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RESUMEN

La identidad de los tres digitos del ala de las aves ha
sido un tema de gran discusién entre biélogos del
desarrollo y paleont6logos durante mas de 140 afios. Por una
parte, basadndose en el patrén de desarrollo de los digitos,
se sostiene que los dedos del ala de las aves son de
identidad II, III y IV. En cambio, la comparacién de la
morfologia digital en el linaje hacia las aves, sugiere que
sus identidades son I, II y III. Una hipétesis propuesta
para explicar dicha situacién, es la ocurrencia de un
corrimiento homedético del marco de identidad (“frame-shift”
homeético) en el linaje que da lugar a las aves, donde los
digitos I, II y III del ala pasaron a desarrollarse a
partir de las posiciones embriolégicas 2, 3, y 4. Un
“frame-shift” similar a este, ha sido propuesto para ser
reproducido experimentalmente mediante la aplicacién de
Ciclopamina en embriones de ©pollo, obteniendo alas
didactilas con morfologia digital 1, y 2. A pesar de esto,
algunos autores han cuestionado la factibilidad mecanistica
de esta hip6tesis desde un punto de vista celular vy
genético. En este presente trabajo, realicé un marcaje del
linaje de 1las células precursoras de los digitos en

embriones de pollo tratados con Ciclopamina, mostrando que



los dedos 1 y 2 se desarrollan a partir de células que
normalmente darian origen a los dedos 2 y 3 en embriones
controles. Ademéds, por medio de hibridacién in situ del ala
de embriones de pollo tratados con Ciclopamina para los
genes Hoxdl(0 y Hoxdll, se constaté que tanto el patrén de
expresién de los genes Hoxd como la identidad digital, se
desplazan una posicién hacia posterior al inducir
experimentalmente un “frame-shift”. Ademds, en este trabajo
caractericé la expresién genética de Hoxdl0 y Hoxdl2 en
embriones de conejo, cuya pata no posee el dedo 1,
mostrando que dichos genes se expresan en todos los digitos.
Esto dista de lo observado en el ala de las aves, en donde
la expresién se encuentra ausente en el digito mas anterior.
Situacién que invalida el argumento sobre cuando se pierde
el digito I, el digito II cesaria la expresién de los genes
Hoxd, adquiriendo las caracteristicas del dedo I. En
conclusién, de acuerdo a mis resultados, un *“frame-shift”
homeético es consistente con la expresién de los genes Hox
y mecanisticamente posible como una explicacién al problema

de la identidad digital en el ala de las aves.



ABSTRACT

Identity of the three digits of the birds’ wing has been
discussed for more than 140 vyears by developmental
biologists and paleontologists. Based on the pattern of
digits formation, developmental biologists held that the
wing's digits are II, III, and IV. On the other hand,
comparative morphology of the digits in birds’ lineage,
suggests that their identities are I, II, and III. A
hypothesis to explain this is that a homeotic frame-shift
might have occurred in the evolution of the birds’ wing,
such that digits I, II, and III began developing from
embryological positions 2, 3 and 4. A similar frame-shift
has been proposed to be produced experimentally by
administration of Cyclopamine to chicken embryos, obtaining
bidactyl wings with digit morphologies 1 and 2. However,
some authors have doubted if the frame-shift hypothesis is
mechanistically possible in a cellular and genetic context
during wing development. In the present work, I made fate-
maps to follow digits formation in the development of
Cyclopamine-treated wings of chicken embryos. I show that
digits 1 and 2 develop from cells that in control embryos
would have developed into digits 2 and 3. Moreover, by in

situ hybridization of Cyclopamine-treated wings of chicken



embryos for Hoxdl0 y Hoxdll genes, it was verified that
both, Hoxd expression pattern and digit identity, were
shifted one embryological position toward posterior when a
homeotic frame-shift has been induced experimentally.
Furthermore, in this work I characterized the genetic
expression of Hoxdl0 and Hoxdl2 in rabbit embryos, which
has no digit I, showing that they are expressed in all
digits. This is not like the bird wing, where expression is
absent in the most anterior digit. This invalidates the
argument that upon loss of digit I, digit II would cease to
express these genes, resembling digit I. In conclusion,
according to my results, a homeotic frame-shift is
consistent with Hoxd expression and mechanistically
possible as an explanation to the problem of digital

identity in the wing of the birds.



INTRODUCCION

Presentacidon del problema

La identidad de los digitos del ala de las aves ha sido un
tema de gran discusidn durante més de 140 afios. Por una
parte, suele utilizarse un criterio para identificar a los
dedos en base a las posiciones relativas de los elementos
esqueléticos embrionarios. En tetrédpodos pentadactilos, el
precursor cartilaginosc del dedo 4 es el primero en
aparecer, y se desarrolla espacialmente alineado con los
cartilagos de la Ulna y el Ulnare, conocido como el “eje
primario” del desarrollo de la extremidad. En aves, el dedo
mas posterior se desarrolla a partir del dedo del ‘eje”
primario”, sugiriendo que éste es un digito IV, y, por
inferencia, que los dedos del ala de las aves son II, III,
y IV. Esto ha llevado a una vieja explicacién, popular en
la biologia del desarrollo, en donde se sostiene que las
aves descienden de algGn ancestro que ha perdido los
digitos I y V. Hipdtesis conocida como reduccién bilateral

de los digitos (BDR: Bilateral Digit Reduction).



Sin embargo, la morfologia de los digitos de aves tempranas,
como Archaeopteryx, corresponden a la de los digitos I, IT,
y IIT de reptiles pentadactilos. Es por esto que se
sostiene que los digitos del ala de las aves corresponden a
los digitos I, II, y III en vez de II, III, y IV, lo cual
implicaria gque del eje primario de las aves se
desarrollaria el digito 3 y no el digito 4. Esta hipdtesis
se conoce como reduccidn lateral de los digitos (LDR:
Lateral Digit Reduction), la cual sostiene que las aves
descienden de terdpodos dinosaurios que han perdido 1los

digitos IV y V

Una hipétesis propuesta a favor del LDR, es que ha ocurrido
un corrimientc homeético del marco de identidad (“frame-
shift” homeético) en el linaje que da lugar a las aves,
donde los digitos I, II, y 1III del ala pasaron a
desarrollarse a partir de las posiciones embriolégicas de
los digitos 2, 3, y 4 (Figura 1). Experimentalmente, existe
evidencia de que es posible reproducir un desplazamiento de
marco semejante al hipotético evento evolutivo, lo cual
apoya su factibilidad mecanistica (Vargas y Wagner 2009).
Adicionalmente, la comparacién de la expresidén genética con

otros amniotos apoya la nocidén de que el dedo mas anterior



de las aves es un dedo I, pese a desarrollarse en 1la
posicién embrioldgica del dedo 2. Sin embargo, tanto en el
acercamiento experimental como en el comparado, existen
importantes observaciones pendientes, que pueden o no

conformarse a algunas expectativas de la hipétesis del

corrimiento de marco homedtico.

