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RESUIVIEN

La identidad de Los tres dÍgitos del ala de las aves ha

sido un tema de gran discusión entre bióIogos de1

desarrollo y paleontólogos durante más de 140 años. por una

parte, basándose en eI patrón de desarrollo de los dígitos,

se sostiene que l"os dedos del ala de las aves son de

identi.dad II, fII y IV. En cambio, 1a comparación de l-a

morfología digital en eI linaje hacia 1as aves, sugíere que

sus identidades son I, II y III. Una hipótesis propuesta

para explicar dicha situación, es Ia ocurrencia de un

corrimiento homeótico del marco de identidad ( ,,f rame-shif t..

homeótJ-co ) en eI linaje que da tugar a las aves, donde l-os

dÍgitos It II y III del ala pasaron a desarrollarse a

partir de las posiciones embriológicas 2,3, y 4. Un

"frame-shift" simifar a este, ha sido propuesto para ser

reproducido experimentalmente mediante Ia aplicación de

Ciclopamina en embriones de pollo, obteniendo alas

didáctifas con morfología digital 1, y 2. A pesar de esto,

algunos autores han cuestionado la factibilidad mecanÍstica

de esta hipótesis desde un punto de vÍsta cel-ular y

genético. En este presente trabajo, realicé un marcaje del

linaje de l"as células precursoras de los dígitos en

embriones de pollo tratados con Ciclopamina, mostrando que
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fos dedos 1y 2 se desarrollan a partir de céIulas que

normalmente darían origen a los dedos Z y 3 en embriones

controles. Además, por medio de hibridación in siÉu del ala

de embriones de polIo tratados con Ciclopamina para los

genes .floxdJo y HoxdlL, se constató que tanto eI patrón de

expresión de 1os genes ¡roxd como Ia identidad digital, se

desplazan una posición hacia posterior al- inducir

experimentalmente un ,,frame-shift.,. Además, en este trabajo

caractericé Ia expresión genética de Hoxd70 y Hoxd72 ea

embriones de conejo, cuya pata no posee eI dedo f,

mostrando que dichos genes se expresan en todos 1os dÍgitos.

Esto dista de 10 observado en e1 al-a de las aves, en donde

la expresión se encuentra ausente en el dÍgito más anterior.

Situación que invalida eI argumento sobre cuando se pierde

eI dígito I, eI dígito II cesaría Ia expresj_ón de los genes

Hoxd, adquiriendo Ias características del dedo I. En

conclusión, de acuerdo a mis resultados, un ',frame-shift,.

homeótico es consistente con Ia expresión de fos genes ,lox

y mecanísticamente posible como una explicación al problema

de l-a j-dentidad digital en eI ala de 1as aves.



ABSTRACE

Identity of the three digits of the birds, wing has been

discussed for more than 140 years by developmental-

biologisls and paleontologists . Based on the pattern of

digi,ts formation, developmental biol-ogists held that the

h¡ing's digits are II, III, and IV. On the other hand,

cornparative morphology of the digits in birds. lineage,

suggests that their identities are t, Ir, 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 Ir tf, and III began developing from

erüryological positions 2, 3 and 4. A similar frame-shift

has been proposed to be produced experimentall-y by

administration of Cycfopamine to chicken embryos, obtaining

bidactyl wings with digit norphologies 1 and 2. Honrever,

some authors have doubted if the frame-shift hypothesis is

mechanj-stically possible in a cel,lular and genetic context

during wing development. In the present r^7ork, I made fate-

maps to follow digits formation in the development of

Cyc lopamine -treated wings of chicken embryos. I s ho\^, that

digits 1 and 2 develop from cells that in control embryos

I^lould have developed into digits 2 and 3. Moreover, by in

sjtu hybridization of Cyc lopamine-treated wj-ngs of chicken
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embryos for Hoxd7l y Hoxd77 genes I it was verified that

both, ,loxd expression pattern and digit identity, \,r'ere

shifted one embryological position tovrard posterior when a

homeotic frame-shift has been induced experimentalLy.

Furthermore, in this work I characterized the genet.ic

expression of Hoxd10 and Hoxdl2 in rabbit embryos, which

has no digit I, showing that they are expressed in aII

digits. This is not like the bird r^7.ing, rarhere expression is

absent in the most anterj-or digit. This invalidates the

argument that upon l-oss of digit I, digit II r^rould cease to

express these genes, resembling digit I. In conclusion,

according to my results i a homeotic frame-shift is

consistent vrith Hoxd expression and mechanistically

possj-ble as an explanation to the problem of digital

identity in the viing of the birds.



TNTRODUCCTON

Presentación del problema

La identidad de los dígitos de1 ala de 1as aves ha sido un

tema de gran dJ"scusión durante más de 140 años. por una

parte. suele utilizarse un criterío para identifj-car a los

dedos en base a las posiciones relativas de 1os elementos

esqueléticos embrionarios. En tetrápodos pentadáctilos, e1

precursor cartilaginoso del dedo 4 es eI primero en

aparecer, y se desarrolla espaciafmente al-ineado con los

cartíIagos de Ia UIna y ef Ul_nare, conocido como eI ,,eje

primario" def desarroflo de 1a extremidad. En aves, eI dedo

más posterior se desarrolla a partir del dedo de] ,ej¿,,

primario", sugiriendo que éste es un dígito IV, yt por

inferencia, que los dedos del ala de 1as aves son II, III,

y fv. Esto ha llevado a una vieja explicacj.ón, popular en

Ia biología def desarrollo, en donde se sostiene que 1as

aves descienden de a1gún ancestro que ha perdido los

dígitos I y v. Hipótesis conocida como reducción bifateral

de los dígitos (BDR: Bilateral Digit Reduction).
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Sin embargo, 1a morfologÍa de Ios dígitos de aves tempranas,

como Arc¡aeopteryx, corresponden a Ia de Ios dígitos I, II,

y III de reptiles pentadáctilos. Es por esto que se

sosti-ene que fos dÍgitos del afa de las aves corresponden a

los dígitos I, II, y III en vez de II, III, y IV, Io cual

implicaría que del eje primario de las aves se

desarrollaría el dÍgito 3 y no eI dÍgito 4. Esta hipótesis

se conoce como reducción lateral de los dígitos (LDRI

Lateral Digit Reductj-on), la cual sostiene que las aves

descienden de terópodos dinosaurios que han perdido 1os

dígitos IV y V

Una hipótesis propuesta a favor de1 LDR, es que ha ocurrid.o

un corrimiento homeótico deI marco de identidad (,,frame-

shift" homeótico) en eI Iinaje que da lugar a las avesr

donde los dígitos f, II, y III del ala pasaron a

desarrollarse a partir de las posiciones embriológicas de

1os dígitos 2, 3, y 4 (Figura 1). Experj-mentalmenté, existe

evidencia de que es posible reproducir un desplazamiento de

marco semejante aI hipotético evento evolutivo, 1o cual

apoya su factibifidad rnecanística (Vargas y Wagner 2009).

Adicionalmente, Ia comparación de la expresión genética con

otros amniotos apoya fa noción de que eI dedo más anterior



de las aves es un dedo I, pese a

posición embriológica del dedo 2. Sin

acercamiento experimental como en eI

importantes observaciones pendientes,

confornarse a algunas éxpectativas de

corrimiento de marco homeóti-co.

s.??\.
lt .. ",

ffi
Mammal

'ua@
Eb.a{4*b
§,-.-

Crocodilian

figura 1. Eipótesis deL "frame-shift,, homeótico. En las aves,
los dÍgitos (D) l, 2, y 3 se desarrollan a partir de una
condensación (C) cartilaginosa que en amnj-otos pentadáctilos
originarían a los dlgitos 2, 3, y 4. Hipótesis formulada a
partid de datos provenientes de Ia comparacj_ón embriológica
(Embriology) y rnorfológica (Morphology). Imagen tomada de vargas
y col. 2008
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Ilomeosis en el desarroTTo

A1 evaluar e1 desarrollo de cualquier estructura biológica

se pueden distinguir tres grandes niveles: posición

embriológica de origen, morfología de1 adulto, y expresión

genética. Es bien conocido por los bióIogos del desarrollo
que estos niveles no son jerárquicos y pueden estar

desacoplados; por ejemplo, la morfología y 1a expresión

genética típica de una estructura pueden desarrollarse, en

conjunto, en una posi,ción embriológica distinta como el

resultado de una mutación o manipulación experimental . Un

famoso ejenplo de esta situación es eI de 1a mosca mutante

bitorax, en la qué e1 tercer segmento desarroll-a Ia

identidad del segundo, sin expresar Ubx y desarrollando un

par de a1as.

