Esquema que muestra comparativamente la 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 pagina web del Laboratorio del Profesor Koji Tamura

http://www biology tohoku.ac jj

b-www/tamlab/english/index html).
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4.1.- Hipoétesis sobre el origen de las extremidades en vertebrados
+ Hipdtesis del Arco Branquial

A mediados del S. XIX, C. Gegenbaur plantea que las extremidades serian derivadas de los arcos
branquiales. Esto lo hace por observaciones realizadas en las aletas de condrictios, las cuales consider las
menos divergentes del plan original. Posteriormente refuerza sus observaciones en base a las aletas
metapterigiales encontradas en el 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). Gegenbaur propone que el eje
metapterigial corresponderia a un radio branquial extendido y su arco branquial daria origen a la cintura

pectoral. En tanto, los radiales se originarian posteriormente (Fig. 4a).
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En 2002, O’Rourke y Tam realizan una extensa revisién de los genes expresados en la
extremidad y el arco branquial de ratén. Se encuentra gran cantidad de genes comunes presentes en
distintas vias de sefializacién como son la via de Shh (shh glil, gli2, gli3 y pic), via de Wnt (wnida y
watll), via de Bmp (bmp2, bmp4 y bmp7) y proteinas Fef (fgf4, faf8, fafY, fafl0y fgfrZ2). Ademas, hay
una gran cantidad de factores de transcripcién comunes. Entre ellos se pueden mencionar: hwist, dlix/,
dix2, dix3, dix3, dix6, msxI, msx2, alk3, alk4, carti pitxl, gsc v mtsh (para mdas detalles revisar O’Rourke
y Tam, 2002).

Recientemente, Gillis y col. (2009) han realizado en raya, Leucoraja erinaceae, experimentos
funcionales y verificado el patrén de expresion de genes tipicos de extremidad. Encuentran que la
aplicacion exogena de dcido retindico (RA) genera duplicaciones especulares del esqueleto del arco
branquial. Consistentemente, la duplicacion sucede en la zona dorsal que es donde se encuentra la

expresion inducida de Shh. Algo equivalente, se ha reportado previamente en las extremidades.

+ Hipdtesis del Pliegue-Aleta

Mientras Gegenbaur desarrolla sus ideas, F.M. Balfour y J.K. Thacher plantean
independientemente la Hipdtesis del Pliegue-Aleta. Ella postula que los vertebrados basales poseerian una
aleta continua tipo cinta y la subdivisién de ella darfa origen a las extremidades (Fig. 5b). Existe una serie
de evidencias indirectas que avalan esta hipdtesis. Entre ella podemos mencionar la presencia de un
pliegue ventro-lateral en Myllokumingia y Haikouichthys (Shu y col., 1999), sin embargo, como se dijo
previamente, esto no estd exento de debate. La otra evidencia que se ha presentado es la presencia de
espinas pariadas entre las aletas pectorales y pélvicas en ciertos acantodios como Euthacanthus. Sin
embargo, mas que ser considerado un remanente de una aleta continua, esto se ha evaluado como una
especializacion de este grupo (Coates, 2003). Por otro lado, se ha reportado la presencia de pliegues
metapleurales en los costados del cuerpo de amp