Embryology %; =‘.\. -.
Uina Utnare ‘.\

W cartilage o1
e ., e . @
» s "
— primary axis -lnoqc. 4lla§; : s .
. 3 m )
Morphology g= = zos>  Homeotic A
ﬁ'; . pemmeee,  Frameshift - — W
Digit 1 &%“8. R, iy
e €2,63.C4
B Digit2 Mammal Crocodilian Bird
& Digit3
Digit 4 X o
c2 f,: ® D2
@ Digit s Archosauria = D3
e
2 Cs A
Amniota Cl——= O
(- —— "}
C3 w0 D3
C4 ——= = 4
C5 = m D5

Figura 1. Hipétesis del “frame-shift” homeético. En las aves,
log digites (D) 1, 2, y 3 se desarrollan a partir de una
condensacién (C) cartilaginosa que en amniotos pentadictilos
originarian a los digitos 2, 3, y 4. Hipétesis formulada a
partid de datos provenientes de la comparacién embriolégica

(Embriology) y morfolégica (Morphology). Imagen tomada de Vargas
y col. 2008



Homeosis en el desarrollo

Al evaluar el desarrollo de cualguier estructura bioldégica
se pueden distinguir tres grandes niveles: posicién
embrioldgica de origen, morfologia del adulto, y expresién
genética. Es bien conocido por los bidlogos del desarrollo
que estos niveles no son Jjerdrquicos y pueden estar
desacoplados; por ejemplo, la morfologia y la expresién
genética tipica de una estructura pueden desarrollarse, en
conjunto, en una posicién embriolégica distinta como el
resultado de una mutacidén o manipulacién experimental. Un
famoso ejemplo de esta situacién es el de la mosca mutante
bitorax, en la que el tercer segmento desarrolla la
identidad del segundo, sin expresar Ubx y desarrollando un

par de alas.

Escenarios como este, en donde una estructura adquiere las
caracteristicas propias de otra estructura serialmente
homéloga, se conocen come homeosis, situacién de la cual
una estructura se desarrolla a partir de una parte del
embridn con un contexto morfo-genético distinto del que se

desarrcllaria normalmente.

Como se mencioné anteriormente, en las aves, los digitos

del ala se desarrollan a partir de las posiciones



embrioldgicas correspondientes a los dedos 2, 3, y 4 de
reptiles pentadactilos. Sin embargo, la morfologia de los
digitos de aves tempranas (Archaeopteryx) y actuales (pollo
Gallus gallus), corresponden a la de los digitos I, II, y
III (Figuras 1 y 2). De acuerdo a esto se ha sugerido que,
en el linaje que da origen a las aves, ha ocurrido una
homeosis en el desarrollo del ala. Hipétesis conocida como
“frame-shift” homedético (Figura 1), ampliamente estudiada

en el pollo.

Homeosis en el ala del pollo: La aproximacién

comparativa

A lo largo del registro fésil existe una gran cantidad de

evidencias morfoldégicas que sustentan la hipdtesis BDR.

Los primeros tres digitos de lagartos, cocodrilos vy
dinosaurios poseen 2, 3, y 4 falanges, una condicién
plesiomérfica heredada de un remoto ancestro comin vy
claramente esta presente en la mano de amniotos tempranos
del Carbonifero como Paleothyris (Figura 2; Vargas y Fallon

2005b).




o
i

Tulerpeton Paleothyris Alligator Hererodontosaurus Heirerasaurus Coelophysis Dilophosaurus Ceratosaurus Limusatrus Allosaurus Deinanychus Archaeopteryx Opisthocomus

I Bm v vV ElNotPreserved (Inferred)

Figura 2. Evolucién digital hacia el linaje de las aves. La formula falangeal se observa
altamente conservada en la evolucién hacia las aves, especialmente para los digitos I y
IT. Estos digitos poseen 2 y 3 falanges, respectivamente, formula presente desde
Tulerpeton. Imagen cortesia de Sergio Soto Acufia.
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Aves tempranas, como Archaeopteryx y Confuciusornis, poseen
una mano con tres digitos, los cuales presentan la formula
falangeal (2-3-4) diagnéstica para los digitos I, II, y III
(Wagner y Gauthier 1999, Vargas y Fallon 2005b). Esta
formula esta presente desde Tulerpeton (Figura 2), por 1lo
tanto es una sinapomcrfia que emerge en el Devénico tardio,
antes del origen de los tetrdpodos. Esta formula falangeal
ancestral persiste en las aves basales, al menos para los
digitos I y II, como se observa en el paleognata Struthio y

neognata Opisthocomus (Figura 2).

Los mecanismos genético-moleculares gue especifican la
morfologia de los dedos recientemente han sido objeto de
considerable interés (Harfe y col. 2004, Suzuki y col. 2004,
Zakany y col. 2004, Cobb y Duboule 2005, Tickle 2006,
Butterfield y col. 2010). La comparacién de la expresién de
genes entre amniotos revela que el digito 1, con dos
falanges, presenta una expresidén conservada de genes Hoxd
tardios. Los genes Hoxdl3 y Hoxal3 se expresan en todos los
dedos, sin embargo, la expresidén de los genes Hoxdl0,
Hoxdll y Hoxdl2? se encuentra ausente solamente en el dedo 1,
expresandose en el resto de los digitos (Vargas y Fallon

2005b, Vargas y col. 2008). Ademés, la morfologia
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bifalangeal del dedo I ha sido conservada desde el ancestro
comin mds reciente de todos los amniotos wvivientes, hace
aproximadamente 300 millones de aflos (Vargas y Fallon
2005b). En el ala de las aves, el dedo mé&s anterior es
bifalangeal y no expresa HoxdI0-12 (Nelson y col. 1996,
Vargas y Fallon 2005b, Vargas y Wagner 2009, Woltering vy
Duboule 2010), sugiriendo gque este es un dedo 1 qgue ha
pasado a desarrollarse a partir de la condensacidn

embriolégica de un dedo 2.

Por otra parte, recientemente, se ha propuesto que el
dinosaurio Ceratosaurio Limusaurus, dque presenta BDR, puede
representar una etapa intermedia en el linaje de las aves,
en la cual habria ocurride gradualmente una reduccidén vy
pérdida digital (Xu y col. 2009). Posterior a esta etapa,
los dedos II, III y IV habrian adquiride convergentemente
una morfologia semejante a la de un dinosaurio que presente
LDR. Sin embargo, para estos autores, aun conservarian su
identidad original, proponiendo un escenario contrario al

propuesto por la hipbétesis del “frame-shift” homedtico.

Segin Woltering y Duboule (Woltering y Duboule 2010), 1la

pérdida del digito mé&s anterior (MAD) de cualgquier
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extremidad de un amnioto implicaria que el nuevo MAD, el
dedo 2 (trifalangeal) en el caso de Limusaurus y de las
aves, adquiriria el perfil de expresidén propio del dedo 1,
cesando la expresidn de los genes Hoxd (Figura 3). Por 1lo
tanto, estos autores consideran que la ausencia de 1la
expresion de los genes Hoxd en el digito mas anterior no

indicaria que este sea un dedo 1.

Limb Wing

Figura 3. Hipdtesis sostenida por Woltering y Duboule, en donde
la pérdida del dedo mds anterior (MAD) de la extremidad (limb)
gatillaria los cambios morfo-moleculares observados en el ala de
las aves (wing). Una vez ocurrida esta pérdida digital, el
digito 2 pasa a ser el MAD, adquiriendo todas las
caracteristicas de un dedo 1, el cual siempre recibirid la menor
dosis de los genes Hox. Imagen tomada de Woltering y Duboule
2010.

Actualmente, se desconoce lo que sucede con la expresidén de
los genes Hoxd en un amnioto que, como Limusaurus, haya

perdido el dedo I a la vez que conserva la morfologia de
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los dedos II y III. Es posible que en estos casos, el dedo
2 (trifalangeal) adquiera el perfil de expresién propio del
dedo 1, sin cambio morfoldgico. De ser asi, seria posible
cuestionar la necesidad de la homeosis para explicar la
expresidén genética del ala de las aves. Sin embargo, si el
dedo 2 mantiene 1la expresién de estos genes, la alta
conservacién de la relacidén entre morfologia y perfil de
expresidén fortaleceria la inferencia de homeosis (cambio

simulténeo de expresidn genética y morfologia}).