Escenarios como este, en donde una estructura adquiere 1as

características propias de otra estructura serialmente

homóIoga, se conocen como homeosis, situación de Ia cual

una estructura se desarrolla a partir de una parte def

embrión con un contexto morfo-genético distinto del que se

desarrol-Iaría normalmente .

Como se mencionó anteriormente, en las aves, Ios dÍgitos

del ala se desarrollan a partir de Ias posiciones
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enbrioLógicas correspondientes a Los dedos 2, 3, y 4 de

reptiles pentadácti]os. Sin enbargo, la morfología de fos

dígitos de aves tempranas (Archaeopteryx) y actuales (po1Io

calTus ga77us), corresponden a l_a de 1os dígitos It lÍt y

III (Figuras ! y 2t. De acuerdo a esto se ha sugerido que,

en eI linaje que da origen a 1as aves, ha ocurrido una

homeosis en eI desarrollo del ala. Hipótesis conocida como

"frame-shift" homeótico (Figura 1), ampliamente estudiada

en eI pol1o.

Homeosis en el ala del poltot La aproximación

comparativa

A lo largo del registro fósil- existe una gran cantidad de

evidencias morfológicas que sustentan Ia hipótesis BDR.

Los primeros tres dígitos de lagartos, cocodrilos y

dinosaurios poseen 2,3, y 4 falanges, una condición

plesiomórfica heredada de un remoto ancestro común y

cfaramente esta presente en Ia mano de amniotos tempranos

de1 Carbonífero como Paleothyris (Figura 2i Vargas y Ealfon

2005b).
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hacia el linaje de las aves. La formula falangeal se observa
evolución hacia las aves, especialmente para los dígitos I y
2 y 3 falanges, resPectivamente r formula Presente desde
de Sergio Soto Acuña.

Figura 2, Evolución digital
altamente conservada en la
II. Estos dígitos poseen
TuTerpeton. Imagen cortes Ía
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Aves tempranas, como Atchaeopteryx y Confuciusornis, poseen

una mano con lres dígitos, los cuales presentan Ia formula

falangeal (2-3-4, diagnóstica para los dígitos I, II, y III
(f,Iagner y cauthier 1999, Vargas y Fallon 2005b). Esta

formula esta presente desde Tulerpeton (Figura 2), por 1()

tanto es una sinapomorfía que emerge en eI Devónico tardÍo,

antes del origen de los tetrápodos. Esta formula falangeal

ancestral persj-ste en las aves basales, al- menos para los

dígitos I y II, como se observa en el paleognata Strut¡rjo y

neognata Opisthocomus (Figura 2).

Los mecanismos genético-moleculares que especifican la

morfología de los dedos recientemente han sido objeto de

conslderable interés (Harfe y coL. 2004, Suzuki y coL. 2004,

Z áká¡y y col. 2004t Cobb y Duboule 2005t Tickle 20061

Butterfield y col . 2010). La comparación de Ia expresión de

genes entre amniotos revela que el dígito 7¡ con dos

falanges, presenta una expresión conservada de genes froxd

tardíos. Los genes Hoxd73 y Hoxa73 se expresan en todos los

dedos, sin embargo. Ia expresión de los genes HoxdT0l

Hoxdll y floxdl2 se encuentra ausente sofamente en e] dedo 1,

expresándose en e1 resto de Ios dígitos (Vargas y Fallon

2005b, Vargas y col. 2008 ) . Además, Ia morfología
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bifalangeal del dedo I ha sido conservada desde e1 ancestro

común más recj-ente de todos los amniotos vivientes, hace

aproximadamente 300 millones de años (Vargas y Fallon

2005b). En eI ala de las aves, eI dedo más anterior es

bifalangeal y no expresa Hoxd71-12 (Nelson y co1. L9961

Vargas y Fallon 2005b, Vargas y Vlagner 2009, i^Ioltering y

Duboule 2010), sugiriendo que este es un dedo 1 que ha

pasado a desarrollarse a partir de Ia condensación

embriológica de un dedo 2.

Por otra partei recientemente, se ha propuesto que eI

dinosaurio Ceratosaurio Limusaurus I que presenta BDR, puede

representar una etapa intermedia en e1 Iinaje de Ias aves,

en fa cual babría ocurrido gradualmente una reducción y

pérdida digital (xu y col. 2009). Posterior a esta etapa,

l-os dedos II, III y IV habrían adquirj-do convergentemente

una morfología semejante a Ia de un dinosaurio que presente

LDR. Sin embargo, para estos autores, aun conservarían su

identidad original, proponiendo un escenario contrario aI

propuesto por Ia hipótesis del "frame-shift" homeótico.

Según Woltering y ouboule

pérdida del dígito más

(Woltering y Duboule 2010), l-a

anterior (MAD) de cualquier
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extremidad de un annioto implicarfa que eI nuevo vAD, el

dedo 2 (trifalangeal) en e1 caso de Limusaurus y de Ias

aves. adquiriría el- perfil de expresión propio de1 dedo 1,

cesando Ia expresión de los genes floxd (Eigura 3). por Io

tanto, estos autores consideran que 1a ausencia de Ia

expresión de los genes Eoxd en eI dlgito mas anterior no

indicaría que este sea un dedo 1.

Limb Wing

,^, l),q1
Pj.gura 3. Eipótesis sostenida por iiolteríng y Duboule, en donde
Ia pérdida de1 dedo más anterior (UAD) de la extremidad (fimb)
gatillaría los cambios morfo-molecutares observados en eI ala de
Ias aves (wing). Una vez ocurrida esta pérdida digital, el
dígito 2 pasa a ser eI !.{AD, adquj-riendo todas las
caracterÍsticas de un dedo 1, eI cual si-empre recibirá la menor
dosis de 1os genes ¡fox. lmagen tomada de Woltering y Duboule
20L0.

Actualmerte, se desconoce 1-o que sucede con Ia expresión de

Ios genes Iloxd en un amnioto que, como -Eimusaurus. haya

perdido el" dedo I a Ia vez que conserva la morfologÍa de
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fos dedos II y III. Es posible que en estos casos, eI dedo

2 (trifalangeal) adquiera eI perfil de expresión propio det

dedo 1, sin cambj-o morfológico. De ser asÍ, serÍa posible

cuestionar 1a necesidad de Ia homeosis para explicar Ia

expresión genética del ala de las aves. Sin embargo, si e1

dedo 2 mantiene Ia expresión de estos genes, Ia alta

conservación de la rel-ación entre morfología y perfil de

expresión fortal-ecería Ia inferencia de homeosis (carüio

simultáneo de expresión genética y morfologÍa).

Desde un punto de vista experimental, es posible observar

que en muchos mutantes de Ias extremidades del ratón y eI

pollo se mantiene 1a relación entre expresión de los genes

Eox y la morfología (Vargas y Fallon 2005a, Vargas y Fallon

2005b). Por 1o que, para dilucidar esto, es crucial Ia

observación del- patrón de expresión de los genes Ilox en la

extremidad de un amnioto que ha perdido eI dedo I

naturalmente. Interesantemente , actualmente existen

mamíferos que han perdido eI dígito mas anterior en alguna

de sus extremidades, conservando la morfología de los

digitos fI al V. Un ejemplo de esta situación es eI conejo,

donde sus extremidades posteriores no poseen e1 dedo I.

Mediante Ia caracterización de1 patrón de expresión de los

genes ¡ioxd en las pata del conejo, será posible evaluar si



1a pérdida del dígito mas anterior gatilla

este patrón, en comparación con otros

producir un cambio en Ia morfología de

restantes.

