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A lo largo de la evolución, órganos provenientes del mismo ancestro adquieren formas 

diferentes, y las formas óptimas para la supervivencia son las que permanecen, siendo estos 

órganos homólogos. Pero cómo la presión selectiva influye en las bases genéticas de la 

organogénesis aún no se conocen. En esta Tesis hemos estudiado los mecanismos que 

determinan la forma de dos órganos homólogos en Drosophila melanogaster, el ala y el 

halterio, que provienen de discos imaginales muy similares en forma hasta la pupación, pero 

que dan lugar a órganos adultos con formas completamente diferentes: mientras que el ala es 

plana, el halterio es globular. Esta diferencia viene dada por la expresión de un único gen: el 

gen Hox Ultrabithorax, que se expresa en el disco de halterio y no en el de ala. Hemos 

comparado el desarrollo de los discos imaginales de ala y halterio en las primeras etapas de 

pupa, mostrando que en el disco de halterio no existe aposición de las superficies dorsal y 

ventral, mientras que en el disco de ala ésta tiene lugar y se produce también una expansión 

del tejido, todo lo cual en última instancia le proporciona la forma plana al órgano.  

Hemos observado que el gen Ultrabithorax reprime la expresión de Metaloproteasa 1 y activa 

la expresión del gen Tissue Inhibitor of Metalloproteinases, que inhibe la actividad de 

Metaloproteinasas, en etapas tempranas de la pupación. Esta regulación retrasa la eliminación 

de la membrana basal en el disco de halterio y evita así la aposición de superficies dorsal y 

ventral. En el disco de ala, en cambio, la actividad de Metaloproteasa 1 y la ausencia de 

expresión de Tissue Inhibitor of Metalloproteinases permite la unión de los dos epitelios. La 

actividad ectópica de Metaloproteasa 1 en el disco de halterio produce halterios más 

alargados y planos y la inhibición de metaloproteasas en el disco de ala, alas más cortas e 

hinchadas.  

Tras la etapa de aposición en el disco de ala se da la etapa de adhesión entre estas superficies 

dorsal y ventral, la cual tampoco ocurre en el disco de halterio. La adhesión está llevada a cabo 

por Integrinas, que hemos observado poseen una expresión más restringida en el disco de 

halterio respecto al disco de ala, durante gran parte de la pupación. Igual ocurre con una 

proteína asociada a integrinas, Tensina, y en ambos casos la represión de la expresión en el 

disco de halterio depende de Ultrabithorax. Integrinas y Tensina son reguladas positivamente 

por el factor de transcripción codificado por el gen blistered en la parte distal del disco de ala, 

mientras que este gen no se transcribe en la correspondiente parte del disco de halterio. Esto 

sugiere que Ultrabithorax podría reprimir la expresión de Integrinas y Tensina a través de 

blistered. El gen Ultrabithorax, por tanto, regula la adhesión dorso-ventral y la forma del 

halterio a través de distintos mecanismos durante la pupación.    
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Throughout evolution, organs originating from a common ancestor acquire different shapes. 

The shapes more suitable for the function are the ones which succeed in nature, known as 

homologous organs. But how selective pressure impact organogenesis genetic is still unclear. 

In this work we have studied the mechanism which determine the shape of two homologous 

organs in Drosophila melanogaster, wing and haltere. Both come initially from similarly shaped 

imaginal discs but will give rise to completely different adult organs shape: wings are flat and 

halteres are globular. Those different identities are defined by a single gene: the Hox gene 

Ultrabithorax (Ubx), specifically expressed in haltere.  

We compared the development of wing and haltere imaginal discs during early pupal stage. 

We showed that apposition between the dorsal and ventral surfaces and tissue expansion 

takes place in the wing disc to establish its flat shape in the adult organ. and that this process 

does not occur in haltere disc. We observed that the gene Ubx downregulates the expression 

of Metalloprotease 1 and upregulates the expression of Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 

which in turn inhibits the Metalloproteases activity in early pupa stages. This regulation delays 

the degradation of the basal membrane in haltere disc, preventing the apposition of the dorsal 

and ventral surfaces. Nevertheless, in the wing disc the activity of Metalloprotease 1 and the 

absence of Tissue Inhibitor of Metalloproteinases allows the dorso-ventral adhesion. Ectopic 

expression of Metalloprotease 1 produces more elongated and flatter halteres, and the 

inhibition of Metalloproteases in the wing disc, produce bloated and shorter wings.  

After the apposition stage in wing disc, there is another stage called adhesion, which does not 

occur in haltere. The adhesion is ensured by Integrins, which have a more restricted expression 

in haltere discs compare to wing discs during pupal stage. The protein Tensin, one of the 

Integrin associated proteins, has a similar expression pattern than integrins in haltere disc. 

Both Integrins and Tensin are downregulated in haltere by Ultrabithorax. On the other hand, 

Integrins and Tensin are upregulated by the transcription factor Drosophila Serum Response 

Factor coded by the blistered gene in the distal part of the wing disc, while in the same part of 

the haltere disc this gene is not expressed. This suggest that Ultrabithorax gene repress the 

expression of Integrins and Tensin through blistered. The Ultrabithorax gene is, therefore, 

regulating the dorso-ventral adhesion and the shape of the haltere through different 

mechanisms during the pupal stage.  
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A1a/p Segmento A1 anterior/posterior 

abx anterobithorax 
bs blistered 

by blistery 

bx bithorax 
bxd bithoraxoid 

cDNA Ácido desoxirribonucleico complementario 
Cg25C Collagen at 25C 

DE-cad DE-cadherina 

Df Deficiencia 
DFP Después de la formación del pupario 

ds “Double stranded” (Doble cadena) 

Fit Fermitina 
GFP “Green fluorescent protein” 

HM Haltere-mimic 

IAP Proteína asociada a integrinas 
if inflated 

Larva III Larva de tercer estadio 
MB Membrana basal 

mew multiple edematous wing 

MEC Matriz Extracelular 
Mmp1 Metaloproteasa 1 

Mmp2 Metaloproteasa 2 

mys myospheroid 
pbx postbithorax 

Ph “Phalloidine” (Faloidina) 

PS “Position Specific” 
rn rotund 

RNAi Ácido ribonucleico interferente 
sd scalloped 

SH Solución de Hibridación 

T1a/p Segmento T1 anterior/posterior 

T2a/p Segmento T2 anterior/posterior 
T3a/p Segmento T3 anterior/posterior 

Timp Tissue inhibitor of metalloproteases 

trol terribly reduced optic lobes 
TOPRO TO-PRO-3 

Tub-Gal80ts Tubulina Gal80 termosensible 

Ubx Ultrabithorax 
vkg viking 

 



13 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                     Introducción 
 
 
 



15 
 

1. La Biología del Desarrollo. 

 

Desde que el ser humano tiene uso de razón se ha preguntado cómo los seres vivos son 

capaces de desarrollarse, cómo de dentro de un huevo puede salir un pollito, o cómo de un 

gusano acuático puede salir un mosquito. Han sido muchas las hipótesis al respecto, por parte 

de científicos, filósofos y teólogos, que nos han llegado de la antigüedad. No fue hasta el siglo 

XVII, sin embargo, cuando lo que pareciera magia en un principio, acabara cobrando sentido. 

La clave simplemente estaba en mirar más de cerca, literalmente. La fabricación del 

microscopio sirvió para algo más que para probar la calidad de las telas de un ávido 

comerciante; fue el principio de la teoría celular. Más adelante, en el siglo XVIII, se observaron 

los primeros tejidos compuestos por numerosas células, a primera vista idénticas, y a base de 

experimentos y observación, nació el concepto de pluricelularidad que ha llegado hasta 

nuestros días. Somos pues, los seres vivos pluricelulares, un conjunto de células diferenciadas 

que realizan funciones especializadas según el tejido en el que se encuentran.  

 

Actualmente estamos en el punto de intentar explicar cómo los seres vivos pluricelulares nos 

desarrollamos a partir de una sola célula. Hoy en día sabemos que esa primera célula tiene 

capacidad de dividirse en células similares, lo que conocemos con el nombre de proliferación, 

hasta que esas células, además de dividirse, comienzan a especializarse para tomar una 

identidad cada vez más específica, llamándose a este proceso diferenciación. ¿Y cómo es 

posible que, a partir de una célula, se desarrollen otras células completamente diferentes 

entre sí hasta dar lugar a un organismo? La respuesta viene dada por dos conceptos: genética 

e interacción. La genética establece la acción, y la interacción entre células establece el 

momento y el modo. Cada ser vivo de cada especie es diferente debido a la información 

genética que esa primera célula lleva y que determina tamaño y forma final del individuo, pero 

sin coordinación entre las diferentes células no sería posible el desarrollo del organismo.  

 

Así pues, y para resumir, podemos definir la Biología del desarrollo como el estudio de los 

procesos que hacen posible que una célula individual dé lugar a un organismo adulto 

pluricelular. La Biología del desarrollo está en consonancia con otra rama de la Biología, 

llamada Evo-Devo, que establece líneas filogenéticas y evolutivas de los seres vivos a partir de 

cómo se desarrollan. Así es como sabemos que los seres vivos empleamos los mismos tipos de 

genes para controlar procesos del desarrollo similares, es decir, que en última instancia, la 

base genética del desarrollo está conservada filogenéticamente.   
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Esta información es lo que nos ha llevado a utilizar organismos modelo para estudiar el 

desarrollo de los seres vivos. Dependiendo del proceso a estudiar se pueden utilizar desde 

vegetales como Arabidopsis thaliana hasta vertebrados como Mus musculus. En nuestro caso 

en este trabajo, el organismo modelo utilizado ha sido la mosca de la fruta Drosophila 

melanogaster.  

 

2. Drosophila melanogaster. 

 

Drosophila melanogaster es el organismo modelo más estudiado en la Biología del desarrollo 

desde que, a principios del siglo XX, fuera adoptado como animal de experimentación genética 

por Thomas Morgan. Trabajar con este organismo modelo aporta numerosas ventajas. Entre 

ellas destacan: su pequeño tamaño y por tanto su facilidad para la cría en cautividad a bajo 

coste, su fácilmente reconocible dimorfismo sexual, su rápido ciclo vital de unos 10 días a 25oC 

y su organización cromosómica sencilla, ya que sólo tiene cuatro pares de cromosomas. Otra 

ventaja muy notable es que su ADN está completamente secuenciado (Adams et al., 2000), 

albergando su genoma alrededor de 13.600 genes. Además, durante los últimos años se han 

desarrollado numerosas herramientas genéticas (como el sistema Gal4/UAS) y moleculares 

que permiten controlar espacio-temporalmente la expresión de los genes, facilitando así el 

estudio de los factores implicados en su desarrollo. Cerca del 75% de genes humanos 

vinculados con enfermedades, tienen su homólogo en el genoma de la mosca de la fruta 

(Reiter et al., 2001), lo cual lo hace un organismo modelo perfecto también para el estudio de 

patologías humanas.   

  

Como insecto holometábolo, sufre una metamorfosis completa durante el desarrollo. Después 

de la fecundación, la embriogénesis es seguida de tres estadios larvarios que finalizan 

alrededor de las 120 horas después de la puesta, y tras los cuales se forma la pupa. En este 

estadio permanece durante 4-5 días, en los cuales se está produciendo el desarrollo de los 

tejidos adultos (Fig. 1).    
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3. Anatomía de Drosophila melanogaster. 

 

Durante los 10 días que dura el desarrollo de Drosophila, van tomando forma las estructuras que 

compondrán el individuo adulto. En el embrión ya existen ciertos grupos de células que se 

singularizan en su epidermis y comienzan a expresar los genes que determinarán, al menos en 

parte, distintas estructuras cuticulares del adulto. Esos primordios embrionarios darán lugar en el 

embrión y durante el desarrollo posterior, a los discos imaginales (Cohen et al., 1993) y a los nidos 

de histoblastos. Los discos imaginales son estructuras epiteliales en forma de saco que se 

encuentran adheridas a la cara interna de la pared larvaria y que formarán durante la 

metamorfosis, los distintos órganos de la mayor parte del adulto. En la larva de D.melanogaster 

hay 9 pares de discos imaginales más un disco imaginal impar. Estos discos formarán la cutícula de 

la cabeza, tórax, genitalia y analia (Fig. 2). Los histoblastos, por su parte, son conjuntos de células 

agrupados en nidos y presentes en el abdomen larvario que darán lugar a la cutícula abdominal 

del adulto. Los discos imaginales proliferan durante el desarrollo larvario, mientras que los 

histoblastos lo hacen durante el periodo pupal (Madhavan y Schneiderman, 1977; Ashburner, 

1989).  

Figura 1. Ciclo vital de Drosophila 
melanogaster. Imagen modificada de 
Carolina Drosophila Manual. (Carolina 
Biological Supply Company).  
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4. Definición del eje antero-posterior de Drosophila melanogaster.  

 

El estudio de los mecanismos genéticos que definen los ejes espaciales básicos en el desarrollo 

de D. melanogaster ha dado lugar a algunos de los descubrimientos más relevantes en Biología 

del desarrollo. En D. melanogaster, la determinación inicial del eje anteroposterior comienza 

antes de la fertilización, ya que en cada oocito, que desciende de una célula germinal de la 

hembra, se sintetizan ARN mensajeros (ARNm) como bicoid y nanos que se localizan de 

manera diferencial en su eje antero-posterior debido a su interacción con el citoesqueleto 

(Nüsslein-Volhard y Wieschaus, 1980; Frohnhöfer et al., 1986; Nüsslein-Volhard, 1991; 

Morisato, 1995). Tras la fecundación, esos ARNm se traducen dando lugar a proteínas 

reguladoras que se distribuyen en gradientes opuestos desde ambos extremos del embrión y 

activan o reprimen la expresión de determinados genes cigóticos, definiendo así por primera 

vez su eje anteroposterior (Driever y Nüsslein-Volhard, 1988; Wang y Lehmann, 1991). Los 

genes que primero determinan los ejes del embrión y se transcriben en el oocito se conocen 

como genes de efecto materno. A su vez, los genes cigóticos activados por las proteínas 

codificadas por los genes de efecto materno se llaman genes gap (revisado en Akam, 1987; 

Ingham, 1988; Lawrence, 1992), los cuales codifican para factores de transcripción que a su vez 

regulan a los genes pair-rule. Estos genes se expresan en 7 bandas a lo largo del eje antero-

posterior del blastodermo. Los factores de transcripción codificados por estos genes activan a 

su vez a los genes de polaridad de segmento, cuyos productos, ARNm y proteínas, dividen al 

Figura 2. Localización de los discos imaginales en larva y estructuras a las que darán lugar en el 
adulto. Modificado de Wolpert et al., 2011. 
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embrión en 14 segmentos. Estos genes se expresan durante toda la vida del individuo 

estableciendo una división fundamental repetida a lo largo del eje antero-posterior, mediante 

la cual las células de cada unidad metamérica se dividen en dos compartimentos, el anterior y 

el posterior. Los compartimentos son unidades de linaje celular que se definen por la 

expresión mutuamente excluyente de los genes de polaridad segmental, cubitus interruptus 

(ci) en anterior y engrailed (en) en posterior. Los compartimentos anterior y posterior se 

observan también en los discos imaginales y en los grupos de histoblastos de cada segmento 

abdominal. De esta manera, todas las células provenientes del compartimento anterior o 

posterior quedarán determinadas genéticamente, sin mezclarse con las de otro 

compartimento (García-Bellido et al., 1973; Morata y Lawrence, 1975; Lawrence y Morata, 

1976; Kornberg et al., 1985; Eaton y Kornberg, 1990; Mann y Morata, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al mismo tiempo, las proteínas producidas por los genes gap, pair-rule y de polaridad de 

segmento interaccionan para regular otro tipo de genes, los llamados genes homeóticos, cuya 

transcripción determina el destino de cada segmento formado por la expresión de los genes de 

polaridad de segmento. Los genes homeóticos se expresarán también durante toda la vida del 

individuo, manteniendo la información posicional relativa en el eje antero-posterior. Así pues, 

se establece una secuencia jerárquica de expresión de genes que dividen al embrión en  

regiones cada vez más pequeñas y específicas y que poseen su propia identidad (Fig. 3) 

Figura 3. Modelo de especificación 
segmental antero-posterior en 
Drosophila melanogaster. Los genes de 
efecto materno codifican proteínas que 
forman gradientes y activan a 
diferentes genes gap según la posición 
respecto al eje antero-posterior. Una 
vez que los genes gap se traducen en 
factores de transcripción, que además 
se localizan en posiciones concretas por 
represión mutua, activan a los genes 
pair-rule. Estos genes colaboran entre 
ellos y con los genes gap estableciendo 
un patrón de expresión de los genes de 
polaridad de segmento que a su vez 
establecen, junto con los dos 
anteriores, el patrón interno de cada 
segmento individual. Imagen 
modificada de Gilbert et al., 2016. 
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(Kornberg et al., 1985; Ingham y Martínez-Arias, 1986; Akam, 1987; Harding y Levine, 1988; 

Ingham, 1988; Heemskerk et al., 1991).  