Desde un punto de vista experimental, es posible observar
que en muchos mutantes de las extremidades del ratdén y el
pollo se mantiene la relacidn entre expresidén de los genes
Hox y la morfologia (Vargas y Fallon 2005a, Vargas y Fallon
2005b). Por lo que, para dilucidar esto, es crucial la
observacién del patrén de expresién de los genes Hox en la
extremidad de un amnioto que ha perdido el dedo I
naturalmente. Interesantemente, actualmente existen
mamiferos que han perdido el digito mas anterior en alguna
de sus extremidades, conservando 1la morfologia de los
digitos II al V. Un ejemplo de esta situacidén es el conejo,
donde sus extremidades posteriores no poseen el dedo I.
Mediante la caracterizacién del patrén de expresidén de los

genes Hoxd en las pata del conejo, serd posible evaluar si
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la pérdida del digito mas anterior gatilla un cambioc en
este patrdén, en comparacién con otros amniotes, sin
producir un cambio en la morfologia de los digitos

restantes.

Homeosis en el ala del pollo: La aproximacién

experimental

La hipé6tesis del “frame-shift” homeético implica que tanto
la morfologia como la expresidn genética se desplazaron una
posicién embrioldégica hacia posterior, a la vez gue se
perdié el dedo mAs posterior (dedo 1IV), dejando solo

estructuras de morfologias digitales I, II yv III (LDR).

Experimentalmente Scherz (Scherz y col. 2007) mostrd que al
aplicar Ciclopamina a embriocnes de pollo de tres dias y
medio de desarrollo, en donde ocurre la especificacién
digital, se obtienen embriones que presentan alas
didactilas con pérdida del digito mas posterior (Figura
4E). La Ciclopamina es un alcaloide orgdnico gque se une
directamente a Smoothened (Smo), blogueando la accién de
este co-receptor presente en la via de Sonic hedgehcg (Shh)

(Chen y col. 2002). Via de sefalizacidén importante en los
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procesos de especificacién y crecimiento del ala de las

aves y amniotes (Butterfield y col. 2010).

Partial 3
4 E4 Partial 4

Figura 4. Extremidades de embriones de pollo tratados con
Ciclopamina (Cyc) a distintos dias de desarrollo hasta el
momento de su andlisis. A, C, E, y G, corresponden a alas de
polloc. B, D, F, y H, corresponden a patas de pollo. A y B, ala y
pata control. Al administrar Cyc al embrién de pollo a los tres
dias de desarrollo (E3), se obtiene una ala que presenta pérdida
de la Ulna con una reduccién del autdpodo a dos estructuras
digitales inidentificables (C) y una pata que presenta la
ausencia de la fibula y del digito 4 (D). Al administrar Cyc a
un embrién de tres dias y medio (E3.5), se observa un ala
didactila debido a la pérdida del dedo 3 (D), ademds, se observa
una pérdida del dedo 4 y una reduccién a tres falanges en el
dedo 3 de la pata (F). Al aplicar la Cyc en el dia 4 de
desarrollo (E4), se obtienen morfologias con elementos
fusionados (G, H). Barra de escala: lmm. R: Radio, U: Ulna.
Modificado de Scherz y col. 2007.
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Basadndose en estos experimentos, Vargas y Wagner (Vargas y
Wagner 2009) describieron un caso experimental de un
“frame-shift” homeético de morfologia y expresidén genética
con estas caracteristicas. En este estudio, ellos
observaron el patrén de formacién de cartilago y la
expresién genética del gen Hoxdl2 en embriones de pollo
controles y tratados con Ciclopamina en el dia 3 de
desarrollo (Figura 5). La identificacién de la posicién
embriolégica de los digitos en estos experimentos se hizo
observando el eje primario, el cual da origen a un dedo con
la morfologia correspondiente al dedo medio (Figura 5A). De
acuerdo a esto, los restantes dedos anteriores y medio se
desarrollarian a partir de las posiciones embrionarias que
normalmente darian lugar a los dedos medio y posterior. La
expresién del gen Hoxdl2 también se ve desplazada (Figura

5B), sugiriendo que estamos ante un “frame-shift” homedtico.

Estos experimentos comprueban la factibilidad mecanistica
de la inferencia del corrimiento homedético, y sugiere la
participacién de la via de sefializacidén de Shh. Sin embargo,
estas observaciones fueron realizadas a nivel morfoldgico
mediante la tinecion de cartilago sin entregar una prueba
celular, a pesar de gque mediante esta técnica es posible

observar el patrén de divisiones celulares y su posible
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descendencia. Por lo tanto, mediante un marcaje de células

y el mapeo de sus destinos en el desarrollo digital, se

podria obtener una linea independiente de comprobacién a

esta hipébtesis.
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Figura 5. Reproduccién experimental de
un frame-shift homedético inducido por
Ciclopamina (Cyc). A, Comparacién del
patrén de formacién de cartilago entre
embriones tratados con Cyc y embriones
controles. Al aplicar Cyc se produce un
corrimiento hacia posterior, en donde el
digito 2 (D2) se desarrolla a partir de
la condensacién 4 (C4) alineada con el
eje primario, la cual normalmente
desarrolla un dedo 3 (D3). B,
Comparacién de la expresién de HoxdlZ2 en
alas de embriones de pollos tratados con
Cyc y embriones controles. Al aplicar
Cyc, al igual gque 1la morfologia, se
produce un corrimiento hacia posterior
de la expresién de Hoxdl2. En ambos
casos, la expresidn se encuentra ausente
en el digito 1 (Dl1). Las tinciones de
cartilago se muestran como referencia.
c(1, 2, 3, 4,y 5)s condensacién
cartilaginosa (1, 2, 3, 4,y 5), D(1, 2,
y 3): digito (1, 2, y 3). Imagen tomada
de Vargas y Wagner 2009.
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Si bien existen tres estudios preliminares de mapas de
destino celular en alas de embriones de pollos (Towers y
col. 2008, Tamura y col. 2011, Towers y col. 2011), estos
no entregan informacién concluyente para rechazar o
confirmar la ocurrencia de un “frame-shift” homedtico. Dos
de estos estudios se realizé en alas tratadas con
Ciclopamina (Towers y col. 2008, Towers y col. 2011). En el
primero (Towers y col. 2008), no existe claridad de los
estadios en los cuales realizaron la inyeccién del marcador.
Ademés, observaron el destino final en un estadio temprano,
en el que no se distinguen los precursores de los digitos.
En cambio, en el segundo no se observé el destino celular
de ningdn digito (Towers y col. 2011). El1 tercer estudio
fue realizado en embriones de pollo sin aplicar Ciclopamina
(Tamura y col. 2011) con conclusiones agertivas en el tema.
No obstante, para efecto de la especificacién digital, se
utilizaron estadios tardios en los cuales la especificacién
ya ocurrié. Un mapeo especificamente orientado a esta
hipbdtesis determinaria si efectivamente el efecto de la
Ciclopamina corresponde a un *“frame-shift” homeético, tal
que células precursoras de los dedos medio y posterior dan

origen a los dedos anterior y medio.
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En resumen, este presente trabajo pretende dilucidar si 1la
ocurrencia de un “frame-shift” homedtico, durante la
evolucién hacia las aves, es mecanisticamente posible
durante el desarrollo al inducir experimentalmente este
cambio homedético. De esto, se espera que el cambio
morfoldgico observado sea simultdneo con el cambio genético
inducido, condicién necesaria para afirmar que los digitos
de las aves actuales correspondan a los digitos I, II, III,

y no II, III, IV.

Hipotesis del trabajo

Hipbétesis general

En la evolucidén del ala de las aves hubo un evento de
corrimiento homedtico, tal que ambos, morfologia vy
expresién de los genes Hoxdl0, Hoxdll y Hoxdl2, se

desplazaron una posicidén digital hacia posterior.