15

un cambio en

amniotes, sin

Ios dígitos

Homeosis en

experimental

e7 ala de7 poTlo t La aproximación

La hipótesj-s del "frame-shift" homeótico impllca que tanto

1a morfología como Ia expresión genética se desplazaron una

posición embriológica hacia posterior, a 1a vez que se

perdió eI dedo más posterior (dedo IV), dejando solo

estructuras de morfologías digitales I, 1I y IIr (LDR).

Experimentalmente Scherz (Scherz y col. 2007) nostró que aI

aplicar Ciclopamina a embriones de pollo de tres dÍas y

medio de desarrollo, en donde ocurre Ia especificación

digital, se obtienen ernbriones que presentan afas

didáctil-as con pérdida del dÍgito mas posterior (Figura

4E). La Ciclopamina es un alcaloide orgánico que se une

directamente a Smoothened (Srno), bloqueando Ia acción de

este co-receptor presente en la vía de Sonic hedgehog (Shhl

(Chen y col. 2002). Vía de señalización importante en los
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de lasprocesos de esPecificación Y

aves y amniotes (Butterfield Y

crecimiento deI ala

col. 2010 ) .

E3.5 Partial 3'itft'
Figura 4. Extremidades de embriones de po1Io tratados "ol
ciálopamina (cyc) a distintos días de desarrollo hasta eI
*o.a.rlo ae su anátisis. A, c, E, y G, corresponden a alas de

pollo. B, D, F, y H, corresPonden a patas de polto' A y B' a1a y

iata controi. A1- administrar cyc aI embrión de pollo a los tres
iias de desarrollo (E3), §e obtiene una ala que presenta pérdida
de ta Ulna con una reducción de1 autópodo a dos estructuras
áigitul"= inidentif icable s (c) y una Pata que presenta Ia
auáencia de 1a fíbu1a y del digito 4 (D)' A1 administrax cyc a

un embrión de tres dias y medio (E3'5), se observa un ala
didáctitadebidoalaPérdidadeldedo3(D),además,seobserva
una pérdida del dedo 1 y ot a reducción a tres falanges en el
dedo 3 de la Pata (!.). AI aplicar Ia cyc en eI día 4 de

desarrollo (E4 ) . se obtienen morfologías con elementos
fusionadog (G, H). Barra de escala: lrur' R: Radjo' U: Ulna'
Modificado de Scherz Y co1. 2007.

Contro!

Part¡al 3
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Basándose en estos experimentos, vargas y Wagner (vargas y

Wagner 2009 ) describieron un caso experimental de un

"frame-shift" homeótico de morfologÍa y expresión genética

con estas características . En este estudio, ell_os

observaron eI patrón de forrnación de cartÍlago y Ia

expresión genética deI gen Hoxd72 en embriones de pollo

controles y tratados con Ciclopamina en eI día 3 de

desarrollo (Figura 5). La identificación de la posición

embriológica de los dígitos en estos experimentos se hizo

observando eI eje primario, el cual- da origen a un dedo con

Ia morfologÍa correspondiente aI dedo medio (Figura 5A) . De

acuerdo a esto, los restantes dedos anteriores y medio se

desarrollarÍan a partir de Ias posiciones embrionarias que

normalmente darían lugar a los dedos medio y posterior. La

expresión del gen Eoxd72 también se ve desplazada (Figura

58), sugiriendo que estamos ante un "frame-shift,, homeótico.

Estos experimentos cornprueban Ia factibilidad mecanística

de Ia inferencia del corrimiento homeótico, y sugiere Ia

participación de la vÍa de señalización de S¡á, Sin embargo,

estas observaciones fueron realizadas a nivel morfológico

mediante la tinción de cartílago sin entregar una prueba

celular, a pesar de que mediante esta técnica es posible

observar el patrón de divisiones celulares y su posible
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descendencia. Por 10 tanto, mediante un marcaje de céIulas

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

podría obtener una 1ínea independiente de comprobación a

esta hipótesis.

Ll

It
5 D¿y. 5.5 O.y.

J
t--,li

rl

Figura 5. Reproducción experimental de
un frame-shift homeótico inducj-do por
ciclopamina (Cyc). A, comparación del
patrón de formación de cartílago entre
embriones tratados con cyc y embriones
controles. A1 aplicar cyc ae produce un
corrimiento hacia posterior, en donde el
digito 2 (D2) se desarlolla a partj-r de
la condensación 4 (c4) alineada con e1
eje pr j,mario. 1a cual normalmente
desarrolla un dedo 3 (D3). B,
comparación de 1a expresión de Eoxdl2 en
alas de embriones de pollos tratados con
cyc y embriones controles. A1 aplicar
Clc, aI igual que la morfología, se
produce un corrimiento hacia posterior
de Ia expresión de Hoxdl2. En ambos
casos, Ia expresión se encuentra ausente
en el dígito 1 (D1). Las tj-nciones de
cartí1ago se muestran como referencia.
C ( 1, 2, 3, 4,y 5 ) : condensación
cartilagj.nosa (L, 2t 3, 4,y 51, D(L, 2,
y 3): dígito (L, 2, y 3). Imagen tomada
de vargas y wagner 2009.

Tti

*.

*



79

Si bien existen tres estudios preliminares de mapas de

destino cefular en alas de embriones de pollos (Tovrers y

col. 2008, Tamura y col. 2011, Towers y co1. 2011), estos

no entregan información concluyente para rechazar o

confirmar la ocurrencia de un ,,frame-shift,. homeótico. Dos

de estos estudios se reaLizó en alas t.ratadas con

Ciclopamina (Towers y co]. 2008, Towers y col.. 2011). En eI
primero ( To\^/ers y col. 2008), no exj,ste claridad de los

estadios en los cuales realizaron 1a inyección del marcador.

Además, observaron eI destj-no final en un estadio temprano,

en el que no se distinguen los precursores de los digitos.

En canüi-o, en eI segundo no se observó ef destino celular

de ningún digito (Tovrers y col. 2011). EI tercer estudio

fue realizado en embriones de pollo sin aplicar Ciclopamj_na

(Tamura y co1. 2011) con conclus.iones asertivas en e1 lema.

No obstante, para efecto de Ia especificación digital, se

utilizaron estadios tardíos en l-os cuales Ia especificación

ya ocurrió. Un mapeo específicamente orientado a esta

hipótesis determinarÍa si efectivamente eI efecto de }a

Ciclopamina corresponde a un ,,frame-shift., horneótico, taI

que células precursoras de los dedos medio y posterj-or dan

origen a los dedos anterior y medio.
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En resumen, este presente trabajo pretende dilucidar si la

ocurrencia de un "frame-shift,, homeótico, durante Ia

evolución hacia las aves, es mecanÍsticamente posible

durante eI desarrollo aI inducir éxperimentalmente este

carüio homeótico. De esto, se espera que eI cambio

norfológico observado sea simultáneo con el- camb.io genético

inducido, condición necesaria para afirmar que 1os digitos

de las aves actuales correspondan a los dígitos f, II, III,
y no fI, IIr, IV.

ÍIipótesis del trabajo

Hipótesis general

En Ia evolución del ala de l-as aves hubo un evento

corrj-miento honeótico, tal que arüos, morfología

expresión de los genes Hoxd10, Eoxd77 y Hoxd12,

desplazaron una posición digital hacia posterior.

de

v

SE

Hipótesis especÍficas

L. En un amnioto, como eI

dedo 1 sin homeosis,

conejo, en que se ha perdido eI

1a expresión genética de 1os
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genes Hoxd10-12 no se verá desplazada una posición

digital hacia posterior, sino que estará presente en

Ios dedos 2-5. Por Io tanto, Ia expresión de estos

genes en la pata del conejo es distinta a la observada

en eI a1a de Ias aves y contraria a Io supuesto por

Duboule.