 

5. Los genes homeóticos. 
 
 

Como ya hemos dicho, después de formarse los segmentos, los genes pair-rule y gap 

interaccionan para regular la expresión de los genes homeóticos o genes Hox, los cuales 

especifican el eje anteroposterior del embrión, larva y adulto, definiendo las características 

morfológicas de cada segmento (Lewis, 1978). Los genes homeóticos de Drosophila 

melanogaster se agrupan en dos complejos: el complejo Antennapedia, que contiene los genes 

homeóticos labial, Antennapedia, Sex comb reduced, Deformed y proboscipedia, que 

especifican los segmentos de la cabeza y del tórax (Wakimoto et al., 1984; Kaufman et al., 

1990), y el complejo Bithorax, que contiene los genes Ultrabithorax (Ubx), abdominal A (abd-A) 

y Abdominal B (Abd-B), los cuales son responsables de la identidad segmental de segmentos 

torácicos y abdominales (Lewis, 1978; Sánchez-Herrero et al., 1985; Tiong et al., 1985; Maeda y 

Karch, 2009) (Fig. 4A). Esta agrupación en complejos génicos está conservada evolutivamente, 

con pocas excepciones (Duboule, 2007; Negre et al., 2005). La expresión restringida de estos 

genes es necesaria y suficiente para determinar las diferentes estructuras del cuerpo. Por 

ejemplo, la proteína Antennapedia especifica el segundo segmento torácico de la mosca, pero 

si se expresa de forma ectópica en la cabeza, crecen patas en lugar de antenas (Struhl, 1981; 

Frischer et al., 1986; Schneuwly et al., 1987) (Fig. 4B, B’).  

 

 Una característica sorprendente de los genes Hox es que presentan colinearidad, es decir, su 

orden en el cromosoma se corresponde con los dominios de expresión que abarcan dichos 

genes a lo largo del eje antero-posterior del organismo (Lewis, 1978; Tschopp y Duboule,  

2011). Presentan también una secuencia de 180 nucleótidos muy conservada a nivel evolutivo 

(la secuencia homeobox) (McGinnis et al., 1984; Scott y Weiner, 1984), que codifica para un 

dominio proteico u homeodominio, a través del cual las proteínas Hox se unen al ADN y 

ejercen su función como factores de transcripción, activando o reprimiendo un gran número 

de genes implicados en diversos procesos del desarrollo tales como la proliferación, 

diferenciación o muerte celular. Existe asimismo una relación entre genes homeóticos 

conocida como jerarquía transcripcional, por la que cada gen Hox está regulado 

transcripcionalmente de manera negativa por genes expresados en la parte posterior respecto 

a ellos (Hafen et al., 1984; Struhl y White, 1985). Además, la función de genes posteriores 
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domina sobre la de genes anteriores, lo que se conoce como “supresión fenotípica” o 

“prevalencia posterior” (González-Reyes et al., 1990; González-Reyes y Morata, 1990; Duboule, 

1991; Duboule y Morata, 1994;).  

 

Como ya hemos dicho, los genes Hox se requieren a lo largo de todo el desarrollo, y por ello 

existen mecanismos para mantener los dominios de actuación de estos genes de manera que 

se encuentren en estado activo donde deben actuar y permanezcan silenciados donde no son 

requeridos. Esta tarea viene dada por los genes de los grupos Polycomb (Pc-G) y Trithorax (trx-

G), los cuales son reguladores epigenéticos y tienen capacidad para unirse a ciertas secuencias 

de ADN, en el caso del complejo Pc-G para impedir que los genes se transcriban y en el caso de 

trx-G al contrario, es decir, para activar la transcripción (Mazo et al., 1990; Breen y Harte, 

1991; Simon et al., 1993; Kennison, 1995; McCall y Bender, 1996; Pirrota, 1997; Brown et al., 

1998; Francis et al., 2001; Dejardin y Cavalli, 2004; Batignes y Cavalli, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. El gen Hox Ultrabithorax. 
 
 

El gen Hox Ultrabithorax (Ubx) es un gen perteneciente al complejo Bithorax (Fig. 5A) y 

especifica desde el compartimento posterior del segundo segmento torácico (T2p) al 

compartimento anterior del primer segmento abdominal (A1a), ambos inclusive (aunque se 

Figura 4. Genes Hox en 
Drosophila melanogaster 
y sus mutaciones. (A) 
Mapa de expresión de los 
genes Hox en el embrión 
de Drosophila 
melanogaster siguiendo el 
eje antero-posterior 
(abajo) y estructuras a las 
que darán lugar en el 
adulto (arriba). (B,B’) La 
expresión ectópica del gen 
Hox Antennapedia en la 
cabeza da lugar a la 
transformación de antenas 
en un par de patas. 
Imágenes modificadas de 
Gilbert et al., 2016.  
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expresa, al menos en el embrión, también en segmentos abdominales posteriores al A1) 

(Lewis, 1963; Morata y Kerridge, 1981; Hayes et al., 1984; Akam y Martinez-Arias, 1985; 

Beachy et al., 1985; White y Wilcox, 1985). El segundo segmento torácico (T2) desarrolla un 

par de alas además de un par de patas, y el tercero (T3) desarrolla, además de un par de patas, 

un par de órganos balanceadores llamados halterios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

En mutantes homeóticos las identidades segmentales pueden ser cambiadas de manera que, 

por ejemplo, al eliminar la expresión del gen Ultrabithorax el tercer segmento torácico se 

transforma en otro segundo segmento torácico. El resultado es una mosca con cuatro alas en 

vez de dos (Fig. 5B, B’) (Lewis, 1963). Además, la expresión ectópica de Ubx en el disco de ala 

Figura 5. Secuencias reguladoras del gen Ubx y fenotipos de sus mutaciones. (A) esquema del complejo 
Bithorax de Drosophila. Se encuentran señaladas las regiones reguladoras del gen Ubx: abx/bx en naranja y 
pbx/bxd en rojo (Modificada de Maeda y Karch, 2006). (B,B’) La pérdida de función en el gen Ubx da lugar a 
la transformación del tercer segmento torácico en otro segundo segmento, resultando en un individuo con 
cuatro alas. Imagen modificada de Gilbert et al., 2016. (C) Transformaciones bx y pbx. Los mutantes bx 
tienen el compartimiento anterior transformado en ala y los mutantes pbx el compartimiento posterior. La 
línea discontínua señala la división entre el compartimiento anterior y el posterior. a= ala anterior, ap= ala 
posterior, ha=halterio anterior y hp= halterio posterior. Tomado de manuscrito de tesis de Luis De Navas, 
2006. 
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es suficiente para transformar el ala en halterio (Lewis, 1963; Cabrera et al., 1985; White y 

Akam, 1985). Esto indica que el gen Ubx es necesario y suficiente para llevar a cabo la 

diferenciación del segmento T3. 

 

Existen distintas mutaciones en diversas secuencias reguladoras responsables de la correcta 

expresión de Ubx a lo largo del desarrollo. Estas mutaciones en las secuencias reguladoras 

pueden agruparse en dos clases: las mutaciones anterobithorax y bithorax (abx/bx) y las 

mutaciones postbithorax y bithoraxoid (pbx/bxd). Las mutaciones abx/bx producen la 

transformación del compartimento posterior del segundo segmento torácico(T2p) en el 

correspondiente del primer segmento del tórax (T1p) y del compartimento anterior del tercer 

segmento torácico (T3a) en el correspondiente del segundo segmento (T2a). Esto demuestra 

que estas secuencias reguladoras son las responsables de la expresión de Ubx en T2p y T3a. 

Las mutaciones pbx producen la transformación de T3p en T2p y las bxd, además de ésta, la 

transformación de A1 en T3a, siendo por lo tanto responsables de la expresión y función de 

Ubx en dichos compartimentos (Fig. 5C) (Lewis, 1963; Garcia-Bellido et al., 1976; Morata y 

Kerridge, 1981; Bender et al., 1985; Hayes et al., 1984; Casanova et al., 1985; Peifer y Bender, 

1986). Estas transformaciones ocurren tanto en discos ventrales (de pata) como dorsales (de 

halterio). En este trabajo estudiamos solo la función de Ubx en la determinación del apéndice 

metatorácico dorsal, el halterio. 

 

7. El halterio como modelo de estudio de la influencia de los genes Hox en la 

organogénesis. 

 

En la naturaleza encontramos especies animales con determinadas morfologías que los hacen 

diferenciarse de otros animales. La forma de los órganos resulta de la presión evolutiva y 

ambiental que favorece los cambios genéticos que resultan más ventajosos en ese momento y 

lugar. Es por eso que encontramos estructuras en la naturaleza que, proviniendo de órganos 

con una estructura básica similar, acaban teniendo formas diferentes según las necesidades 

del entorno, favoreciéndose la expansión de formas más adecuadas para la supervivencia.  

(Fig. 6A, B). Estos órganos son conocidos como órganos homólogos.  

 

Para estudiar de qué manera los genes influyen en la evolución de la forma de los órganos 

homólogos Drosophila melanogaster es un buen candidato, debido a las ventajas que presenta 
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este organismo modelo (explicadas más arriba) y a la presencia de órganos homólogos cuya 

diferente morfología se debe a la función de genes Hox (como explicamos antes para el caso 

de Antennapedia, las antenas y las patas). En nuestro trabajo nos hemos centrado en los dos 

apéndices torácicos dorsales de la mosca, alas y halterios, que son estructuras homólogas. El 

halterio proviene de la evolución de un par de alas trasero, ya que los insectos voladores “más 

primitivos” poseían (y poseen) dos pares de alas (Fig. 6C, D) y la teoría es que este segundo par 

se transformó en un par de halterios, que son órganos que favorecen el vuelo del insecto.                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las alas de Drosophila melanogaster se localizan en el segundo segmento torácico, y derivan 

de discos imaginales de ala. Son considerablemente más grandes que los halterios, que se 

localizan en el tercer segmento torácico y derivan de discos imaginales de halterio. Además de 

diferenciarse en el tamaño, también llama la atención la disparidad en cuanto a la forma: 

mientras que las alas son planas, los halterios tienen forma de maza, con una parte distal 

globular llamada capitelo, una parte en forma de asta llamada pedicelo, y una parte que une 

tórax con pedicelo, llamada escabelo (Fig. 7B, D). Los halterios son estructuras cuya función 

consiste en estabilizar el vuelo de los insectos (Dickinson, 1999), ya que vibran arriba y abajo 

durante el vuelo, de forma contraria al movimiento de las alas. De esta manera, cuando el 

Figura 6. Ejemplos de la diversidad de órganos homólogos encontrados la naturaleza. (A) Ejemplos de 
estructuras homólogas encontradas en diferentes especies de vertebrados. (B) Estructuras homólogas 
encontradas en diferentes especies de artrópodos. (C) Ejemplo de un insecto volador con cuatro alas 
(anisóptero). (D) Imagen de Drosophila melanogaster mostrando un par de alas y un par de halterios.  
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insecto rota durante el vuelo, los halterios están sujetos a una inercia proporcional a la 

velocidad angular del cuerpo. Este movimiento resulta en una variación de la tensión en la 

base del halterio, donde existen sensilas campaniformes que traducen esta información como 

rotación del cuerpo, y el insecto puede corregirla.  

 

Los discos imaginales de ala y halterio se componen de diferentes partes. La parte que en el 

disco de ala da lugar al ala en sí, y en disco de halterio al capitelo se llama pouch. La parte que 

da lugar a la zona más proximal del ala, que es el lugar de unión entre el ala y el tórax se llama 

hinge, y en disco de halterio esta parte da lugar al pedicelo y al escabelo. Por último la parte 

que da lugar tanto en disco de ala como en disco de halterio a la parte torácica del tercer 

segmento se llama notum (Fig. 7E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al comparar los precursores de estos dos apéndices, es decir, los discos imaginales de ala y 

halterio, durante la etapa de larva tardía, es evidente la gran similitud de forma entre ambos, 

aunque en tamaño sean diferentes, ya que el disco de ala es más grande que el disco de 

halterio (Fig. 7A, C). Esto conduce a pensar que la morfología diferencial entre ala y halterio, 

ocurre durante la etapa de pupa.  