Hipoétesis especificas
1. En un amnioto, como el conejo, en que se ha perdido el

dedo 1 sin homeosis, la expresidén genética de los
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genes Hoxdl0-12 no se vera desplazada una posicién
digital hacia posterior, sino que estaré& presente en
los dedos 2-5. Por lo tanto, la expresidén de estos
genes en la pata del conejo es distinta a la observada
en el ala de las aves y contraria a lo supuesto por

Duboule.

2.La aplicacién de Ciclopamina en un amnioto (como el
pollo) gue presenta homeosis, produce un corrimiento
homeb6tico en una posicidén hacia posterior, tanto de la
morfologia como la expresién genética, tal que los
dedos anterior y medio se desarrollan a partir de
células gque normalmente darian origen a los dedos

medio y posterior.

Objetivos

1. Evaluar la correspondencia entre expresién de los
genes Hoxdl0-12, morfologia, y posicién embrioldgica

en la aparicién evolutiva y experimental

a. Caracterizar la expresién de genes Hox en los
digitos de una especie (el Conejo) que ha perdido

el dedo 1 (respondiendo a Hipdtesis especifica 1).
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b. Caracterizar la expresién de genes HoxdIl0 vy
Hoxdll en los digitos del ala del pollo tratada
con Ciclopamina en el estadio E3.5, y compararlas
con alas controles (respondiendo a Hipdétesis

especifica 2).

2. Caracterizar las células precursoras que contribuyen a
la formacién de los digitos en el ala de embriones

tratados con Ciclopamina durante el estadio E3.5.

a.Realizar wun mapeo de destino celular del
desarrollo del ala de embriones tratados con
Ciclopamina durante el estadio E3.5, y compararlo
con alas de embriones normales (respondiendo a

Hipotesis especifica 2).



MATERIALES Y METODOS

Tratamiento con Ciclopamina

Se utilizd el procedimiento previamente descrito en Vargas
y Wagner (2009). En resumen, se realizé una pequefia ventana
(apertura) en el huevo al dia 3-3.5 de desarrollo
embrionario, de tal modo de obtener embriones en las etapas
HH18-22 (descritas por Hamburger y Hamilton 1992). Estadios
utilizados al momento de aplicar Ciclopamina. Se administré
dentro de la cavidad amniética, en contacto directo con el
embridén, 5 ul de una solucién de 1 mg/ml de Ciclopamina (LC
Laboratories) en 45% 2-hidropropil-b-ciclodextrina (HBC;
Sigma). Para los embriones, en los cuales se realizaron los
experimentos de destino celular, la Ciclopamina se

administré después de realizar el marcaje celular.

Administracion de DiI y DiO, y método para
realizar el mapeo de destino celular del ala.

Los huevos de pollos Broiler fueron incubados a 389C y los
estadios de desarrollo fueron seleccionadas de acuerdo a
Hamburger y Hamilton (1992). Las células de la extremidad

prospectiva derecha fueron marcadas con DiI (1,l-dioctadecy

22
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1-3,3,3",3’-tetramethyl indocarbocyanine perchlorate;
Molecular Probes) y DiO (3,3’-dioctadecyloxacarbocyanine,
perchlorate; Molecular Probes), tintes lipofilicos
fluorescentes que marcan la membrana celular y no difunden
hacia células vecinas. Ambos tintes fueron preparados de
acuerdo a Li y Muneoka (1999), y el marcaje celular se
realiz6é segin los protocolos descritos por Sato y col.

(2007) y Vargesson y col. (1997). DiI (1% en 100% Etanol) v

Di0 (1% en dimetilformamida) fueron administradas por
inyeccién a presién usando un Picospritzer®III (Parker
Hannifin Corporation: General Valve), mediante una

micropipeta con la punta abierta hecha a partir del
estiramiento un capilar de borosilicato de un diémetros
interno de 0,78mm. Para poder inyectar en las células
precursoras de los digitos, los embriones fueron cosechados
e inyectados in ovo en el estadio HH18 en la regién sub-
apical de acuerdo a Vargesson y col. 1997. Inmediatamente
después, se fotografié el sitio de inyeccién y se volvid a
incubar a 389C hasta el estadio HH31, en donde se
fotografiaron las alas inyectadas bajo un microscopio de
fluorescencia para observar el destino de las células
marcadas. Este procedimiento se realizo tanto para

embriones controles como para embriones tratados con
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Ciclopamina. En todos los experimentos realizados se midid
la posicién y tamafio de la marca realizada, de esta manera
poder comparar estos pardmetros entre distintos individuos
al momento de la inyeccidén y después del periodo de
incubacién. ©Para el conteo de casos experimentales,
solamente se consideraron los embriones que sobrevivieron
al tratamiento. El tamafio promedio inicial de la marca
inyectada fue entre 60 y 100um, de esta manera poder marcar
los distintos ejes del ala, especialmente el eje primario

(basado en Sato y col. 2007).

Clonamiento génico, fijacién de embriones e

Hibridacién in situ.

El clonamiento de 1los genes estudiados se realizé de

acuerdo a los protocolos estandares existentes para este

procedimiento. Bé&sicamente consiste en la extraccién
fen6lica de ARN, obtencién y amplificacién del cADN,

transformacién bacteriana utilizando el vector pGEM®-T Easy,
secuenciacién y obtencién de la sonda. Las secuencias para

cada uno de los c¢cADN utilizados se encuentran en la Tabla 1.

Los embriones de pollo, conejo, y ratén fueron colectados a

los 7, 14, y 13 dias de desarrollo, respectivamente. Estos
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se fijaron en Paraformaldehido (PFA) al 4% durante 2 horas
o durante toda la noche (over night). Luego, los embriones
fueron deshidratados por medio de una serie ascendente de
alcohol metilico y guardados a -209C. Los embriones de
pollo rehidratados (al momento de realizar la hibridacién
in situ) se trataron con una solucién de perdxido de
hidrégeno al 6% en PBST (PBS mas 0,1% Tween) por 30 minutos.
Los embriones de ratén y conejo fueron rehidratados y
tratados con buffer de acetilacién {(trietancolamina,
anhidrido acético, y é&cido clorhidrico) por 10 y 40 minutos,
respectivamente. Posteriormente, se trataron con una
solucién de proteinasa K (40 pg/ml) en PBST por 30 minutos
y se volvié a fijar en una solucién de PFA 4% + 0,1%
Glutaraldheido por no mas de 20 minutos. Los embriones se
pre-hibridaron por 3 a 6 horas a 65°C y se hibridaron
durante toda la noche a 67-709C. Estos fueron lavados dos
veces con una solucidén 50% formamida, 5X SCC, y 1% SDS, y
luego, tres veces con una solucién 50% formamida, 2,5X SCC,
y 0,1% Tween. Se blogqued por 3 a 6 horas con solucién de
bloqueo (2% blocking reagent de Roche mas 5% HINGS en
buffer MABTw). Se incubé con el anticuerpo a 49C y se
reveld con una solucién de NBT/BCIP. Finalmente, se clareé

con metanol para luego ser montados y fotografiados.
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Tabla 1. Sondas utilizadas en el pollo, conejo y ratén.