2.La aplicación de ciclopamina en un amnioto (como eI

pollo) que presenta homeosis, produce un corrimiento

homeótico en una posición hacia posterior. tanto de fa

morfología como Ia expresión genética, tal que Ios

dedos anterior y medio se desarrollan a partir de

cé1ulas que normalmente darían origen a los dedos

medio y posterior.

Objetivos

1. Evafuar Ia correspondencia entre expresión de Ios

qenes Hoxd70-12, morfología, y posición erürio1ógica

en Ia aparición evol-utiva y experimental

a. Caracterizar Ia expresj-ón de genes Ilox en los

dÍgitos de una especie (eI conejo) que ha perdido

e1 dedo 1 ( respondiendo a Hipótesis específíca l-)
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b. Caracterizar l-a expresión de genes Eoxd77 y

IIoxdJ-J- en los dígitos del ala de1 po1lo tratada

con Ciclopamina en e1 estadio 83.5, y compararl_as

con alas controles (respondiendo a Hipótesis

específica 2 ) .

2. Caracberizar las cé1ulas precursoras que contribuyen a

Ia formación de los dÍgitos en el aLa de erüriones

tratados con Ciclopamj-na durante el estadio E3.5.

a. Realizar un mapeo de destino cefular del

desarrol-l-o del a1a de embriones tratados con

Ciclopamina durante eI estadio 83.5, y compararlo

con alas de embriones normales (respondiendo a

Hipótesis específica 2).



MATERIALES Y MEEODOS

Tratamiento con CicTopamina

Se utj-Iizó e1 procedimiento previamente descrito en Vargas

y Vlagner (2009). En resumen, se realizó una pequeña ventana

(apertura) en el huevo aI día 3-3.5 de desarrollo

embrionario, de tal- modo de obtener embriones en las etapas

HHLS-2Z (descritas por Hamburger y Hamilton 1992), Estadios

utilizados al momento de aplicar Cicl-opamina. Se administró

dentro de Ia cavidad amnj-ótica, en contacto directo con el

embrión, 5 ¡.rI de una solución de 1 mglmI de Ciclopamina (LC

Laboratorj.es ) en 452 2 -hidropropi.I-b-ciclodextrina (HBCi

Sigma). Para los embriones, en los cuales se reafizaron los

experimentos de destino celular, la Ciclopamina se

administró después de realizar e1 marcaje celular.

Administración de DiI y DiO, y método para

realizar el mapeo de destino celuLar del ala.

Los huevos de pollos Broiler fueron incubados a 38eC y tos

estadios de desarrollo fueron seleccionadas de acuerdo a

Ha[üurger y Hamilton (1992), Las células de Ia extremidad

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

22



1-3, 3, 3', 3'-tetramethyl i ndoc arbocyan i ne perchlorate;

Molecular Probes) y DiO ( 3 , 3 , -dioctadecyloxacarbocyanine,

perchloratei Molecufar probes ) , tintes lipofí1icos
fluorescentes que marcan Ia membrana celular y no difunden

hacia céluIas vecinas. Ambos tintes fueron preparados de

acuerdo a Li y Muneoka (1999) | y e1 marcaje celular se

reaLizó según J-os protocolos descritos por Sato y col-.

(2007) y Vargesson y coI. (1997 1. Dir (18 en 100? Etanol-) y

DiO (18 en dimetilformamida ) fueron administradas por

inyección a presión usando un picospritzer@III (parker

Hannifin Corporationi ceneral Valve), mediante una

micropipeta con fa punta abierta hecha a partir det

estiramiento un capitar de borosi-Iicato de un diámetros

interno de 0,78mm. para poder inyectar en las céfulas

precursoras de 1os dÍgitos, Ios embriones fueron cosechados

e inyectados in ovo en eI estadio HH18 en Ia región sub-

apical de acuerdo a Vargesson y col. 1997. Inmediatamente

después, se fotografió eI sitio de inyección y se volvi6 a

incubar a 38eC hasta el estadio ItH31, en donde se

fotografiaron las alas inyectadas bajo un microscopio de

fluorescencia para observar eI destino de Ias células

marcadas. Este procedimiento se reaLj-zo tanto para

embriones controles como para embriones tratados con
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Ciclopamina. En todos los experimentos realizados se midió

Ia posición y tamaño de 1a marca realizada, de esta manera

poder comparar estos parámetros entre distintos individuos

a1 momento de Ia inyección y después del periodo de

incubación. Para el conteo de casos experimentales,

solamente se consideraron los embriones que sobrevivieron

al- tratamiento. El tamaño promedio inicial de Ia marca

inyectada fue entre 60 y 100¡.rm, de esta manera poder marcar

los distintos ejes del ala, especialmente eI eje primario

(basado en Sato y col . 2007).

CTonamiento génicol

Ilibridación in situ.

fijación de embriones e

EI clonamiento de los genes estudiados se realizó dé

acuerdo a los protocolos estándares existentes para este

procedimiento. Básicamente consiste en Ia extracción

fenólica de ARN, obtención y amplificación del CADN,

transformación bacteriana utilizando e1 vector pGEM@-T Easy,

secuenciación y obtención de Ia sonda. Las secuencias para

cada uno de los CADN utilizados se encuentran en Ia Tabla 1.

Los embriones de poIIo, conejo, y ratón fueron colectados a

los 7, 14, y 13 días de desarrollo, respectivamente. Estos
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se fijaron en paraformaldehÍdo (pFA) al_ 4g durante 2 horas

o durante toda Ia noche (over night). Luego, l-os embriones

fueron deshidratados por medio de una serie ascendente de

alcohol metítico y guardados a -20sC. Los embriones de

pollo rehidratados (aI momento de realizar Ia hibridación

in situ) se trataron con una solución de peróxido de

hidrógeno aI 6E en PBST (pBS mas 0,1"8 T\^7een ) por 30 minutos.

Los embriones de ratón y conejo fueron rehidratados y

tratados con buffer de acetilación (trietanolamina,

anhídrido acético, y ácido clorhídrico) por 10 y 40 minutos,

respectivamente. posteriormente, se trataron con una

solución de proteinasa K (40 ¡rglm1) en PBST por 30 minutos

y se volvió a fijar en una solución de pFA 4B + 0,1?

Glutaraldheido por no mas de 20 minutos. Los embriones se

pre-hibridaron por 3 a 6 horas a 65aC y se hibridaron

durante toda Ia noche a 67-7\ec. Estos fueron lavados dos

veces con una solución 50E formamida, 5X SCC, y lE SDS, y

Iuego, tres veces con una solución 50? formamida, 2,5X SCC]

y 0,1? TvTeen. Se bloqueó por 3 a 6 horas con solución de

bloqueo (2? bl-ocking reagent de Roche mas 58 HINGS en

buffer MABTW). Se incubó con e1 anticuerpo a 4aC y se

reveló con una solución de NBT/BCIP. Ej-nalmente, se clareó

con metanol para luego ser montados y fotografj_ados.
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Iab1a 1. Sondas utilizadas en eI pollo, conejo y ratón.