 

Figura 7 Comparación entre ala y halterio, y partes 
del disco imagina de ala. (A) Disco de ala silvestre en 
estadio larva III. (B) Ala, forma plana. (C) Disco de 
halterio silvestre en estadio larva III, con forma 
similar a la del disco de ala. (D) Halterio, con 
morfología diferente (globosa) a la del ala. Imagen 
modificada de de las Heras et al., 2018. (E) Partes del 
disco imaginal de ala: Pouch en violeta, hinge en azul 
y zona presuntiva de notum y pleuras en amarillo. El 
pouch da lugar al ala, el hinge es la parte más 
proximal de ala y el notum es la parte que dará lugar 
al tórax.  
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El desarrollo pupal del disco de ala ha sido ampliamente estudiado a lo largo del tiempo 

(Fristrom y Fristrom, 1975, 1993; Fristrom, 1976; Aldaz et al., 2010; Díaz-de-la-Loza y 

Thompson, 2017). Al comienzo de la metamorfosis, el disco de ala evierte a través de la 

membrana peripodial, la región del pouch se expande, y las superficies dorsal y ventral se 

aponen. Este proceso se completa alrededor de las 8h después de la formación de pupario 

(DFP) (Fig. 8A). Tras esta primera adhesión ambas superficies, dorsal y ventral, se separan, y se 

vuelven a aponer hacia las 25h DFP, pasando por un segundo proceso de adhesión dorso-

ventral y dando así lugar a lo que conocemos como el ala del adulto (Fig. 8B). Por otro lado, el 

desarrollo pupal del disco de halterio no ha sido sujeto de un estudio exhaustivo. Lo que sí se 

ha descrito es que, en el disco de halterio, las superficies dorsal y ventral no se aponen en la 

parte del capitelo, y el pouch permanece como una cavidad durante todo el desarrollo (Roch y 

Akam, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El gen Hox Ultrabithorax es un factor de transcripción y por lo tanto su función es la de 

controlar la expresión de distintos genes downstream que especifican tamaño, forma y 

diferenciación de distintas estructuras. En el disco imaginal de halterio Ubx controla la 

Figura 8. Desarrollo del 
ala durante la 
pupación. (A) Esquema 
del desarrollo del ala de 
Drosophila. Durante la 
etapa de pupa 
temprana, el pouch del 
disco de larva III se 
expande y apone sus 
superficies dorso-
ventrales para dar lugar 
al precursor del ala. 
Imagen modificada de 
Matamoro-Vidal et al., 
2018. (B) Diagramas que 
representan secciones 
frontales del disco de 
ala en las distintas 
etapas de pupa. Las 
horas de desarrollo de 
la pupa se corresponden 
con un desarrollo a 
25oC. Imagen 
modificada de Fristrom 
et al., 1993. 
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actividad de distintas vías de señalización para determinar que su crecimiento y diferenciación 

sean diferentes a las del disco de ala (Weatherbee et al., 1998; Shashidhara et al., 1999; Prasad 

et al., 2003; Mohit et al., 2006; de Navas et al., 2006; Crickmore y Mann, 2006; Makhijani et al., 

2007). Sin embargo, el cómo Ubx está regulando la forma específica del halterio, en oposición 

a la del ala, aún no se ha estudiado. Esta tesis va dirigida al estudio del gen Hox Ultrabithorax y 

su papel en la organogénesis del halterio.  

 
8. La membrana basal y su función durante la morfogénesis de órganos. 

 
 

La membrana basal (MB) es una matriz extracelular (MEC) especializada, que se sitúa en la 

superficie basal de las células epiteliales, rodeando los órganos, y tiene un papel importante en 

morfogénesis, señalización, compartimentalización y mantenimiento de los tejidos (Timpl, 

1989; Yurchenco y Schittny, 1990). Su remodelación durante la organogénesis ha sido objeto 

de estudio en diferentes estructuras, demostrándose que es un elemento crucial para la 

correcta formación de distintos órganos (Hynes, 2009; Haigo y Bilder, 2011; Pastor-Pareja y Xu, 

2011; Crest et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se trata de un polímero formado por proteínas, entre las cuales destaca principalmente el 

Colágeno IV, por ser el más abundante (alrededor del 50% de las proteínas encontradas en la 

Figura 9. Estructura de la 
lámina basal. (A) La 
lámina basal se forma a 
través de uniones entre 
las proteínas Laminina, 
Colágeno IV, Nidógeno y 
Perlecán. Las integrinas 
se encargan de mediar la 
union entre la membrana 
basal y el medio 
intracellular, 
concretamente el 
citoesqueleto de actina. 
(B)  Las flechas muestran 
las interacciones que se 
dan entre las proteínas 
de la membrana basal 
para conferirle su 
estructura final. Imagen 
modificada de Alberts et 
al., 2015.  
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MB). El Colágeno IV se compone de tres cadenas α que se unen al resto de proteínas por 

interacciones con dominios laterales y finales (Yurchenco y Ruben, 1987). El Colágeno IV se 

encuentra en todos los animales, desde esponjas a humanos, lo cual indica que tiene un papel 

importante en el desarrollo de organismos (Hynes y Zhao, 2000). Drosophila tiene dos genes 

que codifican para las cadenas α del Colágeno IV, llamados viking (vkg) y Collagen at 

25C (Cg25C) (Le Parco et al., 1986; Natzle et al., 1982; Rodriguez et al., 1996; Yasothornsrikul 

et al., 1997). En Drosophila el Colágeno IV es imprescindible para el desarrollo, ya que la 

pérdida de función de ambos genes causa letalidad en el embrión (Borchiellini et al., 1996; 

Rodriguez et al., 1996).  
 

Aparte del Colágeno IV, existen otros tres componentes en la membrana basal, que son 

Laminina, Nidógeno y Perlecán, los cuales están conservados en Drosophila también (Hynes y 

Zhao, 2000) (Fig. 9) La laminina es el más abundante después del Colágeno, e interacciona con 

el resto de los elementos de la membrana basal (Colognato y Yurchenco, 2000). Junto con 

estos dos elementos encontramos en la membrana basal de Drosophila otras dos proteínas 

menos abundantes, el Nidógeno codificado por el gen Nidogen que une la Laminina con el 

Colágeno IV (Mann et al., 1988; Fox et al., 1991; Reinhardt et al., 1993; Ries et al., 2001), y el 

Perlecán, codificado por el gen terribly reduced optic lobes (trol), que regula la constricción 

ejercida por el Colágeno en la superficie basal de las células (Pastor-Pareja y Xu, 2011). 

 
A través de numerosos estudios, se ha demostrado el papel de la membrana basal en la 

correcta morfología de diversos órganos, como el disco imaginal de ala o la glándula salival 

(Fig. 10A-D). Esto se debe principalmente a la tensión ejercida por la membrana basal en las 

células, estrechándolas por la base y dándoles así una forma columnar, diferenciándolas de la 

forma cuboidal que adquieren en su ausencia (Fig. 10E). 

 

Puesto que se ha demostrado el papel de la MB en la determinación de la forma de distintos 

órganos, pretendemos investigar el posible papel que podría desempeñar el gen Hox 

Ultrabithorax en la regulación de la membrana basal en el disco de halterio, tratando de  

comprender los mecanismos que llevan a la divergencia morfológica existente entre las formas 

finales de ala y halterio. En 2011 se llevó a cabo un análisis de genes regulados por el gen Ubx 

comparando la expresión de genes inducidos o reprimidos tras expresión ectópica de este gen 

en el disco de ala con los genes propios del disco de ala silvestre en etapas larvaria tardía y 

pupales (Pavlopoulos y Akam, 2011). 
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Este trabajo identificó como dianas del gen Ubx, entre otros, numerosos genes que codificaban 

para proteínas relacionadas con la MEC y la adhesión. Además de mostrar elementos que 

pertenecen a la propia matriz extracelular, como el gen LamininA, también se identificaron 

genes que codifican para proteínas relacionadas con la dinámica de la membrana basal. Estas 

proteínas eran: Matrix metalloproteinase 1 (Mmp1), Matrix metalloproteinase 2 (Mmp2) y su 

inhibidor Tissue inhibitor of metalloproteinases (Timp). Las metaloproteasas tienen como 

función la remodelación del tejido degradando la matriz extracelular (Srivastava et al., 2007), y 

Timp inhibe a estas metaloproteasas uniéndose a ellas e inactivándolas (Fig. 11) (Brew et al., 

2000). Ambas Mmps pueden aparecer difundiendo en el medio o ancladas a la membrana 

celular (Lafever et al., 2017). En Drosophila existen solamente estas dos metaloproteasas 

(Llano et al., 2000, 2002) y un único inhibidor Timp (Godenschwege et al., 2000) que anula 

completamente la actividad de estas dos metaloproteasas (Page-McCaw et al., 2003). En 

cambio, en mamíferos existen alrededor de 20 isoformas de Mmps (Nagaset et al., 1999) y 4 

isoformas de Timp (Brew y Nagase, 2001).  

Figura 10. Efecto de la membrana basal 
en la morfología de órganos. (A,B) 
Imágenes de la forma del disco y 
localización de Vkg-GFP en discos de ala 
de larva III de Drosophila silvestre (A) y en 
mutantes para el gen vkg (B). A’ y B’ 
muestran secciones transversales de los 
mismos discos, observándose en B’ una 
disposición celular desordenada y una 
expansión del tejido respecto al disco 
silvestre en A’. (C,D) Imágenes mostrando 
la forma de la glándula salival de 
Drosophila en etapa de larva III en un 
individuo silvestre (C) y en un individuo 
mutante para el gen vkg (D). Las flechas 
indican la expansión del lumen del ducto 
(naranja) y del anillo imaginal (rosa).  
Imágenes extraídas y modificadas de 
Pastor-Pareja y Xu, 2011. (E) Esquema de 
cómo la membrana basal influye en la 
forma celular del disco imaginal de ala. 
Las flechas rojas indican hacia dónde se 
está ejerciendo la fuerza que lleva a la 
compactación del epitelio, comparando el 
silvestre con el individuo mutante para 
vkg, cuyas células son más cortas y 
amplias en superficie. Imagen modificada 
de Morrissey y Sherwood, 2015.  

https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.supplemental#ref-38
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.supplemental#ref-39
https://jcs.biologists.org/content/115/19/3719.long#ref-48
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9. Integrinas y proteínas asociadas a integrinas (IAPs). 
 
 

Un factor importante por describir es cómo la membrana basal se une a las células epiteliales. 

Este proceso se lleva a cabo principalmente a través de las integrinas. Las integrinas son 

proteínas transmembrana que conectan estructuralmente el medio externo e interno celular. 

Se necesitan para multitud de funciones durante el desarrollo, tales como diferenciación, 

proliferación y adhesión (Bökel y Brown, 2002; Watt, 2002). La amplitud de funciones que 

llevan a cabo viene dada principalmente por la variedad de ligandos externos por los que 

tienen afinidad, en vertebrados desde Inmunoglobulinas y D-Cadherinas a elementos de la 

matriz extracelular, como Fibronectina o Laminina. Cada integrina es un heterodímero, 

compuesto de una cadena α y una β, cada una de las cuales constituye una proteína 

transmembrana de paso único tipo I, conteniendo además un dominio citoplasmático muy 

corto por el cual se une al citoesqueleto de actina (revisado en Juliano y Haskill, 1993; 

Humphries et al., 1993.) (Fig. 12A). Las subunidades α y β deben unirse entre sí para hacer el 

receptor extracelular funcional (Cheresh y Spiro, 1987; Kishimoto et al., 1987; Leptin et al., 

1989). En Drosophila existen 5 tipos de subunidades α de integrinas (α-PS1-5), y 2 subunidades 

Figura 11. Esquema del 
mecanismo de acción 
de los elementos del 
metabolismo de 
membrana basal. Las 
metaloproteasas se 
pueden encontrar 
tanto diluidas en el 
medio (a) como 
ancladas a la 
membrana celular (b). 
La función de las 
metaloproteasas 
Mmp1 y Mmp2 es 
degradar los elementos 
que conforman la 
matriz extracelular. La 
proteína Timp (c) se 
une a las 
metaloproteasas y las 
inhibe, impidiendo la 
degradación de la 
matriz extracelular. 
Imagen modificada de 

Baker et al., 2002.  
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β (βPS y βν). La primera subunidad descrita en Drosophila fue a raíz de una mutación 

descubierta de forma casual en el gen que codificaba para α-PS2, y que causaba alas 

hinchadas. A este gen se le llamó inflated (if) por el fenotipo observado (Weinstein, 1918). 

Posteriormente se hallaron otros genes que codificaban para subunidades de integrinas, como 

el gen myospheroid (mys), que codifica para la βPS (Wright, 1960) (Fig. 12C), o el gen multiple 

edematous wings (mew), que codifica para la α-PS1 (Leptin et al., 1987), y cuyas mutaciones 

daban como resultado también alas hinchadas.  

 

En 1989 se observó por primera vez que las integrinas PS1 (α-PS1βPS) y PS2 (α-PS2βPS) tenían 

un patrón de expresión muy específico en el disco de ala de larva III. Mientras que PS1 se 

expresa en la parte dorsal, PS2 lo hace en la ventral (Brower et al., 1984), y esta distribución 

conduce a una correcta adhesión entre las dos superficies del ala en la etapa de metamorfosis 

(Brower y Jaffe, 1989) (Fig. 12B). Estas dos integrinas, necesarias para la adhesión en disco de 

ala, comparten la misma subunidad β, que es βPS.  

 

Las integrinas, como hemos descrito anteriormente, son las encargadas de la comunicación 

entre el medio externo con el medio interno, concretamente con el citoesqueleto de actina de 

la célula. Como ligando extracelular únicamente se han identificado tres en Drosophila, y dos 

de ellos son lamininas, elemento de la membrana basal comentado en el apartado anterior. A 

su vez, su conexión intracelular con el citoesqueleto no es directa, sino a través de un amplio 

número de proteínas intracelulares que tienen afinidad por el dominio citoplasmático de las 

integrinas (Fig. 12A). Estas proteínas son llamadas proteínas asociadas a integrinas (IAPs) y la 

mayoría están conservadas en Drosophila (Hynes y Zhao, 2000). No todas participan en 

procesos de adhesión, ya que las integrinas tienen además otras funciones, como migración 

celular o señalización. En procesos de adhesión destacan Talina, PINCH, Vinculina o Tensina. 

Concretamente la función de la Tensina, codificada por el gen blistery (by), parece ser 

únicamente en la estabilización de las adhesiones focales, ya que se requiere durante la 

formación de estructuras adultas, como alas y músculos para el vuelo, los cuales están sujetos 

a altos niveles de estrés y grandes fuerzas mecánicas. (Torgler et al., 2004; Green et al., 2018).  

 

Dado que las integrinas son las encargadas de la adhesión de las superficies dorso-ventrales 

del ala, nos resultó interesante estudiar si su expresión era diferente en el disco de halterio 

respecto del disco de ala, y si Ubx era responsable de su regulación para evitar esta adhesión 
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en el halterio. Así pues, en nuestro estudio de cómo Ubx produce una diferente forma 

(globular) en la parte distal del halterio respecto al ala (plana) nos hemos centrado en el 

análisis de la regulación de la matriz extracelular e integrinas por el gen Hox Ubx. 