Nombre Gen

Hoxdl10

Hoxdll1l

Secuencia
Gallus gallus (Pollo)

TCCCTTCCTACCAGAGGCTGGTGTCTGAATCATGCCCCATNGAGAACCCCGAGGT
TCCCGTCCCAGGATATTTTAGACTGAGCCAGACCTACGCCACTGGGAAAACCCAA
GAGTACAATAATAGCCCTGAAACGAGTTCAACCGTAATGTTACAGTTAAACCCTC
GCGGCAGCTCCAAACCGCAGCTATCTTCTCAACTTCA

TTGCTCTTCTCTGCAACAGCCTCACCGGGAGGGGAAGCGGCGCCGCTCGCCETTG
TCACTTTCTTCTCCTGGCCGGAAGGTGCCTTGCTGCAGGCGCTGTGCTGGGGCTT
CAGCTCGCCCTTGTCCGCGTCCCCCTCGCCCTCGGAGTGCTGCTEGTACGGGGGC
GCGGGGGCCGGCTCGTAGAACTGGTCGAAGCCCTGCAGCAGGATGCCGTTCCTCC
CCACCGAGCCGTAGAAGTTGGAGGCGGCGGGGGACGCTCCGTGGTGGCCGCACAC
GGGGTCCGTTTTGAATAGCATTTCCGTCCTCCTGTTCGCGGGCTGCAGAAAGTCT
CTGTGCATCACCTCTTCAGCTGAGTAATAGGGAGCGTAACTGCCCCTGTACTGCC
ATTTGCCGCGCTCTAATCCGTATTCCCTGAATGCCACT

Oryctolagus cuniculus (Conejo) y Mus musculus (Ratén)

HoxdIO

Hoxdl1l2

ACAGTTGGACAGACCCGAACAGATCTTGTCGAATAGAGCAACCTGTTACACAGCA
AGTCCCCACTTGCTCCTTCACCACCAACATTAAAGAAGAATCCAATTGCTGCATG
TATTCTGATAAGCGCAACAAACTCATTTCTGCCGAGGTCCCTTCGTACCAGAGGC
TGGTCCCCGAGTCCTGTCCCGTTGAGAACCCTGAGGTTCCTGTCCCTGGATATTT
TAGACTGAGTCAGACCTACGCCACCGGGAARACCCAAGAGTACAATAACAGCCCC
GAAGGCAGCTCCACTGTCATGCTCCAGCTCAACCCTCGTEGECGCGGCCAAGCCGE
AGCTCTCCGCCGCCCAGCTGCAGATGGAAAAGAAGATGAACGAGCCCGCGAGCGG
CCAGGAGCCCACTAAAGTCTCCCA

CTTCGGCGGGCTTGCTCTGCAGTCCTACCTGGCCGGCTCCGGGCCTCTGRGCCTE
CAGCCCCCGGGCGCCAAGGACGGACCCGAAGAGCAGGCCAAGTTCTATTCGCCGG
AAGCAGCCGCCAGTCCGGAGGAGCGCGGCCGTACGAGGCCECCCTTCGTCCCAGA
GTCTAGCTTGGCCCCTGCAGCCGCTGCTCTCAAGGCCAAATACGACTACGCGGGT
ATGGGCCGTGCCGCGCCGGGCTCTGCGACCCTGCTCCAGGGGGCCCCCTGCGCCE
CCGGCTTCAAGGAGGATACGAAGGGCACGCTCAACTTGAACATGACAGTGCAGGE
GGCAGGCGTCTCCTCTTGCCTGAGACCTTCGCTGCCCGACG



RESULTADOS

Expresién genética de los genes Hoxdl0 y Hoxdl2 en
el conejo, un amnioto que ha perdido el dedo 1.

La pata del conejo ha perdido el digito I, conservando la
morfologia de los digitos II al V: un metacarpo alargado en
el digito II y una formula trifalangeal en todos los dedos
(Figura 6). Por lo tanto, la caracterizacién de estos genes
en la pata del conejo es crucial para evaluar la hipétesis
especifica 1 sobre la correspondencia entre la expresién de
los genes Hoxd y la identidad digital cuando se ha perdido
el digito mas anterior. Y de este modo, sera posible
evaluar también, la hipétesis propuesta por Woltering vy
Duboule (2010) para amniotos que presentan la pérdida del
digito mas anterior en alguna extremidad, en este caso la

pata del conejo.

Figura 6. Morfologia adulta de la pata
de ratén (izquierda) y de conejo
(derecha). La pata del conejo ha perdido
el dedo 1. Cortesia de Sergio Soto Acuifia.

27
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Los resultados obtenidos indican que la expresién de los
genes Hoxdl(0 y HoxdlZ en ambas extremidades, anterior v
posterior, en el estadio El4 es bastante similar a la
expresidén de estos genes en el ratén en el estadio E13

(Figura 7), estadio equivalente al El4 en el conejo.

El gen Hoxdl0, en la mano del conejo (n=6; Figura 7A) y en
ambas extremidades del ratén (n=6; Figura 7B), se expresa
en la zona interdigital posterior de todos los digitos con
excepcidén del digite mas anterior. En cambio, en la pata
del conejo, este gen se observa expresado en la zona
interdigital posterior de todos los digitos que
morfolégicamente corresponden a los dedos 2, 3, 4, y 5
(n=6; Figura 7A). Un patrén similar se observa para la
expresién del gen Hoxdl2; en la mano del conejo (n=6;
Figura 7C) y en ambas extremidades del ratén (n=6; Figura
7D) solo se encuentra ausente en el digito 1, y en la pata
del conejo, se expresa en todos los digitos (n=6; Figura
7C). A diferencia del gen Hoxdl0, Hoxdl2 se expresa en

ambas zonas interdigitales, anterior y posterior.

Esto indica que, a diferencia de lo propuesto por Woltering
y Duboule (2010), la pérdida digital no altera la expresién

de los genes involucrados en la especificacién digital, y
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por ende, tampoco la identidad morfolégica, conservando sus

morfologias.

Conejo Ratén

Figura 7. Expresién de Hoxdl0 y Hoxdl2 en el conejo y el ratén.
La pata del conejo expresa fuertemente ambos genes en la zona
interdigital detrds del dedo mas anterior 2 (flecha). Esto
reafirma la utilidad de estos genes para distinguir este digito

del dedo 1, donde la expresién se encuentra ausente. para todos
los casos n=6.
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Expresién genética de los genes Hoxdl0 y Hoxdll en

alas de embriones tratadas con Ciclopamina.

La caracterizacidén de la expresién de estos genes responde
a la hipGtesis especifica 2 sobre la expresién genética en
un evento experimental de homeosis en el ala de las aves, y
la correspondencia con el patrén de expresién reportado
para Hoxdl2 bajo las mismas condiciones experimentales

(Vargas y Wagner 2009).

Como se ha reportado previamente, en alas de pollos
controles, la expresién de los genes Hoxdl0 y Hoxdll se
observa ausente solamente en el digito mas anterior (Figura

8A, 8B), correspondiente morfolégicamente al dedo 1 (n=10).

Por otra parte, en los embriones tratados con Ciclopamina,
la morfologia de los digitos se ve desplazada una posicién
embriolégica hacia posterior, ademés de la pérdida
inmediata del digito mas posterior (dedo 3). En estos casos,
la expresién de los genes Hoxdl0 y Hoxdll, también se ve
desplazada una posicién hacia posterior y se encuentra
ausente solamente en el digito mas anterior (n=10; Figura
8C, 8C). Esto indica que el cambio de expresién genética,
al igual que el cambio morfolégico, inducido por la

administracién de Ciclopamina, ocurre inmediatamente en una
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sola generacién, sin necesidad de una pérdida gradual de

los digitos.

Este patrdén observado es el mismo que fue reportado por
Vargas y Wagner (2009) para Hoxdl2, lo cual indicaria que
la expresién de estos tres genes estan correlacionados con
la identidad digital en el ala del pollo, y por ende,

sirven como diagnéstico al comparar con otros amniotes.