Nombre Gen

Hoxd.TO

secuencia

ca77us ga77us ( pollo)
TCCCTTCCTACCAGAGGCTGGTGTCTGAATCATGCCCCATNGAGAACCCCGAGGT
TCCCGTCCCAGGATATTTTAGACTGAGCCAGACCTACGCCACTGGGAAAACCCAA
GAGTACAATAATAGCCCTGAAACGAGTTCAACCGTAATGTTACAGTTAAACCCTC
GCGGCAGCTCCAAACCGCAGCTATCTTCTCAACTTCA

TTGCTCTTCTCTGCAACAGCCTCACCGGGAGGGGAAGCGGCGCCGCTCGCCGTTG
TCACTTTCTTCTCCTGGCCGGAAGGTGCCTTGCTGCAGGCGCTGTGCTGGGGCTT
CAGCTCGCCCTTGTCCGCGTCCCCCTCGCCCTCGGAGTGCTGCTGGTACGGGGGC
GCGGGGGCCGGCTCGTAGAACTGGTCGAAGCCCTGCGGCAGGATGCCGTTCCTCC
CCACCGAGCCGTAGAAGTTGGAGGCGGCGGGGGACGCTCCGTGGTGGCCGCACAC
GGGGTCCGTTTTGAATAGCATTTCCGTCCTCCTGTTCGCGGGCTGCAGAAAGTCT
CTGTGCATCACCTCTTCAGCTGAGTAATAGGGAGCGTAACTGCCCCTGTACTGCC
ATTTGCCGCGCTCTAATCCGTATTCCCTGAATGCCACT

HoxdlT

Oryctolagus cuniculus (Conejo) y Mus musculus (Ratón)

IIoxdTO

ACAGTTGGACAGACCCGAACAGATCTTGTCGAATAGAGCAACCTGTTACACAGCA
AGTCCCCACTTGCTCCf TCACCACCAACATTAAAGAAGAATCCAATTGCTGCATG
TATTCTGATAAGCGCAACAAACTCATTTCTGCCGAGGTCCCTTCGTACCAGAGGC
TGGTCCCCGAGTCCTGTCCCGTTGAGAACCCTGAGGTTCCT6TCCCTGGATATTT
TAGACTGAGTCAGACCTACGCCACCGGGAAAACCCAAGAGTACAATAACAGCCCC
GAAGGCAGCTCCACTGTCATGCTCCAGCTCAACCCTCGTGGCGCGGCCAAGCCGC
AGCTCTCCGCCGCCCAGCTGCAGATGGAAAAGAAGATGAACGAGCCCGCGAGCGG
CCAGGAGCCCACTAAAGTCTCCCA

CTTCGGCGGGCTTGCTCTGCAGTCCTACCTGGCCGGCTCCGGGCCf CTGGGCCTG
CAGCCCCCGGGCGCCAAGGACGGACCCGAAGAGCAGGCCAAGTTCTATTCGCCGG
AAGCAGCCGCCAGTCCGGAGGAGCGCGGCCGTACGAGGCC6CCCTTCGTCCCAGA
GTCTAGCTTGGCCCCTGCAGCCGCTGCTCTCAAGGCCAAATACGACTACGCGGGT
ATGGGCCGTGCCGCGCCGGGCTCTGCGACCCTGCTCCAGGGGGCCCCCTGCGCCG
CCGGCTTCAAGGAGGATACGAAGGGCACGCTCAACTTGAACATGACAGTGCAGGC
GGCAGGCGTCTCCTCTTGCCTGAGACCTTCGCf GCCCGACG

Hoxd72



RESULTADOS

Expresióa genética de 7os geaes Eoxéfi| y Eoxdl2 en

al coaejo, ua omaioto qva ha perdido el dedo l.
La pata deJ- conejo ha perdído el dígito I, coDservando la
morfologÍa de los dfgitos II al V: un metacarpo aI argado en

eI dlgj.to II y una formula trifalangeal en todos los dedos

( figura 6). Por lo tanto, la caracterización de estos genes

en Ia pata del conejo es crucial para evaluar 1a hipótesis

especffica l. sobre la correspondencia entre 1a expresi6n de

los geues Eoxd y la identidad digital cuando se ha perdido

el dfgito nas anterior. y de este mod,o, será posible

evaLuar también, la hipótesis propuesta por l{oltering y
Duboule (2010) para amniotos que presentan 1a pérdida del

digito mas anterior en alguna extremidad, en este caso la
pata del conejo.

Figura 6. uorfología adulta de 1a pata
de ratón (izquierda) y de conejo
(derecha). La pata del conejo ha perdido
eI dedo 1. Cortesía de Sergio Soto Acuña.
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Los resultados obtenidos indican que 1a expresión de los
genes floxdl 0 y Hoxd72 en ambas extremidades, anterior y

posterior, en eI estadio E14 es bastante simiLar a Ia

expresión de estos genes én eI ratón en el- estadio 813

(Figura 7), estadio equivalente aI 814 en el conejo.

El gen Hoxd11, en la mano del conejo (n=6i Figura 7A) y en

aÍüas extremidades de1 ratón (n=6; Figura 78), se expresa

en Ia zona interdigital posterior de todos los dÍgitos con

excepción del dígi_to mas anterior. En cambio, en Ia pata

del conejo, este gen se observa expresado en ].a zona

interdigital posterior de todos los dígitos que

morf ológicamente corresponden a los dedos 2, 3, 4, y 5

(n=6i Figura 7A) . Un patrón simiLar se observa para la

expresión del gelr Hoxd72; en Ia mano del conejo (n=6;

Figura 7C) y en arüas extremidades del ratón (n=6; Figura

7D) solo se encuentra ausente en eI dígito 1, y en fa pata

del conejo, se expresa en todos los dígitos (n=6i Eigura

7C). A diferencia del gen Hoxd70, Eoxdl"2 se expresa en

ambas zonas interdigitales, anter.ior y posterior.

Esto indica que, a diferencia de 1o propuesto por lioltering
y Duboule (2010), Ia pérdida digital no altera la expresión

de 1os genes involucrados en Ia especificación digital, y
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por ende, tampoco Ia identidad morfológica,

morfoJ.ogÍas.

29

conservando sus

figura 7. Expresión de Eoxdl| y ÍIoxdi.2 en eI conejo y el ratón.
ta pata del conejo expresa fuertemente ambos génes en Ia zooa
interdiqital detrás del dedo más anüerior 2 (flecha). Esto
reafirma la utilidad de e6tos genes para dj-stinguj.r este dÍgito
del dedo L, donde Ia expresión se encuentra ausente. para todos
Ios casos n=5.

c\
Ioxo

-L

Conejo Ratón
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Expresión genética de 7os genes HoxdTO y IIoxdT I en

alas de enbriones tratadas con Ciclopamina.

para Eoxd72 bajo las mismas condiciones experimentales

(Vargas y wagner 2009 ) .

La caracterizació¡ de Ia expresión

a 1a hipótesis específica 2 sobre

un evento experimental de homeosis

Ia correspondencia con el patrón

Como se ha reportado

controles, Ia expresión

observa ausente solamente

8A, 8B), correspondiente

de estos genes responde

]a expresión genética en

en eI ala de las aves, y

de expresión reportado

previamente, en alas de pol1os

de l-os genes HoxdJ 0 y Eoxd17 se

en eI dígito mas anterior (Figura

morf ológicamente aI dedo 1 (n=10)

Por otra parte, en los embriones tratados con Ciclopamina,

Ia norfologÍa de Ios dígitos se ve desplazada una posición

embriológica hacj-a posterior, además de Ia pérdida

inmediata del dígito mas posterior (dedo 3). En estos casos,

la expresión de Los genes ltoxdJ 0 y Hoxdll, también se ve

desplazada una posición hacia posterior y se encuentra

ausente solamente en el digito mas anterior (n=10; Figura

8C, 8C). Esto indica que e1 cambio de expresión genéti-ca,

al igual que eI cambio morfológico, inducido por Ia

administración de Ciclopamina, ocurre inmediatamente en una
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sofa generaciónr sin necesidad de una pérdi-da gradual de

los dÍgitos.

Este patrón observado es e1 mismo que fue reportado por

Vargas y Wagner (2009) para Hoxd72, 1o cual indicarÍa que

1a expresión de estos tres genes están correlacionados con

1a identidad digital en el- ala del- po1lo, y por ende,

sirven como diagnóstico a1 comparar con otros amniotes.