 

 

 

 

  

Figura 12. Mecanismo de acción de las integrinas, y su 
disposición en el disco de ala de Drosophila. (A) Las 
integrinas existen en dos conformaciones, inactivas y 
activas. Las integrinas activadas pueden unirse a la 
membrana basal en su dominio extracelular y al 
citoesqueleto de actina intracelularmente. Su unión al 
citoesqueleto no es directa, sino que depende de las 
proteínas asociadas a integrinas (IAPs), a las cuales se 
une a través del extremo C-terminal de la subunidad β. 
Imagen modificada de Alberts et al., 2015. (B) 
Distribución de las integrinas α-PS1βPS y α-PS2βPS en el 
disco de ala de Drosophila durante la etapa de pupa. La 
integrina α-PS1βPS se localiza en la superficie dorsal, 
mientras que α-PS2βPS lo hace en la superficie ventral. 
Esta distribución permite la adhesión dorsoventral de 
ambas superficies. Imagen modificada de Brower, 2003. 
(C) Ejemplo de sobreexpresión de un dominante 
negativo del gen mys en un fondo mutante para el 
mismo gen. mys codifica la subunidad βPS, común a PS1 
y PS2. Imagen extraída de Domínguez-Giménez et al., 
2007.  
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En esta Tesis hemos estudiado el papel del gen Ultrabithorax en la morfogénesis del halterio, 
de acuerdo con los siguientes objetivos:  

 

- Estudiar las diferencias entre el desarrollo de los discos imaginales de ala y halterio en 
la etapa de pupa temprana, el papel de la dinámica de la membrana basal en la 
regulación de la forma del halterio y del ala, y su regulación por el gen Ultrabithorax.  
 
 

- Analizar la distribución de Integrinas y Tensina en los discos de ala y halterio en etapa 
de pupa, estudiar su regulación por el gen Ultrabithorax y su posible implicación en la 
morfogénesis del halterio. 
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1. Líneas de Drosophila melanogaster utilizadas. 

 

 

1.1 Mutantes:  

 

Se utilizaron las siguientes líneas mutantes: pbx1 (Lewis, 1963), DfUbx109 (Lewis, 1978), 

Hm (Lewis, 1982), bsP1292 (Karpen y Spradling, 1992),  bs13 y bs14 (Fristrom et al., 1994). 

 

1.2 Líneas LacZ:  

 

El gen LacZ es uno de los tres genes presentes en el operón lactosa de eubacterias, y codifica 

para la enzima β-galactosidasa. Este gen se utiliza como herramienta para localizar expresión 

génica, incluyéndolo dentro de elementos P, que a su vez se insertan en el gen de interés 

(O'Kane y Gehring, 1987). Así pues, cuando el gen de interés se exprese, se expresará también el 

elemento P-LacZ inserto en él. Para observar después la expresión del gen se utiliza el 

compuesto orgánico X-gal, que en contacto con la enzima β-galactosidasa, da coloración azul. 

 

Se utilizó la siguiente línea LacZ: bsP1292 [lac-Z, rosy+], inserción l(2)03267 (Karpen y Spradling, 

1992).  

 

1.3 Construcciones:  

 

Se utilizaron las siguientes construcciones para ver expresión de proteínas mediante 

microscopio de fluorescencia: Vkg-GFP (vkgG454) y Trol-GFP (trol-GFPZCL1700) (Morin et al., 2001), 

DE-cadherin-Tomato (Huang et al., 2009), mew-GFP (Kyoto Stock Center, Kyoto Institute of 

Technology, línea 115183), DE-cadherin-GFP (Huang et al., 2009), mys-GFP (Vienna Drosophila 

Research Center, línea 318285), Tensin-GFP (Torgler et al., 2004), Fit1-GFP y Fit2-GFP (donados 

por el laboratorio de Nick Brown, Cambridge).    

 

1.4 Expresión de genes o construcciones de ARN interferente:  

 

Una herramienta muy precisa y eficaz para la expresión ectópica de genes o expresión de ARN 

interferente en Drosophila es el sistema Gal4/UAS. Esta técnica consiste en cruzar una línea 

parental que tiene una secuencia activadora UAS insertada delante de un ADN complementario 

 

https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-35
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-36
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-37
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-45
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-29
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(cDNA) del gen de interés, con otra línea que posee el transgén Gal4, que reconoce secuencias 

UAS y se expresa según las secuencias reguladoras cercanas a su punto de inserción. De esta 

manera la descendencia poseerá tanto el transgén Gal4 como la secuencia UAS unida al gen de 

interés. El transgén Gal4 codifica para la proteína Gal4, que a su vez reconoce a las secuencias 

UAS a las cuales se une, activando a través de éstas la transcripción del gen de interés con el 

patrón temporal y espacial con los que la proteína Gal4 se esté expresando (Fig. 13A) (Brand y 

Perrimon, 1993; Elliot y Brand, 2008).  

 

1.4.1 Líneas Gal4:  

sd-Gal4 (Calleja et al., 1996), rn-Gal4 (St. Pierre et al., 2002).  

 

1.4.2 Líneas UAS:  

UAS-dsUbx (Monier et al., 2005), UAS-Mmp1 y UAS-Timp (Page-McCaw et al., 2003), UAS-bs 

(Montagne et al., 1996),UAS-GFP (Ito et al., 1997), UAS-Mys-RNAi  (Bloomington Drosophila 

Stock Center, línea 33642), UAS-by-RNAi (Vienna Drosophila Resource Center, línea 22823), UAS-

Mmp1-RNAi (Vienna Drosophila Resource Center, línea 101505), UAS-bs-RNAi (Vienna 

Drosophila Resource Center, línea 100609), 

 

Para aumentar la precisión del sistema, y controlar en qué momento del desarrollo se expresa el 

gen de interés, se ha añadido un tercer transposón que incluye un cDNA de tubulina que 

codifica una proteína Gal80 termosensible (tub-Gal80ts; McGuire et al., 2003). Esta proteína 

actúa inactivando la proteína Gal4 y por tanto impidiendo que ésta se una a la secuencia UAS. 

Dado que la proteína es termosensible, permanece activada a una temperatura alrededor de los 

18oC y, por tanto, a esta temperatura la proteína Gal4 no actuaría sobre la secuencia UAS. Sin 

embargo, al alcanzar una temperatura de 29oC la proteína Gal80ts se inactiva y la proteína Gal4 

puede realizar su función (Fig. 13B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-7
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-43
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-48
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2.  Disección y fijación de discos imaginales de larva y pupa. 

 

Para poder observar en el microscopio los discos imaginales de ala y halterio, tanto de 

larva como de pupa, se han utilizado los siguientes procedimientos, según la etapa del 

desarrollo estudiada. 

 

2.1 Datación de pupas:  

 

- Los tiempos en pupación se calculan considerando la pupa blanca como tiempo 0 de la 

pupación. En los experimentos de cambio de temperatura de 17ºC a 29ºC con tubGal80ts 

se seleccionaban pupas blancas (tiempo 0 de la pupación), tras realizarse todo el 

crecimiento a 17ºC,  y se dejaban desarrollar después a 17ºC por el tiempo requerido 

hasta cambiarlas a 29ºC. Se calculó el tiempo de desarrollo a 25ºC como la mitad del que 

tenía lugar a 17ºC. Los tiempos que se dan de desarrollo pupal en estos experimentos se 

Figura 13. El sistema Gal4-UAS. (A) Un 
transposón que lleve el gen Gal4 bajo el 
control de una secuencia reguladora (rosa 
claro) producirá proteína Gal4 en las 
condiciones determinadas por dicha 
secuencia reguladora. Esta proteína, a su 
vez, regulará positivamente a cualquier 
gen X (flecha verde), insertado mediante 
un transposón que contenga en su 
extremo 5’ una secuencia UAS (caja 
naranja). (B) Un refinamiento de la técnica 
Gal4/UAS consiste en incluir un tercer 
transposón que expresa, bajo el control 
del promotor de tubulina, una variante 
termosensible de la proteína de levaduras 
Gal80 (tub-Gal80ts; McGuire et al., 2003). 
Esta proteína Gal80 impide eficientemente 
el funcionamiento de la proteína Gal4; así, 
mientras las moscas se mantengan a la 
temperatura permisiva (18oC), la proteína 
Gal80 no permite que la proteína Gal4 
active el transgén UAS. Al incubar las 
moscas a 29oC, la proteína Gal80ts se 
inactiva y la proteína Gal4 realiza su 
función. De este modo, al patrón de 
expresión dirigido por la proteína Gal4 
puede añadirse una restricción controlable 
en el tiempo. (Imágenes modificadas de 
Elliot y Brand, 2008) 
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muestran tras esta conversión. Aunque en la literatura se suele referir al estadio de 0-

9/11h tras el comienzo de la pupación como prepupa hemos preferido denominar pupas 

tempranas a estos especímenes (y tardías a las posteriores). 

- La datación de pupas tardías se realizó de acuerdo a Chyb y Gompel, 2013. 

 

2.2 Larvas estadio III y pupas de 3h a 9h DFP (Después de la Formación de 

Pupario):  

 

- Para diseccionar las larvas se pasan a un portaobjetos excavado con PBS 1X y colocado 

sobre hielo. Seguidamente se agarra de la parte anterior de la larva con unas pinzas y con 

otras pinzas se tira de su parte media para desgarrarla por la mitad y poder extraer los 

discos imaginales de la parte anterior (entre los que se encuentran los de ala y halterio) 

dándole la vuelta a la larva a modo de calcetín.  

Para diseccionar las pupas, se colocan en un celo de doble cara y con una cuchilla de 

afeitar se realiza un corte longitudinal en su parte media para facilitar el limpiado de los 

tejidos internos y la exposición de los discos para su posterior fijación. Tras realizar el corte 

se pasan las pupas a un portaobjetos excavado con PBS 1X y colocado sobre hielo para su 

limpieza. 

- Se fija a continuación con paraformaldehído 4% durante 30’ a temperatura ambiente con 

agitación. 

- Se realiza después 1 lavado de 10’ con PBT 0,1% Tween20, y 2 lavados de 10’ en PBS 1X a 

temperatura ambiente.  

 

2.3 Pupas de 10h DFP a 50h DFP:  

 

- Se diseccionan las pupas como se indicó en el apartado anterior. Acto seguido se extrae 

la cutícula transparente en cuyo interior se encuentran los discos y todo el conjunto se 

sumerge directamente en la solución de fijación.  

- Se fijan con paraformaldehído 4% toda la noche a temperatura ambiente con agitación. 

Se fija tanto tiempo para que la cutícula transparente se vuelva más dura y se facilite así la 

extracción de los discos de su interior. 

- Se realiza 1 lavado de 10’ con PBT 0,1% Tween20 y 2 lavados de 10’ en PBS 1X a 

temperatura ambiente.   
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3. Tinciones inmunohistoquímicas y montaje de muestras. 

 

3.1 Larvas estadio III y pupas de 3h a 9h DFP: 

 

- Después de la fijación y lavado, se bloquea 2 veces con una solución PBT-BSA (albúmina 

de suero bovino) 1% durante 20’ a temperatura ambiente.  

- Se incuba con el anticuerpo primario toda la noche a 4oC.  

- Se retira el anticuerpo primario y se realiza 1 lavado de 10’ con PBT 0,1% Tween20, y 2 

lavados de 10’ en PBS 1X a temperatura ambiente.  

- Se añade el anticuerpo secundario marcado con fluorescencia y se incuba 2h a 

temperatura ambiente.  

- Junto con el anticuerpo secundario se añade, si procede, faloidina (TRITC-phalloidin, 

Sigma Aldrich, 1:200 o Phalloidin-Atto 647N, Life Technologies, 1:200) o ToPRo (ToPro-3, 

Life Technologies, 1:500). 

- Se realiza 1 lavado de 10’ con PBT 0,1% Tween20 y 2 lavados de 10’ en PBS 1X a 

temperatura ambiente.   

- Se monta en la solución Vectashield (Vector Laboratories, Inc.). Para no aplastar los discos 

se crea en el portaobjetos un pocillo con celo de doble cara (Fig. 14) y se coloca 

Vectashield en el interior. Las preparaciones siempre se montan poniendo cuidado en 

emparejar ala y halterio del mismo lado de la pupa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Pupas de 10h DFP a 50h DFP: 

 

- Después de la fijación y lavado, dado que la cutícula transparente dificulta la entrada tanto de 

Figura 14. Procedimiento de montaje de muestras. Se crea un pocillo en el 
portaobjetos con fragmentos de celo de doble cara para evitar el aplastamiento de los 
discos. En su interior se coloca el Vectashield y a continuación las muestras.  
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anticuerpo como de faloidina, se realiza una incisión en la misma en la parte donde se 

encuentran los discos de interés.  

- Se bloquea 2 veces con una solución PBT-BSA (albúmina de suero bovino) 1% durante 20’ a 

temperatura ambiente.  

- Se incuba con el anticuerpo primario toda la noche a 4oC.  

- Se retira del anticuerpo primario y se realiza 1 lavado de 10’ con PBT 0,1% Tween20 y 2 

lavados de 10’ en PBS 1X a temperatura ambiente.  

- Se añade el anticuerpo secundario marcado con fluorescencia y se incuba 2h a temperatura 

ambiente.  

- Junto con el anticuerpo secundario se añade, si procede, faloidina al 0.5%.  

- Se realiza 1 lavado de 10’ con PBT 0,1% Tween20, y 2 lavados de 10’ en PBS 1X a temperatura 

ambiente. 

- Se extraen los discos de dentro de la cutícula transparente con la ayuda de agujas 

enmangadas, con cuidado de no tocar los mismos. 

- Se monta en la solución Vectashield siguiendo el mismo procedimiento explicado en el 

apartado anterior.  

 

4. Anticuerpos. 

 

Para la detección de proteínas en los discos imaginales de ala y halterio se han utilizado los 

siguientes anticuerpos:  

 

- Anti-Mmp1, desarrollado en ratón, compuesto de una mezcla de anticuerpos monoclonales 

(Page-McCaw et al., 2003; Developmental Studies Hybridoma Bank, 3A6B4, 3B8D12 and 

5H7B11, 1:50).  

- Anti-If, desarrollado en ratón (Brower y Jaffe, 1989; Developmental Studies Hybridoma Bank, 

CF.2C7, 1:20).  

- Anti-Ubx, desarrollado en ratón (Developmental Studies Hybridoma Bank, FP3.38, 1:20) 

 

Para detectar los anticuerpos primarios se han utilizado los anticuerpos secundarios Alexa 555 

contra ratón desarrollado en burro (Thermofisher, A-31570, 1:200) y Alexa 488 contra ratón 

desarrollado en burro (Thermofisher, A-21202, 1:200). 
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5. Tinciones con Xgal. 

 

Para la tinción Xgal, se diseccionan, fijan y lavan los discos de la misma manera que se ha 

descrito anteriormente según la etapa del desarrollo a observar.  

Se prepara una mezcla de tinción consistente en:  

 

- 500 μl de ferrocianuro potásico  

- 500 μl de ferricianuro potásico  

- 8.44 mL de PBS 1X  

- 300 μl de tritón X100 al 10%.  

- 10 μl de X-Gal (8% en dimetilformamida). 

 

Esta mezcla se preincuba 30’ a 37oC. Una vez atemperada, se sumergen los discos en su 

interior y se deja toda la noche a 37oC.  