Control Cyclopamine-treated

HoxD-10

HoxD-11

Figura 8. Expresidén de Hoxdl(0 y Hoxdll en alas de embriones de
polle, de 7 dias de desarrollo, controles y tratados con
Ciclopamina. En todos los casos la expresién de estos genes se
encuentra ausente solamente en el digito 1. Al igual que Hoxdl2,
la expresidén de Hoxdl0 y Hoxdll se desplaza una posicién digital
hacia posterior. Para todos los casos n=10.
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Mapeo de destino celular

Mediante estos resultados se caracterizaron las células
precursoras de los digitos del ala del pollo, por lo que el
destino celular se observé a partir del marcaje celular
realizado en los estadios HH18-19, tanto para embriones
controles como tratados con Ciclopamina. Al inyectar una
cantidad que genera un marcaje de mayor tamaho, con
respecto a los trabajos de Vargesson y Sato (30-50um;
Vargesson y col. 1997, Sato y col. 2007), se logrd marcar
tanto las regiones autopodiales como zeugopodiales del ala,
especialmente el eje primario. Los resultados de los
distintos mapeos de destino celular fueron observados al
dia 7 de desarrollo, los cuales se encuentran diagramados
en la Figura 9 y en la Tabla 2. Estos resultados son
equivalentes a los resultados obtenidos por otros autores
(Vargesson y col. 1997 y Sato y col. 2007, Towers y col.
2011), lo cual permite la comparacién entre estos trabajos

y el presentado en esta tesis.
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Figura 9. Dibujo esquemitico en donde se representa los sitios
de inyeccién (circulos de colores) Jjunto con los resultados
obtenidos del mapeo de destino celular en alas de embriones
controles (A) y tratados con Ciclopamina (B).

Tabla 2. Nimero de veces gque se obtuvo el mismo resultado para
cada uno de los sitios de inyeccidén (diagramados en la Figura 9)
para embriones controles y tratados con Ciclopamina (+Cyc). n/a:
no aplicado.

Control + Cyc
® 11 5
4 n/a
@ 16 10
@ 2 6
® 30 26
4 1
6 1
1 n/a
2 n/a
] 3 n/a
n/a 2
2 n/a
1 1
2 1
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Figura 10. Mapec de destino celular del ala en embriones controles y tratados con Ciclopamina (Cyc). A y E, triple marcaje con
DiI y DiO de los precursores de los digitos en el estadio HH18. En embriones controles (A-D) las células marcadas entre los
somitos 17/18 se desarrollan en el digito 1, las células marcadas entre los somitos 18/19 forman el digito 2, y las células
marcadas entre los somitos 19/29 desarrollan el digito 3. En embriones tratados con Cyc (E-H) las células marcadas entre los
somitos 17/18 no se desarrcllan en ningin digito, las células marcadas entre los somitos 18/19 forman el digito 1, y las células
marcadas entre los somitos 19/20 desarrollan el digito 2. D y H corresponden a la sobreposicién de las imédgenes B+C y F+G,
respectivamente. En C y G se muestran ambos canales, rojo y verde, por separado. En el canal verde ambos marcadores, DiI y DioO,
emiten fluorescencia. I, alineamiento entre el caso control (izguierda) y el tratado con Ciclopamina (derecha) donde se muestra
la equivalencia de las posiciones embriolégicas inyectadas. Los resultados se observaron al dia 7 de desarrollo. Barra de escala:

(A y E) 300 pm, (B-D) 1 mm, (F-H) lmm.
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En embriones controles, las células que se encuentran en la
regioén sub-apical entre los somitos 17/18, posteriormente
se desarrollan en el Radio, Radiale y digito 1 (n=11;
Figura 9A y 10A-10D). El dedo 2 se desarrolla a partir de
células ubicadas en la zona sub-apical entre los somitos
18/19 (n=16; Figura 9A y 10A-10D). Células marcadas entre
los somitos 19/20 en la regién sub-apical, forman el eje
primario: Ulna, Ulnare, y digito 3 (n=30; Figura 9A y 10A-

10D).

Por otro lado, en los embriones tratados con Ciclopamina,
las células que se encuentran en la regién sub-apical entre
los somitos 17/18, posteriormente se desarrollan en el
Radio y Radiale. A diferencia de los resultados obtenidos,
a partir de embriones controles, éstas células no
desarrollan digito alguno (n=5; Figura 9B y 10E-10H). La
marca de las células ubicadas en la zona sub-apical entre
los somiteos 18/19, se encuentra distribuida en el cartilago
de un digito con la morfologia bifalangeal caracteristica
del dedo 1 (n=10; Figura 9B y 10E-10H). Células marcadas
entre los somitos 19/20 en la regién sub-apical, al
transcurso del desarrolleo forman el eje primario, pero con

la excepcidén qgue forman un dedo con morfologia digital 2 en
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vez de la correspondiente a un dedo 3 (n=26; Figura 9B vy

10E-10H), como es el caso de los embriones controles.

Otro punto a resaltar, es que los embriones tratados con
ciclopamina conservan las identidades de los elementos del
zeugbépodo (ulna y radio) y sus relaciones espaciales en
comparacidén con los embriones controles, indicando que los
cambios observados al aplicar este alcaloide afecta solo a

las identidades digitales y no al “limb bud” completo.

Estos resultados son concluyentes, indicando que es
mecanisticamente posible que posiciones mas posteriores
equivalentes de la regién sub-apical del “limb bud” puedan
desarrollar estructuras digitales mas anteriores (Figura

101).



DISCUSION

Mesénquima interdigital e identidad digital

Trabajos sobre la determinacién de la identidad digital a
lo largo del eje antero-posterior han revelado que las
condensaciones digitales permanecen indiferenciadas hasta
estadios tardios, siendo posible la alteracién de su
identidad mediante la implantacién de otra =zona de
mesénquima interdigital distinta a la que le da la
identidad a dicha condensacién (Dahn y Fallon 2000, Gilbert
2003). De esto se concluye que el mesénquima interdigital
posterior es quien especifica cada identidad, de tal manera
que los genes involucrados en la especificacién digital,
como son los genes Hoxd tardios, se expresan en las zonas

interdigitales de los digitos que especifican.

En los resultados presentados previamente para embriones de
pollo tratados con Ciclopamina (Figuras 5 y 8) y para
embriones de conejo (Figura 7), los genes Hoxd observados
se expresan en la =zona interdigital posterior de los

digitos, a excepcidén de la del digito 1.
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tratadas con Ciclopamina.

Trabajos previos han reportado este mismo patrén de

expresidn de los genes Hoxd en las extremidades del embrién

de ratdén (Burke y col. 1995), de cocodrilo (Vargas y col.

2008), y de pollos controles (Nelson y col. 1996). En todos
estos casos, el dedo 1 es el Gnico digito que no presenta

expresion de estos genes en el mesénquima interdigital

circundante (Figura 11). Esto sugiere que existe una
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conservacién de la relacién entre el patrén de expresién

genética y la identidad de la morfologia digital.

Por otra parte, 1la hipbtesis sostenida por Duboule
(Woltering y Duboule 2010) sugiere gue la pérdida de el
digito 1 (o el digito mds anterior) en una extremidad,
gatillaria el cese de la expresién de los genes Hox en el
dedc 2 y, por ende, la expresidén de estos genes no se puede
utilizar para trazar relaciones de homologias entre los
digites. Sin embargo, los resultados de la expresién de los
genes Hoxd en el conejo muestran todo lo contrario a lo
propuesto por estos autores. A pesar de la pérdida digital,
la expresién de los genes HoxdIl0 y Hoxdl2 en los digitos 2
al 5 se mantiene (figura 7), indicando que el patrdén de
expresién de estos genes es un buen parametro pararevaluar

la identidad digital en la filogenia.