Control Cyclopamine-treated

Eigura 8. Expresión de HoxdLl y HoxdÍ.l en alas de embriones de
po1lo, de 7 dÍas de desarrollo, controles y tratados con
Ciclopamina. En todos Ios casos 1a expresión de estos genes se
encuentra ausente solamente en eI dígito 1. a1 igual qlt,:e Eoxdt2,
Ia expresión de EoxdL0 y Ítoxd|"l se desplaza una posición digital
hacia posterior. Para todos los casos n=10.

o
Iaxo

-1_

axo
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Mapeo de destino celular

Mediante estos resultados se caracterizaron Ias cé1uIas

precursoras de los dígitos de1 afa de1 po1lo, por Io que eI
destino celular se observó a partir de1 marcaje celular

realizado en fos estadios HH18-19, lanto para embriones

controles como tratados con Ciclopamina. Af ínyectar una

cantidad que genera un marcaje de mayor tamaño, con

respecto a los trabajos de Vargesson y Sato (30-50pn;

Vargesson y co] . 1997, Sato y col_. 2007), se logró marcar

tanto las regiones autopodiales como zeugopodj-ales de1 a1a,

especialmente e1 eje primario. Los resul_tados de los

distintos mapeos de destino celular fueron observados a1

día 7 de desarrollo, Ios cuales se encuentran diagramados

en Ia Figura 9 y en Ia Tabla 2. Estos resultados son

equivalentes a los resul-tados obtenidos por otros autores

(Vargesson y co1 , 1997ySatoycol.2001 t Towers y col.

2011), Lo cual permite 1a cornparación entre estos trabajos

y eI presentado en esta tesis.
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Figura 9. Dibujo esquemático en donde se representa 1os sitiosde inyección (círculos de colores) junto con los resultados
obtenidos del mapeo de destino celular en alas de embrionescontroles (A) y tratados con Ciclopamina 1e¡.

IabLa 2. Número de veces que se obtuvo el mismo resultado para
cada uno de los sitios de inyección ( diagramados en 1a Figura 9)para embriones controles y tratados con Ciclopamina (+Cyc). n/a3
no aplicado,
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Figura 10. Uapeo de destino celular del a1a en embriones controles y tratados con Ciclopamina (Cyc). A y E, triple lnarcaje con
DII y DiO de los precursores de tos dígi-tos én e1 estadio HH18. En e[ürionés controles (A-D) 1as células marcadas entré ]-os
somitos 17/18 se desarrollan en eI dlgito 1, 1as céluIas narcadas éntre los somitos 18/19 forman el dígito 2, y Ias céLu1as
¡narcadasr ent.ré Ios sonitos 19,/29 desarrolla¡t e1 dígito 3. En eDbriones tratados con Cyc (E-H) 1as células marcadas entre 1os
somitos 1?/18 no se desarrollan en ningún dlgi-to, Ias céIulas marcadas entre los somitos 18/19 forÍran el dlgito 1, y las céLulas
marcadas ent¡e 1os somitos 19/20 desarrollan el dígito 2. D y H corresponden a Ia sobreposición de las imágenes B+C y F+c,
respectivarnente. En C y G se muestran a¡nbos canales, rojo y verde, por separado. En eI canal verde añbos marcadores. DiI y DiO¡
emiten fluorescencia. I. alineamiento entre eI caso control (izquierda) y eI tratado con Ciclopahina (dereéha) donde se muestra
Ia equivalencia de 1as posiciones e¡rürioIógicaa inyestadas, Los resultados se observaron aI dia 7 de desarrollo. Barra de escala3
(A y E) 300 ¡¡n, (B-D) 1nm, (F-H) 1trun.
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En e[üriones controles, las células que se encuentran en Ia

región sub-apicaf entre los somitos 17l1B, posteriormente

se desarroll,an en eL Radio, Radiale y dÍgito 1 (n=11;

Figura 9A y L0A-10D). El dedo 2 se desarrolla a partir de

cél-ulas ubicadas en Ia zona sub-apical entre fos somitos

18119 (n=16; Figura 9A y 10A-10D). Células marcadas entre

Ios somitos 1,9/20 en Ia región sub-apical, forman e1 eje

primario: UIna, Ulnare, y dígito 3 (n=30; Figura 9A y 10A-

10D).

Por otro 1ado, en los enbriones tratados con Ciclopamina,

las células que se encuentran en Ia región sub-apical entre

Ios somitos l7 /L8, posteriormente se desarrollan en eI

Radio y Radiale. A diferencia de los resultados obtenidos,

a partir de embriones controles, éstas cél-ul_as no

desarroll-an dígito alguno (n=5i Figura 98 y 10E-10H). La

marca de las céIulas ubicadas en Ia zona sub-apical entre

los somitos 18/1-9, se encuentra distribuida en e1 cartílago

de un dígito con Ia morfología bifalangeal caracterÍstica

de1 dedo 1 (n=10; Figura 9B y 10E-l-oH). Cétulas marcadas

entre los somitos L9 /20 en Ia región sub-apical, aI

transcurso del desarrollo forman eI eje primarío, pero con

1a excepción que forman un dedo con morfología digital 2 en
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vez de 1a correspondiente a un dedo 3 (n=26¡ Figura 98 y

108-10H), como es eI caso de los embriones controles.

Otro punto a resal-tar, es que tos embriones tratados con

ciclopamina conservan Ias identidades de los efementos del

zeugópodo (u1na y radio) y sus relaciones espaci-ales en

comparación con los embriones controles, indicando que los

cambios observados aI aplicar este alcafoide afecta solo a

Ias identidades digitales y no aI "l-imb bud.. completo.

Estos resultados son concluyentes, indicando que es

mecanísticamente posible que posiciones mas posteriores

equivalentes de la región sub-apical del ,,Iimb bud,, puedan

desarroll-ar estructuras digitales nas anteriores (Eigura

10r ) "



DTSCUSION

lúesénquima interdigital e identidad digital

Trabajos sobre Ia determinaci6n de ta identidad digital a

1o largo de1 eje antero-posterior han revefado que las

condensaciones digitales permanecen indiferenciadas hasta

estadios tardÍos, siendo posible Ia al_teración de su

identidad mediante 1a implantación de otra zona de

mesénquima j-nterdigital distinta a Ia que Ie da fa

identidad a dicha condensación (Dahn y Fallon 2000, Gilbert

2003). De esto se concluye que el mesénquima interdigital
posterior es qui-en especifica cada identidad, de tal manera

que 1os genes involucrados en Ia especificación digital,

como son los genes ¡roxd tardíos, se expresan en las zonas

interdigitales de fos dígitos que especifican.

En l-os resultados presentados previamente para embriones de

po1lo tratados con Ciclopamina (Fj-guras 5 y 8) y para

embriones de conejo (Figura 7), l-os genes Eoxd observados

se expresan en la zona interdigj-tal posterior de fos

dígitos, a excepción de ta del dígito 1.

37
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tratadas con Ciclopamina.

los genes floxdl0-12 en los dígitos
pollo, cocodri-lo, conejo, y ratón. En
es eI único dedo que no presenta
indicando una sonservación de éste
largo de Ia fitogenia. +Cyc: alas

Trabajos prevíos han reportado este mismo patrón de

expresión de los genes floxd en Ias extremidades de1 eñbrión

de ratón (Burke y coI. 1995), de cocodrilo (Vargas y co1.

2008), y de pollos controles (Nelson y col. L996). En todos

estos casos, e1 dedo 1 es el único dÍgito que no presenta

expresión de estos genes en e1 mesénquima interdigital
circundante (Figura 11). Esto sugiere que existe una

e
trt
+cyc
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conservación de la relación entre e1 patrón de expresión

genética y Ia identidad de Ia morfología digital.

Por otra partef Ia hipótesis sostenida por Duboule

(vÍoltering y ouboule 2010) sugiere que Ia pérdida de eI

dígito 1 (o e1 digito más anterior) en una extremidad,

gatillaría eI cese de 1a expresión de los genes frox en eI

dedo 2 yr por ende, Ia expresión de estos genes no se puede

utilizar para trazar relaciones de homologías entre l-os

dígitos. Sin embargo, 1os resultados de la expresión de 1os

genes Iloxd en e1 conejo muestran todo l-o contrario a Io

propuesto por estos autores. A pesar de Ia pérdida digital,

Ia expresión de los genes IJoxd¿ 0 y Hoxdl2 en los dígitos 2

aI 5 se mantiene (figura 7), indicando que eI patrón de

expresión de estos genes es un buen parámetro para evaluar

Ia identidad digital en la filogenia.