 

6. Montaje de discos ex vivo y visualización de la eversión. 

 

Para la realización de películas ex vivo se siguió el siguiente protocolo (Prasad et al., 2007; 

Aldaz et al., 2010):  

 

- Se seleccionan pupas blancas, y se dejan a 25oC durante 3 horas, para diseccionar así 

pupas que correspondan al periodo en el cual los discos de ala y halterio están en proceso 

de eversión (3h DFP). 

- Para diseccionar las pupas, se colocan en un celo de doble cara y con una cuchilla de 

afeitar se realiza un corte longitudinal en el medio. Para extraer los discos, las medias 

pupas obtenidas se pasan a una placa con un pocillo de 35 mm en el medio recubierto de 

poli-lisina (P35GC-1.5–10-C Mattek Corporation) en el cual hemos puesto el siguiente 

medio de cultivo: 

 

- Medio Schneider's (11720–034, Invitrogen) como base 

- 15% Suero Fetal Bobino (10106–169, Invitrogen) 

- 0,5% Penicilina-estreptomicina (15140–122, Invitrogen)  

- 0,1 μg de 20-Hidroecdisona (H5142, Sigma-Aldrich) para impulsar la eversión de los 

discos. 
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- Una vez los discos han sido extraídos del pupario, se retira de la placa el medio de 

disección y se añade el medio viscoso, cuya composición es igual a la del medio de 

disección, pero añadiendo metilcelulosa (M0387-100G, Sigma) al 0.4% para evitar que el 

disco se mueva mucho durante la eversión y salga del plano de enfoque del microscopio.  

- Para tomar las películas se utilizó un microscopio confocal Zeiss LSM 510 invertido, 

durante un periodo de tiempo de 14h. Hay que tener en cuenta que el tiempo de desarrollo 

observado ex vivo no se corresponde exactamente con el tiempo de desarrollo dentro de la 

pupa. Por ello, para analizar la presencia de Vkg-GFP y Trol-GFP se tomó como referencia la 

eversión del disco que ocurre sobre las 4h DFP in vivo.  

 

7. Hibridación In Situ. 

 

Para la visualización del mRNA del gen Timp se llevó a cabo una hibridación in situ 

siguiendo el protocolo recogido en Wolff (2000). Para ello se utilizó el cDNA GH26186 de la 

colección de expression sequence tags (ESTs) de Berkeley Drosophila Genome Project. 

 

7.1 Purificación del cDNA: 

 

- Se diluye 1µg de cDNA, en 100µl de agua destilada. 

- Se añaden 200µl de Fenol-Cloroformo, y se agita con el vórtex.  

- Se centrifuga durante 1’ a temperatura ambiente. A continuación, se recoge el 

sobrenadante (fase acuosa).  

- A este sobrenadante se le añaden 2 volúmenes de Fenol-Cloroformo y se agita con el 

vórtex.  

- Se centrifuga durante 1’ a temperatura ambiente y se recoge el sobrenadante.  

- Al sobrenadante se le añade 10% de Na+HAc- 3M y 2 volúmenes de etanol absoluto. Esta 

mezcla se coloca 30’ a -70oC.  

- Tras estos 30’, se centrifuga dos veces durante 15’, retirando el etanol absoluto y 

añadiendo nuevo entre cada centrifugación.  

- Se retira todo el etanol posible con la pipeta y se coloca el tubo abierto en el speed 

vacuum para que se elimine todo el etanol.  

- Se resuspende el sobrenadante en 6 µl de agua destilada. 
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7.2 Conversión del cDNA en RNA y marcaje del RNA con digoxigenina:  

 

-Se realiza la siguiente mezcla de reacción: 

 

- 1µg de cDNA purificado 

- 1µl de Buffer Transcriptasa 10x 

- 1µl de mezcla de NTPs marcados con digoxigenina 

- 1 µl de inhibidor de la RNAsa (40U/µl) 

- 1µl de RNA polimerasa SP6.  

 

-Esta mezcla se incuba durante 2 horas a 37oC.  

- Tras las 2 horas, se añaden 2µl de EDTA a la mezcla para parar la reacción, se deja 30’ a 

-20oC.  

- Se centrifuga la mezcla 20’ a 4oC. 

- Se desecha el sobrenadante y se lava el pellet con 70% etanol absoluto. Se vuelve a 

centrifugar 5’ a 4oC y se retira el etanol.  

- Se deja el tubo abierto toda la noche a 37oC, tapado con Parafilm agujereado.  

- Se resuspende con 150µl de solución de hibridación (SH), la cual se compone de 50% de 

formamida, 25% SSC 20X (NaCl y citrato sódico), 1% DNA esperma de salmón 10mg/mL, 

0.05% heparina 100mg/mL, 1% Tween20 al 10%.  

 

7.3 Preparación del tejido y prehibridación: 

 

- Se diseccionan las larvas/pupas en PBS.  

- Se fijan los tejidos en paraformaldehído 4% durante 20’ a temperatura ambiente. 

- Se realizan 3 lavados en PBS durante 5’ a temperatura ambiente. 

- Se prepara el tejido haciendo secuencias de lavados de 5’ que contienen diferentes 

concentraciones de PBT/solución de hibridación: 70/30 → 50/50 → 30/70 → Sólo solución 

de hibridación.  

- Se guardan las muestras en SH a -70oC durante al menos 72 horas.  

- Tras este periodo de tiempo se retira el SH anterior y se coloca uno nuevo, y se 

prehibridan las muestras 1h a 55oC.  

- Durante este proceso, por otro lado, se incuba durante 10’ la sonda a 80oC, poniendo 

entre 1 y 2µl de sonda en 50µl de SH. Tras los 10’, se coloca en hielo.  
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- Se lava la muestra de tejido y se le añade la mezcla de SH y sonda. Se deja hibridando 

toda la noche a 55oC.  

- Al día siguiente, se precalientan 1,5mL de SH a 55oC para lavar posteriormente la 

muestra.  

- Se guarda la sonda para reutilizarla en otro experimento de hibridación in-situ ya que 

ocurre a veces que cuanto más se utiliza, más limpia queda la tinción al reducirse la señal 

inespecífica.  

- Se lavan las muestras a temperatura ambiente con el SH precalentado, con un primer 

lavado de 2’, y otros dos lavados de 15’.  

- A continuación se realiza una mezcla 50/50 de PBT/SH y se colocan en ella las muestras 

dejándolas 15’ a temperatura ambiente.  

- Se lavan las muestras con PBT 3 veces durante 15’ a temperatura ambiente.  

- El siguiente paso es el marcaje con anticuerpo α-Digoxigenin (Roche, Ref. 11093274910) 

1/2000, en PBT. Se incuba durante 1h30’ a temperatura ambiente.  

- Tras este proceso, se lavan las muestras con PBT 3 veces durante 15’ a temperatura 

ambiente. 

- Se prepara la solución de color, que contiene 0,2mL de NaCl 5M, 0,5mL de MgCL2 1M, 

1mL de Tris HCL 1M, 0,1mL de Tween20 al 10%, y se completa con agua destilada hasta 

10mL. Se incuba la muestra con esta solución dos veces durante 5’ a temperatura 

ambiente.  

- Por último, se realiza una mezcla que contiene 500µl de solución de color, 4,5µl de NBT 

(Nitroazul de tetrazolio), y 3,5µl de X-fosfato, y se sumergen en él las muestras para el 

revelado. Esto se realiza a temperatura ambiente preferiblemente en un pocillo de cristal 

para controlar el revelado visualmente. 

- Una vez que se ha revelado la sonda en las muestras se para la reacción con tres lavados 

con PBT durante 15’ a temperatura ambiente.  

- Se montan las muestras en glicerol al 80%.  

 

8. Adquisición y tratamiento de imágenes.  

 

- Adquisición:  

 

- Las imágenes de microscopia convencional, es decir, discos sometidos a tinciones Xgal 

y a hibridación in situ, se obtuvieron en un microscopio Leica acoplado a una cámara 
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digital Leica 480 ó 580. 

- Las imágenes de microscopía confocal se obtuvieron utilizando los siguientes 

microscopios de fluorescencia: Zeiss LSM 510 vertical, Zeiss LSM 510 invertido, Zeiss LSM 

710 vertical, y Zeiss LSM 710 Invertido multifotón. 

 

 - Tratamiento de imágenes:  

 

   - Las imágenes de microscopía convencional se analizaron y montaron con el 

   programa Helicon Focus (Helicon Soft Ltd.).  

   - Las imágenes de microscopía confocal se analizaron y trataron con el programa 

   Fiji/ImageJ (NIH).  

 

9. Mediciones y análisis estadístico. 

 

Para cuantificar los niveles de Mmp1 y Vkg-GFP en discos imaginales de ala y halterio, se 

ha seguido el siguiente protocolo:  

 

- Se han seleccionado pupas de la etapa 3h DFP.  

- Se han fijado siguiendo el protocolo antes descrito para esta etapa.  

- En el caso de cuantificación para Mmp1 se ha utilizado anticuerpo anti-Mmp1 y 

faloidina. Para el caso de Vkg-GFP solamente se ha añadido faloidina.  

- A la hora de montar, se ha tenido especial cuidado en emparejar alas y halterios del 

mismo lado de la pupa. 

- Se han obtenido las imágenes con el microscopio confocal Leica LSM 710 vertical.  

- Para analizar las imágenes se ha utilizado el programa Fiji. En estas imágenes se ha 

separado primeramente el canal de faloidina del resto de canales, y éste se ha convertido 

a una imagen en binario estableciendo un umbral en el cual se observaran claramente los 

límites de separación entre lumen y epitelio. Seguidamente se han segmentado los 

lúmenes usando una macro del programa Fiji llamada segmentation. Se han seleccionado 

los lúmenes en todos los stacks de la imagen para limitar la zona.  

- A continuación, se han guardado los datos de la posición del lumen en cada stack, y se 

han extrapolado a la imagen completa con el canal con Mmp1 o Vkg-GFP, según lo que se 

estuviera analizando. De esta manera, se ha analizado la intensidad en el lumen del 

marcaje de la proteína a estudiar (Fig. 15).  
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- Los datos obtenidos se han analizado con el programa RStudio con ayuda de una macro 

generada para normalizar y generar un ratio entre discos de ala y halterio, y más tarde se 

ha utilizado el programa Excel (Microsoft) para generar las gráficas de las cuantificaciones. 

Para la comparación estadística de los valores obtenidos hemos utilizado la prueba de la U 

de Mann-Whitney, hecha con entre seis y ocho pares de discos para cada proteína y 

condición. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10.  Análisis computacional de los sitios de unión del factor de transcripción 

DSRF a genes diana. 

 

- Primero se busca en la base de datos para factores de transcripción JASPAR 

(http://jaspar.genereg.net/) el factor de transcripción SRF. Esta base de datos da la 

secuencia de ADN del factor de transcripción que se une al ADN de los genes que regula. 

Esta secuencia ha sido analizada a través de la técnica SELEX (Systematic evolution of 

ligands by exponential enrichment) (Tuerk y Gold, 1990; Ellington y Szostak, 1990).  

 - Por otro lado, se buscan las secuencias de los genes candidatos a ser regulados por este 

factor de transcripción, en flybase.org.  

- Se trasladan estas secuencias al programa MacVector (MacVector, Inc) y se busca la 

Figura 15. Ejemplo de 
cuantificación en el disco de 
halterio. A. Stack de una 
imagen tomada en el confocal 
de un halterio en estadio 3h 
DFP. Rojo Mmp1, gris 
faloidina.  
B. El mismo stack, solamente 
con el canal de faloidina. C. 
Conversión de la imagen B a 
una imagen binaria en la que 
se ha eliminado la escala de 
grises, estableciendo un 
umbral adecuado a la 
visualización del lumen. En 
amarillo está seleccionado el 
lumen en ese stack. D. El 
lumen señalado en la imagen 
original en el mismo stack, 
que se utilizará para medir los 
niveles de Mmp1 con el 
programa RStudio. Escala: 25 
μm. 

Ph 
Mmp1 
 

A B 

C D 

 

http://jaspar.genereg.net/
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secuencia de unión al ADN de SRF en los genes estudiados.  

- El programa nos proporciona algunas bases más seguras que otras. Así pues para ampliar 

las probabilidades de encontrar la secuencia de unión real, se estableció una búsqueda en 

los genes diana de dos secuencias diferentes: siendo la secuencia obtenida CCATATATGG 

(Fig. 16), se utilizó como criterio de búsqueda que una de las secuencias tuviera siempre 

las bases más repetidas en la secuencia consenso y el resto de las bases fuera una base A 

o T aleatoriamente (en este caso sería CCWWATWWGG, siendo W A o T), dado que en el 

análisis han aparecido más frecuentemente esas bases A y T como variaciones de la 

secuencia consenso. Por otro lado, se realizó el análisis con una secuencia en la que se 

cambiase aleatoriamente una sola base de la secuencia consenso (CCATATATGG). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 

 

 Figura 16. Secuencia de unión al ADN del factor de transcripción SRF en la base de datos JASPAR. La secuencia ha sido 
analizada con el sistema SELEX y tiene algunas bases encontradas en todos los análisis que se corresponden con las de 
mayor tamaño, y debajo en la tabla se indica el número de veces que ha aparecido cada base en el análisis de un total de 46 
veces que se ha desarrollado el programa. 
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1. Ubx evita que el halterio adquiera morfología plana.  
 

 

Como ya hemos comentado en la Introducción, durante la etapa de larva, los discos de ala y 

halterio tienen una forma similar, pero al llegar a adulto los apéndices derivados de ellos, el ala 

y el halterio (nos referimos a halterio queriendo indicar su parte más distal, el capitelo), 

presentan una forma completamente diferente (Fig. 17A-D). Por tanto, la divergencia 

morfogenética se debe establecer durante el desarrollo pupal. Se sabe que la forma final del 

ala de Drosophila resulta de la aposición de sus epitelios dorsal y ventral, los cuales se alinean 

en el disco imaginal en las primeras horas de la pupación (Fristrom et al., 1993; Fristrom y 

Fristrom, 1993; Aldaz et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Estudio del desarrollo morfológico de los discos de ala y halterio en etapa de pupa temprana. (A) 
Disco de ala silvestre en estadio larva III. (B) Ala, forma plana. (C) Disco de halterio silvestre en estadio larva III, 
con forma similar a la del disco de ala y tinción de Ubx (rojo), expresado en todo el disco imaginal. (D) Halterio, 
con morfología diferente (globosa) a la del ala. Imagen modificada de de las Heras et al., 2018. (E-J) Secciones 
transversales ópticas de las partes distales de los discos de ala (E-G) y halterio (H-J) a las 3h (E,H) (n=35), 6 h 
(F,I) (n=20) y 9 h (G,J) (n=15) DFP, teñidas con faloidina (Ph). El disco de ala apone las superficies dorsal y 
ventral y se expande a medida que se desarrolla la pupa, mientras que el disco de halterio no apone ambas 
superficies y no se expande. Escala: 25 μm. 
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Así pues, en primer lugar decidimos estudiar el desarrollo del halterio en esta misma etapa, 

comparando las partes distales o pouches de los discos imaginales de ala y halterio utilizando 

un marcaje de F-actina (Fig. 17E-J). Para la observación más clara de las diferencias 

morfológicas entre los pouches de los discos imaginales de ala y halterio, decidimos mostrar 

secciones frontales de las imágenes obtenidas de los mismos. De esta manera se puede ver el 

interior de los lúmenes y cómo van modificando su forma a lo largo del desarrollo de pupa 

temprana.  