Gradiente de Sonic  hedgehog, Ciclopamina e

identidad digital

Vargas y Wagner (2009) a partir de sus experimentos
propenen un modelo en donde la aplicacién de Ciclopamina
(Cyc) induce un *frame-shift”, y por ende el cambio de

identidad digital (Figura 12). En resumen, este modelo
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consiste en gque al disminuir la sefializacién Shh, la
expresion tardia de los genes Hox también se ve desplazada
hacia posterior produciendo un corrimiento homeético de la
expresién genética que daria como resultadoc el cambio

morfolégico observado.

Comc se menciond anteriormente, una manera experimental de

disminuir la sefializacién de Shh y, por ende, afectar a la

especificacién y crecimiento digital, es mediante 1la
aplicacién de Cyc, alcaloide orgédnico que se  une
directamente a Smoothened (Smo). La intensidad de esta

unién varia de acuerdo al contexto en que la célula se
encuentre (Chen y col. 2002): regiones celulares en donde
exista una alta concentracién de Ptcl, la cantidad presente
del complejo Cyc-Smo es mayor en comparacién a regiones en
donde Ptcl se encuentre en menores cantidades. Por otra
parte, a medida que aumenta la concentracién de Shh, la
unién Cyc-Smo se debilita y, por consiguiente, la cantidad
presente de este complejo disminuye. Considerando esto y el
hecho de que el “limb bud” posee distintas concentraciones
de Shh y Ptcl a lo largo del eje antero-posterior, la
administracién de Cyc al embridén producira, entonces, un

blogueo gradual de la sefializacidén de Shh.
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Figura 12. Modelo propuesto por Vargas y Wagner (2009) para un
evento de frame-shift homedtico inducido por Ciclopamina. Al
aplicar este alcaloide organico, la sefializacién vy su
concentracién de Shh disminuye, alcanzando concentraciones gue
especifican para un dedo mas anterior (B) en una posicién
embrioldégica que normalmente desarrollaria un dedo mas posterior
(BA).

De este mismoc modo, el efecto obtenido al aplicar Cyc al
embrién de pollo dependerd del estadio en el cual haya sido
aplicado este agente externo, debido a la variacidn
existente en la sefializacién de Shh a lo largo del
desarrollo (Scherz vy col. 2007, Vargas y Wagner 2009).
Efectos que también afectarén, de manera diferencial, a la
identidad y el ntmerc de los digitos. Al aplicar Cyc entre
los estadios HH18-19, se obtiene una ala didactila con
caracteristicas morfoldgicas de los dedos 1 y 2 (Figura 4E;

Vargas y Wagner 2009), es decir, al agregar Cyc en dichos
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estadios, se alcanzaria los niveles de concentracién de Shh
necesarios para especificar los digitos mas anteriores y no
asi para el dedo mds posterior (Figura 12B). En cambio, si
se aplica Cyc entre los estadios HH 20-21, el ala
desarrollada presenta wuna fusién de los digitos mas
posteriores (2 y 3) sin cambio de identidad digital (Figura
4G), posiblemente, consecuencia de una menor separacién de
las células precursoras de los digitos durante la expansién
del “lim bud” (Towers vy col. 2011). Esto sugiere
fuertemente gque, al igual como se ha reportado para el
desarrollo de las extremidades del ratén (Zhu y col. 2008),
existe un desacople temporal entre los procesos
relacionados con la especificacién digital y la expansién
del *“limb bud” como determinante del ntmero digital. Los
diversos resultados obtenidos en este trabajo al aplicar
Cyc, ademas de los distintos resultados del mapec celular
realizado posterior a los estadios HH20 (no mostrados),
complementan esta hipdtesis que también ha sido planteada
en trabajos recientes sobre el tema (Harfe y col. 2004,

Butterfield y col. 2010, Tamura y col. 2011).
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Mapeo de destino celular y desarrollo digital

El mapeo de destino celular ha sido ampliamente usado para
evaluar el linaje celular de los digitos del ala del pollo
(Vargesson y col. 1997, Sato y col. 2007, Towers y col,
2008, Tamura y col. 2011, Towers y col. 2011). Sin embargo,
solo los ultimos tres trabajos han estado enfocados en la

identidad digital en base a su linaje en el desarrollo.

Uno de estos trabajos gque fue publicado recientemente
(Tamura y col. 2011), aborda este tema con una mirada desde
la biologia del desarrollo mediante el marcaje del linaje
celular, concluyendc que las identidades de 1los tres
digitos del ala de las aves son 1, 2, y 3. A pesar de esta
y otras conclusiones asertivas, dicho trabajo se debe
considerar como invalidado, debido a que los estadios en
donde se implementaron los procedimientos aplicados provoca
que toda conclusidén se encuentre fuera de contexto
bicldégico. Principalmente, estos autores realizan el
marcaje celular entre los estadios HH 20-23, en donde las
células precursoras de los digitos ya han abandonado la ZAP
y su especificacién vya ha ocurrido. De acuerdo a la
bibliografia existente, la especificacidén digital ocurre
durante los estadios HH 17-19 (Ohuchi y col. 1997, Agarwal

y col. 2003, Scherz y col. 2004, Vargas y Wagner 2009,
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Butterfield y col. 2010), estadios para los cuales fueron
realizados los mapeos de destino celular (Sato y col. 2007
y Vargesson y col. 1997). Luego de estas etapas, las
regiones del “limb bud” que originan los digitos son
diferentes. Por lo tanto, las zonas celulares marcadas por
Tamura y col. (2011) no <corresponden a las regiones

digitales planteadas por estos autores en su trabajo.

Trabajos previos realizados por Towers y col. (Towers y col.
2008, Towers y col. 2011) sugieren gque para explicar el
cambio digital observado en las aves no es valido, ni
necesaric, “aclamar” un “frame-shift” homeético. En su
primer trabajo sobre el tema (Towers vy col. 2008),
argumentan que los digitos posteriores, desarrollados al
aplicar Ciclopamina al embridén, provienen de la fusidén de
células que normalmente darian origen a lo que ellos llaman
dedos 3 y 4. No obstante, 1la interpretacidn de sus
resultados y conclusiones son errdéneas, debido a que sus
métodos experimentales lo son © no permiten obtener la
informacidén necesaria para poder concluir de esta manera.
Entre estos errores se destaca que no muestran el estadio
ni los sitios en donde realizaron las inyecciones vy la
aplicacién de la Ciclopamina, considerando que en dicha

publicacién los autores identifican a un embrién de HH23
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como si fuera un embridén que se encuentra en HH20. Ademés,
no realizan la comparacién morfolégica adecuada a sus
resultados de marcaje celular (utilizan embriones distintos
para cada caso) y observan los resultados en estadios en
donde aun no se ha formado ninguna condensacién
cartilaginosa correspondiente a los digitos. En cambio, en
su segundo y mas reciente trabajo (Towers y ccl. 2011), la
mayoria de estos errores son omitidos al cambiar la técnica
utilizada: marcaje celular mediante el trasplante de la ZAP
marcada con GFP en los estadios HH 18-19, con y sin la
administracién de Ciclopamina. En este caso, ellos solo
marcan el metacarpo vestigial del dedo 4 (que no se
desarrolla en un digito) y no el resto de los digitos,
especulando gque lo Gnico que habria ocurrido durante la
evolucién del linaje hacia las aves es un “axis-shift”, y
no un “frame-shift”. Towers y col. (2011) especulan que el
dedo 3 del ala de 1las aves durante el desarrollo se
posicionaria en el eje primario, debido a la *“incapacidad”
de desarrollar un digito por parte de la ZAP del ala,
comparadndola con la ZAP de la pata, la cual posee un digito
4. Por esta razdn, ademds de una alta tasa de muerte

celular presente en la ZAP del ala (come ellos especulan en
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dicho trabajo), es que en las aves modernas los digitos

corresponden morfolégicamente a los dedos I, II, y III.