Gradiente de Sonic

identidad digital

hedgehog, CicTopamina e

Vargas y Wagner (2009 ) a partir de sus experimentos

proponen un modelo en donde 1a aplícación de Ciclopamína

(Cyc) induce un "frame-shift", y por ende eI cambio de

identidad digital (Figura L2l . En resumen, este modelo
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consiste en que a1 disminuir Ia señalización Shh, la
expresión tardía de los genes ,lox también se ve desplazada

hacia posterior produciendo un corriniento homeótico de Ia

expresión genética que daría como resuftado el- cambio

morf ológico observado.

Como se mencionó anteriormente, una manera experimental

disminuir Ia señalización de Shh y, por ende, afectar a

especificación y crecimiento digital, es mediante

aplicación de Cyc, alcaloide orgánico que se une

directamente a Smoothened (Smo) . La intensidad de esta

unión varia de acuerdo al contexto en que Ia célula se

encuentre (Chen y col. 2002) : regiones celulares en donde

exista una alta concenlración de Ptcl , l-a cantidad presente

del complejo Cyc-Smo es mayor en comparación a regiones en

donde Ptcf se encuentre en menores cantidades. Por otra

parte, a medida que aumenta Ia concentración de Sh?:, Ia

unión Cyc-Smo se debili-ta y, por consiguiente, Ia cantidad

presente de este complejo disminuye. Considerando esto y e1

hecho de que eI "Iimb bud" posee distintas concentraciones

de Strá y Ptcl a Io largo de1 eje antero-posterior i Ia

administración de Cyc aI embrión producirá, entonces, un

blogueo gradual de la señalización de Sñil.

de

Ia
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Pigura 12. Modelo propuesto pox Vargas y f^Iagner (2009) para un
evento de frame-shift homeótico inducido por Ciclopam.ina. A1
aplicar este alcaloide orgánico, Ia señalización y su
concentraciór¡ de Shh disminuye, alcanzando concentraciones que
especifican para un dedo mas anterior (B) en una posición
embriológica que normalmente desarrollaría un dedo mas posteriox
(A).

De este mismo modo, el efecto obtenido aI aplicar Cyc al

embrión de pollo dependerá del estadio en el cual haya sido

aplicado este agente externo, debido a Ia variación

existente en Ia señalización de Shh a 10 largo del

desarrollo (Scherz y col. 2007 | Vargas y !üagner 2009).

Efectos que tarnbién afectarán, de manera diferencial, a Ia

identidad y ei- número de los dÍgitos, .A1 aplicar Cyc entre

Ios estadios HH18-19, se obtiene una a1a didáctila con

características morfológicas de los dedos 1 y 2 (Figura 4E;

Vargas y wagner 2009), es deciri aI agregar Cyc en dichos

t.t
\¡
ü\
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estadios, se alcanzaría los niveles de concentración de Shi

necesarios para especificar Ios dígitos más anteriores y no

así para e1 dedo más posterior (Figura 128). En cambio, si
se aplica Cyc entre los estadios HH 20-21 , eI ala

desarrollada presenta una fusión de Ios dÍgitos mas

posteriores 12 y 3) sin cambio de identidad digital (Figura

4G), posiblemente, consecuencia de una menor separación de

l-as céIuLas precursoras de los dígitos durante Ia expansión

del "fim bud" (Toh,ers y col. 2011). Esto sugiere

fuertemente que, aI igual como se ha reportado para eI

desarrollo de las extremidades del ratón (zhu y col_. 2008),

existe un desacople temporal entre los procesos

relacionados con Ia espec j-fj-cac ión digital y la expansión

del "limb bud" como determj-nante del número digita).. Los

diversos resultados oblenidos en este trabajo al aplicar

Cyc, además de los distintos resultados del mapeo celular

realizado posterior a Ios estadios HH20 (no mostrados),

complementan esta hipótesis que también ha sido planteada

en trabajos recientes sobre eI tema (Harfe y col. 2004,

Butterfield y col. 2010, Tamura y co1 . 2011).
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Mapeo de destino celular y desarroTTo digitaT

El mapeo de destino ceLul-ar ha sido ampliamente usado para

evaluar e1 linaje celular de los dígitos del- a]a de1 po11o

(Vargesson y coI. 1997, Sato y col. 2007, Towers y col.

2008, Tamura y col. 2011, Towers y co]. 2011). Sin embargo,

solo los últimos tres trabajos han estado enfocados en Ia

identidad digital en base a su linaje en eI desarrollo.

Uno de estos trabajos que fue publicado recientemente

(Tamura y coI. 2011), aborda este tema con una mirada desde

1a biologÍa del desarrollo mediante eI marcaje del linaje

celular, concluyendo que las identidades de los tres

dÍgitos del a1a de las aves son L, 2, y 3. A pesar de esta

y otras conclusiones asertivas, dicho trabajo se debe

considerar como invalidado, debido a que 1os estadios en

donde se implementaron los procedimientos aplicados provoca

que toda conclusión se encuentre fuera de contexto

biológico. Principal-mente, estos autores reafizan eI

marcaje celular entre los estadios HH 20-23, en donde las

céluLas precursoras de los dígitos ya han abandonado Ia zAP

y su especificación ya ha ocurrido. De acuerdo a la

bibliografía existente, la especificación digital ocurre

durante los estadios HH 17-19 (Ohuchi y col . 1997, Agarvial

y coI. 2003t Scherz y col. 2004, Vargas y l^Tagner 2009,
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Butterfield y col. 2010), estadJ.os para fos cuales fueron

realizados Ios mapeos de destino celular (Sato y coL. 2007

y Vargesson y col. L991 | . Luego de estas etapas, las

regiones del "limb bud" que originan los dÍgitos son

diferentes. Por 10 tanto, Ias zonas celulares marcadas por

Tamura y col-. (2011) no corresponden a 1as regiones

digitales planteadas por estos autores en su trabajo.

Trabajos previos realizados por To\"¡ers y col. (Tovrers y col.

2008, Towers y col. 2017) sugieren que para explicar el

cambio digital observado en las aves no es váIido, ni

necesario, "aclamar" un "frame-shift" homeótico. En su

primer trabajo sobre eI tema (Towers y coI. 2008 ) ,

argumentan que los dÍgitos posteriores, desarrollados aI

aplicar Cj-clopamina al embrión, provienen de Ia fusión de

céIulas que normalmente darían origen a 1o que ellos llaman

dedos 3 y 4. No obstante, l-a interpretación de sus

resultados y conclusiones son erróneas, debido a que sus

métodos experimentales 1o son o no permiten obtener Ia

información necesaria para poder concluir de esta manera.

Entre estos errores se destaca que no muestran e1 estadio

ni los sitios en donde realizaron las inyecciones y Ia

aplicación de la Ciclopamj-na, considerando que en dicha

publicación 1os autores identifican a un embrión de HHz3
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como si fuera un embrión que se encuentra en HH20. Además r

no realizan Ia comparación morfológica adecuada a sus

resultados de marcaje celular (utifizan embriones distj-ntos

para cada caso) y observan los resultados en estadios en

donde aun no se ha formado ninguna condensación

cartilaginosa correspondiente a los dígitos. En cambio, en

su segundo y más reciente trabajo (To\^rers y col. 2011), Ia

mayorÍa de estos errores son omitidos aI cambiar l-a técnica

utilizada: marcaje celular mediante e1 trasplante de l-a ZAp

marcada con cFP en los estadios HH 18-19, con y sj-n Ia

administración de Ciclopamina. En este caso, ellos solo

marcan eI metacarpo vestigial deI dedo 4 (que no se

desarrolla en un dígito) y no eI resto de los dígitos,

especulando que Io único que habrÍa ocurrido durante Ia

evolución deI linaje hacia las aves es un "axis-shifL", y

no un "frame-shift". Tovrers y coI. (2011") especulan que eI

dedo 3 del ala de 1as aves durante ef desarrollo se

posicionaría en eI eje primario, debido a la "incapacidad"

de desarrollar un dígito por parte de 1a zAP del ala,

comparándola con Ia ZAP de la pata, la cual posee un digito

4. Por esta razón, adernás de una alta tasa de muerte

celular presente en Ia ZAP del ala (como ellos especulan en
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dicho trabajo), es que en 1as aves modernas los dígitos