 

En las imágenes de la Figura 17 vemos que a las 3 horas DFP (después de la formación de 

pupario) las capas dorsal y ventral del disco de ala se van aponiendo excepto en la región 

central, que dará lugar a la vena L3 (Fristrom et al., 1994) (Fig. 17E). Tres horas después de la 

eversión del disco el tejido se va expandiendo y la superficie de aposición aumenta (Fig. 17F). A 

las 9h DFP la superficie dorsal y ventral ya están completamente apuestas. (Fristrom y 

Fristrom, 1993; Fristrom et al., 1994; Blair, 2007) (Fig. 17G). En cambio, en el disco de halterio 

se observa un patrón diferente de desarrollo. A las 3h DFP las superficies dorsal y ventral no se 

alinean, dando lugar al lumen que se mantendrá en el capitelo del halterio (Fig.17H). A las 6h 

DFP no hay aposición dorso-ventral y tampoco expansión epitelial (Fig. 17I). A las 9h DFP, dado 

que no ha habido aposición ni expansión del tejido, no se da la adhesión que observamos en el 

disco de ala en esta etapa (Fig. 17J). 

 

Si observamos más atentamente la morfología celular en los discos, vemos que las células del 

disco de ala parten de una disposición columnar pseudoestratificada y a medida que se 

expande el tejido, van adquiriendo una forma más isodiamétrica (Domínguez-Jiménez et al., 

2007) (Fig. 18A, C, E). En cambio, las células del disco de halterio muestran una forma 

columnar que no cambia a lo largo de este estadio de pupa temprana (Fig. 18B, D, F). 
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Para visualizar mejor estas diferencias utilizamos la combinación mutante pbx/DfUbx109, en la 

cual la expresión de Ubx se reduce fuertemente en la parte posterior del disco de halterio 

debido a la combinación transheterozigótica de una mutación en una secuencia reguladora 

que reduce la transcripción del gen en el compartimento posterior (pbx) y una deficiencia del 

mismo (Lewis, 1963; 1978). De esta manera, en la parte anterior se expresa Ubx normalmente 

y se desarrolla como halterio, mientras que la posterior se desarrolla sin la actividad de Ubx y 

lo hace en forma de ala (Fig. 19A). Esta herramienta es muy útil a la hora de observar cambios 

llevados a cabo por Ubx porque permite observar diferencias dentro del mismo disco imaginal. 

 

En estas pupas mutantes observamos dentro del disco mutante de halterio de 9h DFP que, 

mientras que la parte anterior de halterio muestra células en forma columnar y el disco no 

apone las superficies dorsal y ventral, las células de la parte posterior de ala tienen una forma 

más isodiamétrica y el disco apone ambas superficies (Fig. 19B, C). 

Figura 18. La forma celular cambia 
durante la etapa de pupa temprana 
en disco de ala, pero no en disco de 
halterio. (A-F) Secciones 
transversales del disco de ala (A,C,E) 
y halterio (B,D,F) a las 3 h (A,B) (n=7), 
6 h (C,D) (n=4) y 9 h (E,F) (n=6) DFP, 
teñidas con faloidina (Ph). La zona del 
lumen quedaría en la parte superior 
de la imagen, y la parte distal, abajo. 
A las 3h DFP, las células del disco de 
ala muestran una forma columnar, 
pero a medida que se expande el 
tejido a partir de las 6h, se vuelven 
más isodiamétricas, observándose 
con más claridad a las 9h DFP (C,E). 
Por el contrario, las células de 
halterio mantienen la forma 
columnar a las 3h, 6h, y 9h DFP 
(B,D,F). Escala: 5 μm. 
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Así pues, comparando el desarrollo en pupa temprana de discos de ala y halterio se observan 

tres diferencias principales: (1) Hay aposición de las superficies dorsal y ventral en el disco de 

ala, pero no en el disco de halterio; (2) La etapa de expansión que acontece en el disco de ala 

tras la aposición de ambas superficies, está ausente en el disco de halterio; y (3) Las células del 

disco de ala, pero no las del de halterio, se vuelven más isodiamétricas a medida que las 

superficies del disco se aponen y expanden.  

 

Para comprobar que Ubx era el responsable de las diferencias de morfología entre ala y 

halterio, además de los experimentos anteriores con el mutante pbx, decidimos analizar la 

forma del disco de ala en un mutante Haltere-Mimic (Hm), en el cual Ubx se expresa 

ectópicamente en el disco de ala, y por tanto las alas se transforman en halterios (Lewis, 1982) 

(Fig. 20A). En la imagen 20B vemos cómo en este mutante el disco de ala no es capaz de 

aponer las superficies dorsal y ventral y muestra una morfología similar a la descrita en el disco 

de halterio en esta etapa (6h DFP) (comparar con Fig. 17I). 

Figura 19. Morfología de apéndice y disco imaginal de halterio en el mutante pbx/DfUbx109. (A) Halterio de un 
mutante pbx donde se diferencian la parte de halterio (h; anterior) de la de ala (a, posterior). (B) Sección 
transversal de un disco de halterio mutante pbx a las 9h DFP, utilizando para su observación un reportero GFP de 
DE-Cadherina (DE-Cad). Se han separado con una línea discontinua la parte de halterio (h) de la parte de ala (a). 
Obsérvese la diferente morfología celular, más evidente en el panel C y cómo se aponen las superficies dorsal y 
ventral solo en la parte posterior (ala) (C) Sección longitudinal de un disco de halterio mutante pbx a las 9h DFP 
en el cual podemos apreciar mejor la diferencia de morfología celular entre la parte de halterio (h) y la parte de 
ala (a). (n=2). Escala: 25 μm. 

h a h a DE-Cad DE-Cad 

A 

B 

C 
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Con estos datos pudimos concluir que el responsable de evitar la aposición en disco de halterio 

es el gen Ubx, que es necesario y suficiente para definir la forma del disco de halterio en 

estadio de pupa temprana. El siguiente paso era saber a través de qué factores lo lleva a cabo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Los elementos que componen la membrana basal persisten más tiempo en 

el disco de halterio que en el disco de ala en etapa de pupa temprana. 

 

Sabemos que el proceso principal y que diferencia morfológicamente los discos de ala y 

halterio es la aposición y consiguiente adhesión basal de las superficies dorsal y ventral en el 

disco de ala y la ausencia de estas en el de halterio. Por ello, estudiamos el posible papel de la 

membrana basal en establecer estas diferencias en ambos discos. La membrana basal (MB) es 

necesaria para diversos procesos de integridad epitelial, y está formada por una matriz 

extracelular (MEC) densa que recubre las superficies basales en tejidos epiteliales (Timpl, 1989; 

Yurchenco y Schittny, 1990). Además su composición y remodelación es clave para definir la 

morfología de los órganos (Hynes, 2009; Haigo y Bilder, 2011; Pastor-Pareja y Xu, 2011; Crest 

et al., 2017). Una posible implicación de la MB en los procesos que hemos descrito en los 

 

Figura 20. Fenotipo del mutante Haltere 
mimic. (A) Morfología adulta del mutante 
Haltere mimic, en el cual Ubx se expresa de 
manera ectópica en el disco de ala, 
transformándose las alas (a) en halterios 
(h). (B) Sección transversal de un disco de 
ala de un mutante Haltere mimic a las 6h 
DFP marcado con faloidina. Su morfología 
es similar a la del disco de halterio silvestre 
(Fig. 17I). (n=8). Escala: 25 μm.  

https://www.cell.com/developmental-cell/fulltext/S1534-5807(11)00260-7?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS1534580711002607%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/developmental-cell/fulltext/S1534-5807(11)00260-7?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS1534580711002607%3Fshowall%3Dtrue
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-30
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-27
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-50
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-10
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-10
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discos de ala y halterio se sugería a partir de un análisis de microarrays en el que se 

identificaban los genes regulados por Ubx comparando la expresión de los mismos en discos 

de ala silvestres y aquéllos con expresión ectópica de Ubx durante estadíos larvarios tardío y 

pupales (Pavlopoulos y Akam, 2011). En este estudio se identificaron varios genes reguladores 

de elementos de la matriz extracelular que se expresaban de manera diferente en el disco de 

ala silvestre y tras inducir Ubx en el mismo. Por ello decidimos profundizar en el estudio de la 

membrana basal y analizar comparativamente tanto componentes de la misma como sus 

reguladores en pupa temprana.  

 

Hay cuatro elementos principales que componen la membrana basal de Drosophila: Colágeno 

IV que es el más abundante, Laminina, Perlecán y Nidógeno (LeBleu et al., 2007). Decidimos 

analizar primero la distribución del Colágeno IV, dado que además de ser el más abundante en 

la lámina basal, existe una construcción GFP protein-trap bien caracterizada (Morin et al., 

2001) insertada en el gen viking (vkg), que codifica para la cadena α2 de la proteína Colágeno 

IV (Yasothornsrikul et al., 1997). Para el análisis de la distribución de estas proteínas en ala y 

halterio llevamos a cabo estudios tanto de discos imaginales fijados como también estudios ex 

vivo.  

 

Para realizar el análisis de la línea Vkg-GFP en tejido fijado, seleccionamos pupas de 3h, 6h y 9h 

DFP. Como se puede observar en la Figura 21A, A’ en el disco imaginal de ala a las 3h DFP hay 

acumulación basal de Vkg-GFP asociada principalmente con el lumen que dará lugar en última 

instancia a la vena L3. Pasadas 3 horas, cuando el disco ya ha evertido, la señal de Vkg-GFP 

empieza a eliminarse del lumen (Fig. 21C, C’), y a las 9h DFP es prácticamente indetectable 

(Fig. 21E, E’). En el disco de halterio, a las 3h DFP vemos mayor acumulación de Vkg-GFP en el 

lumen respecto al de ala en la misma etapa (Fig. 21B, B’). A las 6h DFP, en contraste con lo 

observado en el disco de ala, los niveles de Vkg-GFP continúan siendo elevados en el lumen 

(Fig. 21D, D’). A las 9h DFP, los niveles de Vkg-GFP en halterio bajan, y se observa la proteína 

principalmente dentro de los hemocitos que están en el lumen (Fig. 21F, F’).  

 

 

 

 

 

 

 

https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-51
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-34
https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-45
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Esta pérdida de Vkg-GFP a las 6h DFP en el pouch del disco de ala se visualiza mejor analizando 

la presencia de la proteína en la combinación mutante pbx/DfUbx109. Como hemos descrito, los 

individuos con este genotipo presentan la parte posterior del halterio (y de su disco imaginal) 

transformados en ala (o en disco de ala) por la pérdida de Ubx. En la Figura 22, un disco de 

halterio mutante, se puede observar la diferencia de acumulación de Vkg-GFP entre las dos 

partes del disco (mucho mayor en el compartimento anterior, halterio).  

A 

A’ 

B 

B’ 

C 

C’ 

D 

D’ 

E 

E
’ 

F 

F’ 

Figura 21. Vkg-GFP desaparece 
más rápidamente en el disco de 
ala que en el de halterio en 
etapa de pupa temprana. 
Secciones longitudinales (A-F) y 
transversales (A’-F’) mostrando 
Vkg-GFP en el pouch de los discos 
de ala (A,A′,C,C′,E,E′) y halterio 
(B,B′,D,D′,F,F′) a las 3 h (A-B′) 
(n=11), 6 h (C-D′) (n=6) y 9 h (E-F′) 
(n=6) DFP. La señal de Vkg-GFP se 
observa en verde, y en rojo la 
tinción con faloidina (Ph). En los 
discos de ala, Vkg-GFP se observa 
en la membrana basal a las 3 h 
DFP (A, A′), y la señal va 
decayendo a las 6 h DFP (C, C′) 
hasta que apenas se puede 
detectar a las 9 h DFP (E,E′). En 
cambio, en el pouch del disco de 
halterio, Vkg-GFP se puede 
observar tanto a las 3h (B, B′) y a 
las 6 h DFP (D, flecha en D) como 
a las 9h DFP (F, flecha en F′) 
donde se detecta también en el 
interior de los hemocitos. Las 
líneas de puntos amarillas indican 
el lugar donde se ha realizado el 
corte transversal Escala: 25 μm. 
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Para seguir mejor el proceso de pérdida de Vkg-GFP en el disco de ala y su persistencia en el de 

halterio durante la etapa de pupa temprana, procedimos a utilizar una técnica de cultivo de 

discos ex vivo y su observación al microscopio confocal a través de un time-lapse realizado 

durante alrededor de 16 horas. Para ello seleccionamos y diseccionamos pupas de 3h DFP, 

extrajimos los discos y los cultivamos en un medio adecuado para que los discos continuaran 

su desarrollo durante al menos, toda la etapa de pupa temprana. En las películas obtenidas 

vemos la misma dinámica que la observada en los discos fijados, es decir, que tras la eversión 

de los discos, Vkg-GFP desaparece del de ala mientras que persiste más tiempo en el de 

halterio (Fig. 23A, B). Con el fin de analizar otras proteínas de la MEC, y su posible diferente 

expresión en los dos discos estudiados, realizamos time-lapses para observar la distribución de 

la proteína Perlecán, otra proteína presente en la MEC, cuya expresión en Drosophila viene 

codificada por el gen terribly reduced optic lobes (trol) (Voigt et al., 2002), y para la que, de la 

misma manera que para Vkg-GFP, existe una construcción protein-trap bien caracterizada 

(Park et al., 2003). El resultado para Trol-GFP es el mismo que para Vkg-GFP: tras la eversión 

del disco de ala, la proteína Trol-GFP desaparece, mientras que en el disco de halterio 

permanece durante más tiempo (Fig. 23C, D).  

Figura 22. Señal de Vkg-GFP 
en un disco mutante 
pbx/DfUbx109 a las 6h DFP. 
(A) Corte longitudinal de un 
disco mutante pbx a las 6h 
DFP. La línea blanca indica el 
límite entre la parte anterior 
(halterio, h) y la parte 
posterior (ala, a). La línea 
amarilla indica por dónde se 
ha realizado el corte 
longitudinal óptico (B) para 
comparar el interior del disco. 
En este corte longitudinal se 
puede ver cómo en la parte 
de halterio hay más Vkg-GFP 
que en la parte de ala. Se ha 
teñido con faloidina para ver 
el contorno del disco. (B) 
Corte transversal del mismo 
disco en el cual se puede 
apreciar con mayor nitidez la 
diferencia de intensidad de 
Vkg-GFP comparando la parte 
de halterio (h) con la parte de 
ala (a). (n=4) Escala: 25 μm. 

h a 

A 
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h a 
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Figura 23. Imágenes tomadas de 
películas ex vivo de discos de ala y 
halterio localizando Vkg-GFP y Trol-GFP. 
(A,B) Imágenes de las películas realizadas 
mostrando Vkg-GFP en discos imaginales 
de ala y halterio. En ellos se ve que, 
mientras que Vkg-GFP desaparece del 
lumen de ala durante la eversión del disco 
(A) en disco de halterio permanece 
después de la eversión (B). (C,D) 
Imágenes de las películas realizadas 
marcando Trol-GFP en discos imaginales 
de ala y halterio donde se observa que 
Trol-GFP desaparece en el lumen del ala 
tras la eversión (C) mientras que 
permanece en el disco de halterio (D). Las 
flechas blancas indican la MB que se 
encuentra en el interior del lumen, 
mientras que las amarillas muestran la 
matriz extracelular perteneciente a la 
membrana peripodial.  
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Con estos resultados podemos concluir que la eliminación de proteínas de la MB (al menos 

Colágeno y Perlecán) durante la etapa de pupa temprana es mucho más acusada en el disco de 

ala que en el de halterio. 