Sin embargo, los resultados obtenidos en mi trabajo al
aplicar Ciclopamina, comparados con los resultados
obtenidos de embriones controles, se contraponen claramente
a lo especulado por Towers y col. Aqui se muestra
claramente que en el ala del pollo un digito mas anterior
puede desarrollarse de posiciones embrioldgicas mas
posteriores (Figura 10) Yy que la ZAP (ubicada
aproximadamente entre los somitos 19-21) si forma un digito,
el digito mads posterior. Esto se ve avalado por el hecho de
encontrar distribuida la marca no solo en el digito mas
posterior, si no que también a lo largo del eje primario,
indicando gque ambas estructuras provienen del mismo grupo
celular marcado (Fiqura 10). Por otra parte, si se observa
el destino celular de las células precursoras del digito 1
(células de la zona sub-apical entre los somitos 17/18;
Figuras 9 y 10), en embriones controles y tratados con
Ciclopamina, en estos Gltimos la tnica estructura que no se
desarrolla a partir de este grupo celular marcado es el
digito 1 gue se desarrolla a partir de c¢élulas que
normalmente darian origen a un dedo 2 (Figuras 9B, 10E-10H,

y 10I).
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Es decir, al inducir un corrimientc homedtico mediante la
aplicacién de Ciclopamina entre los estadios HH18-19, los
cambios observados ocurren a nivel autopodial, en donde se
produce un cambic de identidad digital y no un cambio
posicional con respecto al eje primario. En este escenario,
opuesto al especulado por Towers y col. (2011), un “frame-
shift” homedético es la explicacién mas adecuada (biolégica
y mecanisticamente hablando) para lo observado, mas que un
“axis-shift”. En cuanto a la tasa de apoptosis en el ZAP
del ala del pollo, aGn no se ha evaluado al aplicar
Ciclopamina y puede ser que entregue mas informacién sobre
este punto. Sin embargo, este mismo grupo de autores ya han
mostrado anteriormente gque las zonas de apoptosis en la
zona posterior del ala se encuentran fuera de la ZPA (Sanz-
Ezgquerro v Tickle 2000), lo cual es confirmado
posteriormente por otros autores (Ferndndez-Teré&n y col.
2006), gquienes muestran una gran zona necrética en el borde
anterior del bud y no en el borde posterior como lo
especula Towers y col. (2011) para los estadios en donde

ocurre la expansién del “limb bud” (HH20-21).
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Evolucidén de la morfologia digital hacia el linaje

de las aves y la hipotesis del frame-shift

homeético

Como se menciond anteriormente, a lo largo del registro
f6sil se puede apreciar la conservacién de la férmula
falangeal en los digitos de amniotes pentadactilos,
especialmente entre reptiles Yy aves tempranas como
Archaeopterix, la cual comparte varias caracteristicas vy
esta relacionada muy cercanamente con dinosaurios terdpodos
como Deinonychus (Figura 1). Archaeopterix mantiene en su
mano caracteristicas reptoriales de terépodos maniraptores
basales y otras caracteristicas que lo relacionan junto con
los terépodos dinosaurios, comc el largo y forma de los
digitos, falanges, y metacarpos (Wagner y Gauthier 1999,

Vargas y Fallon 2005b).

Por otro lado, 1los digitos de las aves actuales se
encuentran bastante reducidos y altamente modificados. No
obstante, al igqual que Archaeopterix, aun conservan
caracteristicas que los relacionan con terdpodos, como son
ciertas caracteristicas de los metacarpos. Esta reduccién
digital, también se ha observado a lo largo del linaje de

los terépodos, donde el cuarto metacarpo prédcticamente se
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pierde (en algunas aves como el pollo permanece de manera
vestigial) y el tercer digito se vuelve mas corto que el

segundo.

Descubrimientos fésiles de aves mesozoicas proveen
antecedentes sobre la transicién desde Archaeopterix hacia
las aves modernas (Neornithes) y las modificaciones en sus
digitos (Vargas y Fallon 2005b). Dentro de las aves
mesozoicas, las Ornithothoraces (que incluye el grupo
extinto Enantiornithes vy logs ancestros de las aves
modernas) presentan reduccién del numero de falanges del
dedo 3, de cuatro falanges a solamente una falange. No
obstante, las aves retienen la presencia de dos y tres
falanges en el primer vy segundo digito (Figura 1),
respectivamente, como se observa en embriones de pato,
pollo v en las alas de un Hoatzin (Opisthocomus) recién
eclosionado. Estas y otras evidencias provenientes del
registro fésil dan cuenta del alto grado de homologia
existente entre la morfologia de los tres digitos de las
aves modernas y los primeros tres digitos de amniotos

pentadactilos.
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A pesar que el registro f6sil bastaria para dilucidar el
problema de la identidad digital en el ala de las aves,
dichas evidencias no son suficiente para concebir
mecanisticamente este proceso. La hipdtesis del “frame-
shift” homedtico (evaluada en el presente trabajo) aborda
el problema desde este puntc de vista e implica tres
eventos: (1) La presencia de un corrimiento posicional de
manera correspondiente entre la morfologia digital adulta vy
el patrén de formacién de cartilago (Wagner y Gauthier
1999). (2) Junto con la morfologia, la expresidén de los
genes Hoxdl(, Hoxdll, vy Hoxdl2Z, también presentan un
corrimiento de una posicidn digital hacia posterior (Vargas
y Fallon 2005b, Vargas y col. 2008). (3) Células anteriores
gque poseen el potencial de desarrollarse en un digito,
permanecen sin especificar; una condensacién vestigial se
desarrolla a partir de esta posicidén vacante (Larsson ¥y
Wagner 2002). Todos estos eventos fueron observados ¥y
replicados al realizar los experimentos con Ciplopamina,
especialmente los correspondientes al mapeo del 1linaje
celular, gque entrega una prueba méds conclusiva de cdémo
seria el mecanismo por el cual este “frame-shift” homedtico

ocurre.



CONCLUSIONES

Esta tesis corresponde a uno de los pocos estudios en
evaluar el linaje celular de los tres digitos presentes en
el ala del pollo, tanto en embriones controles como en
embriones tratados con Ciclopamina. Ambos casos fueron
enfocados en diagnosticar la factibilidad mecanistica de la
hipétesis del “frame-shift” homebético, propuesta para

explicar el problema de la identidad digital en las aves.

Los resultados muestran que al aplicar Ciclopamina, tanto
la identidad digital como la expresién de los genes Hox en
el ala se desplazan una posicidén embriolégica hacia
posterior. Estos cambiocs suceden simultAneamente en una
generacién, obteniendo alas didédctilas con morfclogias
digitales anteriores que se desarrollan a partir de
condensaciones cartilaginosas mis posteriores. Esto sugiere
que no es necesario un desplazamiento o una pérdida gradual
de los digitos para explicar el cambio morfoldgico

observado en las aves.
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Por otra parte, este trabajo es el primer estudic en
caracterizar la expresién de los genes Hox en un amnioto
actual que ha perdido el digito méds anterior en alguna de
sus extremidades, situacién homologable al ceratosaurio
Limusaurus descrito por Xu (Xu y col. 2009Xu y col. 2009).
Dichos resultados indican gque la pérdida digital no es
suficiente para producir un cambic en la especificacién del
resto de los digitos, los cuales conservan el patrén de
expresién descrito en otros amniotes para las mismas

identidades digitales.

En conclusién, de acuerde a mig resultados, la ocurrencia

de un “frame-shift” homedtico como una explicacién al

problema de la identidad digital en el ala de las aves, no
9

es solo mecanisticamente posible sino gque también es

consistente con la expresidén de los genes Hox.
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