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

Sin embargo, los resultados obtenidos en mi trabajo aI

aplicar Ciclopamina, comparados con los resultados

obtenidos de embriones controles, se contraponen claramente

a 10 especulado por Towers y col. Aquí se muestra

claramente que en eI a1a del po1lo un dÍgito mas anterior
puede desarrollarse de posj-ciones embriológicas mas

posterj-ores (Figura 10) y que l-a ZAp (ubicada

aprox j-madamente entre los somitos 19-21) sí forma un dÍgitor

eI dígito más posterior. Esto se ve avalado por el hecho de

encontrar distribuida Ia marca no solo en eI dÍgito más

posterior, si no que también a 1o largo del eje primario,

indicando que ambas estructuras provienen de1 mismo grupo

celular marcado (Figura 10). Por otra parte, si se observa

e1 destino celular de las célufas precursoras del dÍgito 1

(células de Ia zona sub-apical entre los somitos 1,7/L8¡

Fi-guras 9 y 10), en embriones controles y tratados con

Ciclopamina, en estos úItimos Ia única estructura que no se

desarrolla a partir de este grupo celular marcado es el-

dÍgito 1 que se desarrolla a partir de céIulas que

normalmente darían origen a un dedo 2 (Figuras 98, 10E-10H,

y 10I).



47

Es decir, aI inducir un corrimiento homeótico mediante l_a

aplicación de ciclopamina entre 1os estadios HHl,8-19, l_os

cambios observados ocurren a nivel autopodiat, en donde se

produce un cambio de identidad digital y no un cambio

posicional con respecto aI eje prinario. En este escenario,

opuesto aI especulado por Tov/ers y col. (2011), un "frame-

shift" homeótico es Ia explicación mas adecuada (biológica

y mecanísticamente hablando) para Io observador más que un

"axis-shift". En cuanto a la tasa de apoptosis en el- zAp

del aIa del pollo, aún no se ha evaluado aI aplicar

Ci,clopamina y puede ser que entregue mas información sobre

este punto. Sin enüargo, este mismo grupo de autores ya han

mostrado anteriormente que las zonas de apoptosis en Ia
zona posterior del ala se encuentran fuera de la ZpA (Sanz-

Ezquerro y Tickle 2000 ), Io cual es confirmado

posteriormente por otros autores ( Fernández-Terán y co1.

2006), quienes muestran una gran zona necrótica en eI borde

anterior del bud y no en eI borde posterior como 10

especula Tohrers y col. (2011) para los estadios en donde

ocurre la expansión del "1imb bud" (Hn20-21).
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Evolución de 7a morfoTogía digital hacia el linaje

de las aves y 7a hipótesis del frame-shift

homeótico

Como se mencionó anteriormente, a Io largo deI regj_stro

fósif se puede apreciar Ia conservación de Ia fórmula

falangeal en Ios dígitos de amniotes pentadáctilos,

especialmente entre reptiles y aves tempranas como

Archaeopterix, Ia cual comparte varias características y

esta relacionada muy cercanamente con dinosaurios terópodos

como Deironychus (Figura 11 . Archaeopterix mantiene en su

mano características reptoriales de terópodos maniraptores

basales y otras características que 1o relacionan junto con

Ios terópodos dinosaurios, como eI largo y forma de los

dígitos, falanges, y metacarpos (Wagner y Gauthier 1999,

vargas y Fallon 2005b ) .

Por otro lado, los dígitos de las aves actuales se

encuentran bastante reducidos y altamente modificados. No

obstante, al igual que Archaeopterix, aun conservan

características que 1os relacionan con terópodos, como son

cíertas caracterÍsticas de los metacarpos. Esta reducción

digital, también se ha observado a lo largo del- Iinaje de

Ios terópodos, donde e1 cuarto metacarpo prácticamente se
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pierde (en algunas aves como eI pollo permanece de manera

vestigiaf) y eI tercer dígito se vuelve mas corto que eI

segundo.

Descubrimientos fósiles de aves mesozoicas proveen

antecedentes sobre l-a transición desde Archaeopterix hacia

Ias aves modernas (Neornithes) y 1as modificaciones en sus

dígitos (vargas y Fallon 2005b). Dentro de Ias aves

mesozoicas, Ias Ornithothoraces (que incluye eI grupo

extinto Enantiornithes y los ancestros de las aves

modernas ) presentan reducción del numero de falanges del

dedo 3, de cuatro falanges a solamente una falange. No

obstante, las aves retienen Ia presencia de dos y tres

falanges en eI primer y segundo dÍgito (Figura 1) ,

respectivamente, como se observa en embriones de pato,

pollo y en Ias alas de un Hoatzin (opisxhocomus) recién

eclosj-onado. Estas y otras evidencias provenientes del

registro fósiI dan cuenta deI alto grado de homología

existente entre Ia morfologÍa de los tres dígitos de las

aves modernas y los primeros tres dÍgitos de amniotos

pentadáctilos.
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A pesar que el registro fósil_ bastaría para dilucidar el

problema de Ia identidad digital en e1 a1a de las aves,

dichas evidencias no son suficiente para concebir

mecanísticamente este proceso. La hipótesis def "frame-

shift" homeótico (evaluada en el presente trabajo) aborda

eI problema desde este punto de vista e implica tres

eventos: (1) La presencia de un corrimiento posicional de

manera correspondiente entre Ia morfología digital adulta y

eI patrón de formación de cartílago (Wagner y cauthier

1999). (21 Junto con 1a morfología, la expresión de Ios

genes Hoxd7l, Eoxd77, y Eoxdl2, también presentan un

corrimiento de una posición digital hacia posterior (vargas

y FaIIon 2005b, Vargas y col. 2008). (3) Células anteriores,

que poseen el potencial de desarrollarse en un dÍgito,

permanecen sin especificari una condensación vestigial se

desarrolla a partir de esta posición vacante (Larsson y

Wagner 2002\. Todos estos eventos fueron observados y

replicados aI realizar 1os experimentos con Ciplopamina,

especiafmente los correspondientes aI mapeo del linaje

celular, que entrega una prueba más conclusiva de cómo

sería el mecanis¡no por el cual este "frame-shíft" homeótico

ocurre .



CONCLUSIONES

Esta tesis corresponde a uno de fos pocos estudios en

evaluar e1 linaje celular de los tres dígitos presentes en

el ala deI poI1o, tanto en embriones controles como en

embriones tratados con Ciclopamina. AÍüos casos fueron

enfocados en diagnosticar 1a factibitidad mecanística de Ia

hipótesis del "frame-shift,, homeótico, propuesta para

explicar el problema de la identidad digitat en las aves.

Los resultados muestran que al aplicar Ciclopamina, tanto

la identidad digital como la expresión de los genes ¡lox en

eI ala se desplazan una posición embriológica hacia

posterior. Estos cambios suceden simultáneamente en una

generación, obteniendo al-as didáctilas con morfologías

digitales anteriores que se desarrollan a partir de

condensacj-ones cartilagj-nosas más posteriores. Esto sugiere

que no es necesario un desplazamiento o una pérdida gradual

de los dÍgitos para explicar eI cambio morfológico

observado en las aves.



Por otra parte, este trabajo es el
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primer estudio en

caracterj-zar Ia expresión de 1os genes ¡lox en un amnioto

actual que ha perdido e1 dígito más anterior en alguna de

sus extremidades, situación homologable a1 ceratosaurio

Limusaurus descrito por Xu (xu y coI. 2009xu y co1. 2009).

Dichos resultados indican que ta pérdida digital no es

suficiente para producir un cambio en Ia especificación del

resto de los dígitos, 1os cuales conservan el patrón de

expresión descrito en otros amniotes para las mismas

identidades digitales.

En conclusiónr de acuerdo a mis resultados, Ia ocurrencia

de un "frame-shift" homeótico como una explicación al

problema de Ia j-dentidad digital en eI ala de las aves, no

es solo mecanísticamente posible sino que también es

consistente con Ia expresión de los genes llox.
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