 

3. Ubx regula negativamente la expresión de Mmp1, retrasando degradación 

de Vkg-GFP en el disco de halterio en etapa de pupa temprana.  

 

Las conclusiones presentadas en el anterior apartado sugieren que Ubx, presente en el disco 

de halterio y no en el de ala, es responsable del retraso en la eliminación de la MB en halterio 

respecto de ala. Dados estos resultados, cabría esperar que existiera una regulación génica del 

Colágeno y Perlecán por parte de Ubx en disco de halterio. Sin embargo, tanto Colágeno como 

Perlecán se sintetizan en las células que componen el cuerpo graso que, además de servir 

como reservorio energético, codifica proteínas y péptidos implicados directamente en el 

desarrollo de órganos y tejidos. Tras ser sintetizados, Colágeno y Perlecán se secretan a la 

hemolinfa y se incorporan a la membrana basal (Pastor-Pareja y Xu, 2011). Así pues, no es 

posible que el gen Ubx regule directamente la transcripción de los genes vkg o trol en el disco 

de halterio, ya que no se sintetizan en las propias células del disco.  

 

Como hemos comentado en la introducción, el gen Ubx regula la transcripción de genes que 

codifican para proteínas implicadas en la dinámica de la matriz, Matrix metalloproteinases 

Mmp1 y Mmp2, y su inhibidor Tissue inhibitor of metalloproteinases (Timp). Recordamos que 

las metaloproteasas tienen como función la remodelación del tejido degradando la matriz 

extracelular, y a su vez Timp inhibe a estas metaloproteasas uniéndose a ellas e inactivándolas 

(Fig. 11) (Brew et al., 2000).  

 

Observamos en el trabajo al que antes nos hemos referido (Pavlopoulos y Akam, 2011), que, 

en el disco de ala que expresa Ubx, mientras que Mmp1 está regulado negativamente por Ubx, 

Mmp2 y Timp están regulados positivamente. Con estos datos nos dispusimos a analizar si 

efectivamente el gen Ubx podría estar controlando indirectamente, a través de la regulación 

de estos genes, el retraso en la eliminación de la MB en el disco de halterio con respecto al de 

ala.  

En primer lugar, analizamos la expresión de Mmp1 y Mmp2 en discos de ala y halterio en pupa 

temprana, concretamente a las 3h DFP, que es cuando empieza a degradarse la MEC en el 
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disco de ala. La expresión de Mmp2 pudo ser analizada gracias a una línea Mmp2::GFP 

construida como proteína de fusión (Deady et al., 2015). La señal GFP se distribuye de manera 

no uniforme en los discos de ala y halterio (Fig. 24 A, B), y parece haber mayor expresión de 

Mmp2 en una parte del disco de ala con respecto a la correspondiente de halterio, pero 

fundamentalmente es en una zona periférica y no en las células que están en contacto con el 

lumen. Para observar mejor estas diferencias y a su vez localizar la expresión de Mmp2, 

estudiamos la expresión de la proteína en un disco de halterio mutante pbx/DfUbx109 donde, 

como dijimos anteriormente, la parte posterior del halterio está transformada en ala. Como 

vemos en la Figura 24 C, C’, parece haber más proteína Mmp2 en la parte del disco de ala, pero 

en las células alejadas del lumen. Lo que nosotros buscábamos era expresión de 

metaloproteasas cerca del lumen, donde pudieran estar actuando para degradar la MB, así 

que decidimos considerar menos relevante esta metaloproteasa para el proceso estudiado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sin embargo, al estudiar la expresión de Mmp1 con un anticuerpo anti-Mmp1, obtuvimos un 

resultado muy diferente: el lumen del disco de ala muestra niveles de proteína Mmp1 mucho 

h a 

h a 

Figura 24. Distribución de 
Mmp2-GFP en discos 
imaginales de ala y halterio. 
(A,B) Secciones longitudinales 
de discos de ala (A) y halterio 
(B). En ellos, la distribución de 
Mmp2-GFP se observa con más 
intensidad en partes alejadas 
del lumen (flechas blancas) 
(n=4) (C) Sección transversal 
óptica del lumen de un halterio 
mutante pbx/DfUbx109 con 
Mmp2-GFP y (C’) la misma 
imagen con un filtro de 
intensidad que resalta las partes 
donde la expresión de Mmp2-
GFP es mayor. En ellas vemos 
que la distribución de Mmp2-
GFP es homogénea entre ala (a) 
y halterio (h) y que, en la parte 
de ala, hay mayor intensidad en 
células dorsales (flecha blanca) 
pero localizadas lejos del lumen 
(n=3). Escala: 25 μm. 
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más elevados que el lumen del de halterio en la misma etapa del desarrollo pupal (Fig. 25A, B). 

Al comparar simultáneamente la expresión de Vkg-GFP y Mmp1 en ambos discos a las 3h DFP 

notamos que en el de ala los niveles de Mmp1 son más altos (Fig. 25A, A’’) mientras que los de 

Vkg-GFP son más bajos (Fig. 25 A’, A’’), y lo contrario ocurre para el disco de halterio, es decir, 

hay bajos niveles de Mmp1 (Fig. 25B, B’’) y altos para Vkg-GFP (Fig. 25B’, B’’). Para precisar 

estas diferencias recurrimos a la cuantificación de los niveles de ambas proteínas en 8 discos 

de ala y halterio, seleccionados por parejas de una misma prepupa a las 3h DFP. Estas 

cuantificaciones dieron como resultado que la cantidad de proteína Mmp1 en el disco de ala es 

el doble que en el de halterio, mientras que los niveles de Vkg-GFP son alrededor de un 40% 

más bajos. Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos por el Dr. Shashidhara (IISER, 

Pune): Su grupo encontró en experimentos de ChIP-seq y RNA-seq que Mmp1 era diana directa 

de Ubx (S. Khan y L.S.S., comunicación personal). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las diferencias de expresión de Vkg-GFP y Mmp1 en los discos de ala y halterio sugieren una 

regulación por Ubx de la expresión de estos genes y por tanto de la dinámica de la membrana 

basal en el disco de halterio. Para confirmar esta inferencia, realizamos experimentos de 

Ph 

Figura 25. Cuantificación de 
Mmp1 y Vkg-GFP en discos de ala 
y halterio silvestre a las 3h DFP. 
(A,B) Secciones transversales 
ópticas de discos de ala y halterio 
a las 3h DFP, que muestran que la 
cantidad de Mmp1 (rojo) es 
(A,A’’,B,B’’), pero la de Vkg-GFP 
menor (A’,A’’,B’,B’’) en el disco de 
ala que en el de halterio. La 
faloidina (Ph) se muestra en azul. 
(n=8) Escala: 25 μm. (C) 
Cuantificación de los niveles de 
Mmp1 y Vkg-GFP en discos de ala 
y halterio silvestres. La expresión 
en el disco de ala se ha 
normalizado a 1 (unidades 
arbitrarias) (n=8) Los datos se han 
analizado con la media±d.e. 
*P<0.01.  
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ganancia o pérdida de función del gen Ubx, es decir, sobreexpresando Ubx en disco de ala, y 

eliminándolo en el de halterio, y cuantificamos las proteínas Mmp1 y Vkg (Vkg-GFP).  

Para ello analizamos individuos Haltere-Mimic, en los cuales Ubx se expresa de forma ectópica 

en el disco de ala (Lewis, 1982), y otros en los que esta expresión disminuía grandemente 

mediante la combinación de la línea sd-Gal4, que se expresa en los pouches de los discos tanto 

de ala como de halterio (Klein et al., 1997) y una construcción UAS-UbxRNAi recombinada con 

una deficiencia para el gen, UAS-dsUbx DfUbx109 (Monier et al., 2005). En el disco de halterio 

analizamos la presencia de Vkg-GFP y de Mmp1, tanto a las 3h como a las 6h DFP. Tal y como 

se observa en la Figura 26, en el disco de halterio sd-Gal4 UAS-dsUbx DfUbx109 hay más 

cantidad de Mmp1 y menos cantidad de Vkg-GFP comparado con discos de halterio silvestre 

de las mismas edades (Fig. 26A, B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por contra, en el mutante Haltere-mimic observamos que la expresión de Mmp1 se veía 

reducida y la señal de Vkg-GFP aumentada significativamente (Fig. 26C, D). Estos datos fueron 

Figura 26. Cuantificación de Mmp1 y Vkg-
GFP en mutantes para Ubx.  (A.B) Secciones 
transversales ópticas de discos imaginales de 
halterios sd-Gal4 UAS-dsUbx DfUbx109 a las 
3h (A) y 6 h (B) DFP, mostrando un aumento 
de la expresión de Mmp1 (A) (n=7) y una 
disminución de Vkg-GFP (B) (n=6) respecto a 
los discos silvestre. Además observamos 
aposición de las superficies dorsal y ventral a 
las 6h DFP. (C,D) Secciones transversales de 
discos de ala con la mutación Haltere 
mimic a las 3h y 6h DFP. En ellos, la 
expresión de Mmp1 (C) se reduce 
drásticamente, observándose algunas trazas 
de señal en el interior de hemocitos (flecha 
blanca) (n=7), mientras que la señal de Vkg-
GFP (D) aumenta respecto al disco silvestre a 
las 6h DFP. (E) Cuantificación de los niveles 
de Mmp1 y Vkg-GFP a las 3h DFP en discos 
de ala (silvestre y mutantes Haltere-mimic) y 
halterio (silvestre y sd-Gal4 UAS-dsUbx 
DfUbx109). Cabe destacar que las imágenes 
mostradas para Vkg-GFP corresponden a 
discos de 6h DFP, pero la cuantificación se ha 
realizado en discos de 3h APF. La expresión 
en el disco de ala ha sido normalizada a 1 
(unidades arbitrarias). Los datos son las 
medias ± d.e *P<0.01. Escala: 25 μm. 
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cuantificados y comparados con los datos ya obtenidos de la concentración de proteína en 

discos de ala y halterio silvestre (Fig. 26E).  

 

Analizamos también la expresión de Timp en discos de ala y halterio a las 3h DFP mediante 

hibridación in situ, dado que no existen anticuerpos ni reporteros para la proteína. 

Como vemos en la Figura 27, el RNA de Timp está distribuido en pequeños parches en el disco 

de ala de 3h DFP, pero ninguno de ellos cerca del lumen del pouch (Fig. 27A, flecha roja) al 

contrario que en el disco de halterio, donde se aprecian dos zonas de expresión de Timp en 

células cercanas al lumen (Fig. 27B, flecha negra). Para certificar la regulación de Timp por Ubx, 

realizamos la hibridación in situ en un mutante Haltere-Mimic. En el mutante también se 

pueden apreciar en el disco de ala estos parches cerca del lumen, con la misma distribución 

que en el disco de halterio (Fig. 27C, flecha negra), reforzando así la conclusión de que Ubx es 

el responsable de la diferente distribución de Timp en los dos discos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sin embargo, al no existir un medio para localizar la proteína, la posible diferencia de 

Figura 27. Expresión de Timp en discos de ala y halterio a las 3h DFP. (A,B) Hibridación in situ del RNA del 
gen Timp en disco de ala (A) y halterio (B) mostrando que la expresión de Timp en el disco de ala se encuentra 
alejada del lumen (flecha roja) mientras que en el de halterio se encuentra próxima al mismo (flecha negra). (C) 
Disco de ala en mutante Haltere-mimic en el que se observa una región de expresión cerca del lumen con el 
mismo patrón que en el halterio silvestre. En la parte proximal del disco, observamos el mismo parche que en el 
ala silvestre (flecha azul en A,C) dado que en estos mutantes, no se expresa ectópicamente Ubx en la parte 
proximal. Nótese también la reducción del tamaño del pouch del disco de ala. (n=27)  
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distribución entre los dos discos y, por tanto, la posible inhibición de Mmp1 en el lumen, no se 

puede evaluar. 

 

4. Mmp1 y Timp regulan la presencia de Vkg-GFP y la morfogénesis de los 

discos y apéndices dorsales. 

 

En apartados anteriores hemos mostrado que la expresión de Mmp1 y Vkg-GFP aparece de 

manera inversa en disco de ala respecto del disco de halterio, y también que la disminución de 

los niveles de Colágeno IV (Vkg-GFP) en disco de ala se correlacionan con un cambio 

morfológico en el mismo. El siguiente paso fue analizar en qué medida, cambios en la actividad 

de Mmp1 eran responsables de una presencia diferencial de Vkg-GFP y si estos cambios 

producían una morfología anómala en los discos de ala y halterio y en los apéndices derivados 

de ellos. Para ello sobreexpresamos el gen Timp en el pouch con el sistema Gal4-UAS utilizando 

sd-Gal4 como driver. El resultado de esta sobreexpresión en el disco de ala es que Vkg-GFP no 

comienza a eliminarse de la parte basal de las células a las 3h DFP, impidiendo así la aposición 

de los epitelios dorsal y ventral. Los discos mostrados en la Figura 28 corresponden a las 6h 

DFP, es decir, cuando debería darse la expansión del disco de ala silvestre y la unión de 

epitelios dorsal y ventral. Como se aprecia, la morfología es muy distinta, con separación 

dorsal-ventral y no expansión, asemejándose al disco de halterio silvestre de las mismas horas 

(Fig. 28A comparar con Fig. 17F y 21C’). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. La reducción de actividad de las Mmps modifica la morfología del disco de ala, pero no la del disco de 
halterio. (A,A′) Sección transversal óptica de un disco de ala de 6h DFP en el que se ha sobreexpresado Timp (sd-
Gal4 Vkg-GFP UAS-Timp). Como vemos en la imagen, Vkg-GFP no se degrada, y el disco muestra una forma globular, 
no existiendo aposición ni expansión de las capas dorsal y ventral (comparar con Figs. 17F y 21C’). (B) Ampliación de 
la imagen (A) para observar la forma celular, la cual se muestra más elongada que en el disco de ala silvestre de la 
misma edad similar a la forma encontrada en células de halterio en la misma etapa (comparar con Fig. 18C, D) (n=7). 
(C) Sección transversal óptica de un disco de halterio de 6h DFP en el que se ha sobreexpresado Timp (sd-Gal4 Vkg-
GFP UAS-Timp). La morfología del disco no cambia respecto del silvestre (comparar con Fig. 17I) (n=4). Escala: 25 
μm. 
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Además, las células del disco de ala que sobreexpresan el gen Timp muestran una forma más 

columnar, propia del disco de halterio en esta etapa de 6h DFP, y no más isodiamétrica como 

hemos observado en el disco de ala silvestre (Fig. 28B comparado con Fig. 18C). Así pues, 

podemos afirmar que en estas condiciones mutantes, el disco de ala adopta características del 

disco de halterio. En cambio al sobreexpresar Timp en el disco de halterio, no se observan 

cambios significativos ni a las 3h ni a las 6h DFP, aunque la morfología es algo más redonda 

que en el silvestre (Fig. 28C).  

 

Dados estos resultados, decidimos observar posibles efectos morfológicos de la 

sobreexpresión de Timp en adultos. Al aumentar la expresión de Timp en el disco de ala 

durante todo el desarrollo, las alas aparecen más cortas y completamente hinchadas, lo cual 

concuerda con lo observado en los discos, ya que al no desaparecer Vkg-GFP, las superficies 

dorsal y ventral no se aponen, y por tanto, no se adhieren para dar una forma final plana como 

en el adulto silvestre (Fig. 29B, comparar con el genotipo silvestre en 29A). Los halterios de un 

gran porcentaje de los individuos analizados (28/39) presentaban un capitelo más globular que 

el adulto silvestre (Fig. 29E, comparar con 29D). Para saber en qué momento del desarrollo del 

disco de ala el gen Timp era necesario para una correcta morfogénesis, utilizamos una estirpe 

en la que se combinaba la línea sd-Gal4 y la construcción tubGal80ts, la cruzamos con la línea 

UAS-Timp e indujimos, en la descendencia, la sobreexpresión de este gen en distintos 

momentos del desarrollo mediante el cambio de 17oC a 29oC (sistema Gal4/Gal80ts, McGuire et 

al., 2003). Realizando este cambio en larvas de estadio III obtuvimos adultos con un fenotipo 

similar al observado cuando se induce la sobreexpresión de Timp todo el desarrollo, indicando 

que la proteína Mmp1 está implicada en la morfogénesis del ala a partir de esta etapa (Fig. 

29C, F). Sin embargo, al cambiar las pupas de esta F1 a 29oC a las 12h DFP, el fenotipo tanto de 

alas como de halterios es completamente silvestre (Fig. 29D, G). Así pues, podemos concluir 

que la regulación de Mmp1 es primordial para el correcto desarrollo de los órganos después de 

larva III tardía pero antes de las 12h DFP, es decir, en la etapa de pupa temprana.  
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Para reforzar esta conclusión realizamos experimentos recíprocos, sobreexpresando el gen 

Mmp1 y observando el fenotipo tanto de discos imaginales como de adultos mutantes. La 

sobreexpresión de Mmp1 durante todo el desarrollo dio como resultado una alta mortalidad 

por lo que decidimos utilizar el sistema Gal4/Gal80ts con cambios de temperatura entre 17oC y 

29oC. Al realizar el cambio a partir de las 24h del desarrollo la mortalidad se ve disminuida, 

haciendo posible observar los discos imaginales en la etapa de pupa temprana. Dado que el 

experimento anterior de sobreexpresión de Timp acotaba la etapa en la cual Mmp1 era 

importante para determinar la forma de los discos y apéndices, los experimentos de 

sobreexpresión de este último fueron llevados a cabo a partir de la etapa de larva III, haciendo 

en este momento el cambio de temperatura de 17oC a 29oC. Los resultados observados en 

discos imaginales de 6h DFP muestran una morfología celular del epitelio del disco de halterio 

más isodiamétrica que en el individuo silvestre, estructura propia del disco de ala silvestre en 

esta etapa (Fig. 30A’ compárese con 30B’, disco de halterio silvestre de edad similar). Además, 

se observa una eliminación casi total de la expresión de Vkg-GFP en el disco de halterio de este 

estadio respecto al silvestre (Fig. 30C compárese con silvestre 30D). Sin embargo no hay 

aposición dorso-ventral, como cabría esperar si la eliminación de la membrana basal fuera el 

único factor necesario para este fin. 

 

 

 Figura 29. Fenotipos de adultos observados al sobreexpresar Timp.  (A) Individuo silvestre y detalle del 
halterio (D). (B) Individuo sd-Gal4 UAS-Timp que ha permanecido a 29°C todo el desarrollo; las alas son más 
cortas y no aponen sus superficies dorsal y ventral, con lo cual tienen apariencia hinchada (36/39 casos). El 
halterio de este individuo (E) tiene forma globular, estando un poco más hinchado que el silvestre. (C) En 
individuos sd-Gal4 UAS-Timp tub-Gal80ts en los cuales el gen se activa a partir de la etapa de larva III tardía, el 
fenotipo es similar al observado en (B,E) con alas hinchadas y halterios (F) un poco más redondeados que en el 
silvestre (34/36 casos). (D) En individuos sd-Gal4 UAS-Timp tub-Gal80ts en los cuales la expresión del gen se 
induce a partir de las 12h DFP, tanto las alas como los halterios (G) muestran fenotipo silvestre (n=8). Las 
flechas negras indican desarrollo normal, las flechas rojas indican desarrollo anormal.  
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Para analizar los adultos con sobreexpresión del gen Mmp1 realizamos cambios de 

temperatura con el sistema Gal4/Gal80ts similares a los establecidos para la observación de los 

discos imaginales, es decir, sobreexpresión del gen a partir de larva III, pero en este caso 

diferenciamos entre la etapa de larva III temprana y tardía. En aquellos adultos en los cuales se 

indujo la sobreexpresión en larva III tardía, las alas presentan un fenotipo similar al de 

mutantes dumpy (gen que codifica una proteína perteneciente a la MEC apical, Díaz-de-la-Loza 

et al., 2018), en el cual los extremos distales de las mismas aparecen achatados, pero las alas 

son siempre planas (Fig. 31A). En el caso de los halterios, más de un 50% (8/18) de los 

individuos analizados presentan una forma de estos órganos más aplanada y alargada (Fig. 31D 

comparar con el silvestre en Fig. 29D). Curiosamente, al sobreexpresar Mmp1 a partir de larva 

III temprana, el capitelo de los halterios puede verse, en la mayoría de los casos analizados 

(7/11), mucho más aplanado y elongado comparado con el halterio silvestre (Fig. 31E). Las alas 

correspondientes a este fenotipo se observan arrugadas, pero no hinchadas (Fig. 31B). Por 

último, y secundando el caso de sobreexpresión de Timp, al forzar la expresión de Mmp1 

después de las 12h DFP, tanto alas como halterios se desarrollan de manera normal. (Fig. 31C, 

F). 

 

Figura 30. La inducción de la 
expresión del gen Mmp1 en 
halterio modifica la forma del 
disco imaginal y de sus 
células. (A) Corte óptico 
longitudinal de un disco de 
halterio a las 6h DFP de un 
individuo sd-Gal4 UAS-
Mmp1 Vkg-GFP tub-Gal80ts en 
el que la expresión de Mmp1 
se ha inducido a partir de larva 
III. (n=4). En (A’) vemos con 
más detalle que la forma 
celular no es tan alargada 
como en el individuo silvestre 
(B,B’) y el tejido no parece 
pseudoestratificado. (C) 
Sección transversal de un 
disco de halterio con el mismo 
genotipo que en (A), 
mostrando la expresión de 
Vkg-GFP, muy reducida en 
comparación con el disco de 
halterio silvestre (D) (n=7). Se 
ha utilizado faloidina (Ph) para 
observar el contorno de los 
discos. Escala: 25 μm. 
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También realizamos experimentos silenciando la expresión del gen Mmp1 a través de un UAS-

Mmp1-RNAi, utilizando el mismo promotor Sdgal4, dando como resultado un fenotipo 

silvestre, con lo cual decidimos descartar esos experimentos dado que es probable que el RNAi 

no estuviera funcionando de manera correcta.  

 

En este punto realizamos un experimento de epistasia en el disco de halterio, a fin de observar 

si los cambios en la expresión de Vkg-GFP cuando se modifica la expresión de Ubx, están 

mediados por la actividad de las metaloproteasas. Para ello expresamos en larvas 

simultáneamente el gen Timp y la combinación genética que reducía la expresión de Ubx con 

la línea sdGal4 (sd-Gal4 UAS-dsUbx Df109 UAS-Timp). En los discos de halterio analizados a las 

6h DFP (Fig. 32B), observamos que tanto la forma que poseen como el anillo de Vkg-GFP en la 

parte basal recuerda a halterios silvestre de esta edad (Fig. 32B compárese con Fig. 21D’) más 

que a discos de halterio que únicamente reducen la expresión de Ubx (sd-Gal4 UAS-dsUbx 

Df109) (Fig. 32A). El hecho de que el fenotipo obtenido se asemeje al resultante de la 

sobreexpresión de Timp (similar al silvestre) y no al resultante de la eliminación de Ubx 

(fenotipo de disco de ala) sugiere que Ubx regula la expresión de Vkg-GFP y la morfología del 

 
Figura 31: Fenotipos resultantes de la sobreexpresión de Mmp1. (A) Individuos con el genotipo sd-Gal4 UAS-Mmp1 
tub-Gal80ts en los que Mmp1 se induce en la etapa de larva III tardía (n=18) muestran un fenotipo dumpy, 
caracterizado por presentar los extremos de las alas romos. Alrededor de la mitad de estos individuos (8/18) 
muestran halterios ligeramente más planos en el capitelo (D) respecto del silvestre (Fig 19D). (B) En individuos con 
el mismo genotipo en los cuales la inducción de la expresión de Mmp1 se hizo a partir de larva III temprana, las alas 
se muestran deformadas (n=11) y los halterios (E) en su mayoría (7/11) se muestran muy aplanados y alargados. (C) 
Sin embargo en individuos con el mismo genotipo, inducidos a partir de las 12h DFP, tanto las alas como los 
halterios (F) muestran un fenotipo silvestre (n=15). Las flechas negras indican desarrollo normal, las flechas rojas 
indican desarrollo anormal. 
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halterio a través del control de las metaloproteasas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Así pues, los resultados obtenidos hasta aquí indican que: (1) Los niveles de Mmp1 en el lumen 

del disco de ala son significativamente más altos que en el lumen del disco de halterio a las 3h 

después de la formación del pupario; (2) La expresión de Mmp1 se corresponde 

negativamente con los niveles de la proteína Vkg-GFP en la membrana basal del disco de ala a 

las 6h DFP, siendo más bajos que aquéllos presentes en el disco de halterio en esta misma 

etapa del desarrollo; (3) Ubx, gen que solo se expresa en el disco de halterio, mantiene los 

niveles de Vkg-GFP en el lumen del halterio durante más tiempo, regulando negativamente, 

probablemente de manera directa, la expresión de Mmp1; y (4) los cambios en la actividad de 

Mmp1 tienen impacto tanto en la forma de los discos imaginales como en la de los órganos 

adultos, ya que los halterios se elongan y aplanan al aumentar la expresión de Mmp1, mientras 

que las alas se hinchan y acortan si la actividad de Mmp1 se reduce.  

 

5. Las integrinas se localizan de manera diferente en disco imaginal de ala y 

halterio. 

 

Como ya hemos visto en la primera parte, la eliminación de la membrana basal en el disco de 

ala es imprescindible para dar lugar a la aposición de las superficies dorsal y ventral, a la 

expansión del disco y, en última instancia, a un órgano plano. Si éste fuera el único factor 

necesario para la generación de un halterio plano, al eliminar la membrana basal a través de la 

Figura 32. Fenotipo del disco de halterio sd-Gal4 UAS-dsUbx DfUbx109 al sobreexpresar simultáneamente 
Timp. (A) Sección transversal óptica de un disco de halterio de 6h DFP con genotipo sd-Gal4 UAS-dsUbx 
DfUbx109, en el cual vemos una transformación evidente hacia fenotipo de ala y una menor expresión de 
Vkg-GFP. (B) Sección transversal óptica de un disco de halterio de 6h DFP con genotipo sd-Gal4 UAS-dsUbx 
DfUbx109 UAS-Timp, donde se observa una morfología característica de halterio silvestre y una 
recuperación de la señal de Vkg- GFP (similar también a la de discos de halterio sd-Gal4 UAS-Timp, ver Fig. 
28C). (n=10). Escala: 25 μm. 
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sobreexpresión de Mmp1, éste debería haber adquirido esta morfología. Sin embargo, como 

hemos observado en la Figura 30C, aunque Vkg-GFP está prácticamente ausente, las 

superficies dorsal y ventral del disco siguen sin adherirse.  

 

Un factor imprescindible para la adhesión de las superficies dorsal y ventral en el disco de ala 

es la presencia de integrinas PS1 y PS2, colocándose PS1 en la superficie dorsal y PS2 en la 

basal (Fig. 12B) (Brower y Jaffe, 1989). La integrina PS1 se compone de αPS1βPS, y la integrina 

PS2 de αPS2βPS, siendo αPS1 codificada por el gen mew, αPS2 codificada por el gen if y βPS 

por el gen mys (Brower et al., 1984; Wilcox et al., 1984). En primer lugar nos propusimos 

comparar la distribución de las dos subunidades α de estas dos integrinas en los discos de ala y 

halterio, cubriendo la etapa de pupa temprana, desde larva III hasta las 9h DFP.  

 

En las imágenes obtenidas (Fig. 33) vemos que, en todas las etapas analizadas, en el disco de 

ala α-PS1 se localiza en la superficie dorsal y α-PS2 en la ventral (Fig. 33A, C, E, G), tal y como 

está descrito (Brower y Jaffe, 1989). En el disco de halterio, sin embargo, aunque en la etapa 

de larva III la localización de ambas integrinas es similar a la del disco ala (Fig. 33B), al 

adentrarnos en la etapa de 3h DFP, mientras que α-PS1 se encuentra en la superficie dorsal, 

como en el disco de ala, α-PS2 parece no localizarse a lo largo de toda la superficie ventral, 

sino formando un parche en la zona central (Fig. 33D). A las 6h DFP la señal de α-PS1 se 

acumula en la parte basal de células de la superficie dorsal, y la señal de α-PS2 se dispersa aún 

más del lado ventral, siendo prácticamente indetectable en el capitelo presuntivo, y siendo 

más visible en la parte del futuro pedicelo (Fig. 33F). Esta localización se hace más notable a las 

9h DFP, donde la señal aparece claramente en la parte del presuntivo pedicelo, siendo 

indetectable cerca del lumen del disco, mientras que α-PS1 sigue localizándose en la superficie 

dorsal (Fig. 33H).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Estudio de la distribución de las subunidades α-PS1 y α-PS2 en discos de ala y halterio en 
etapas de larva III y pupa temprana. En la etapa de larva III, tanto en disco de ala como de halterio, la 
subunidad α-PS1 se localiza en la superficie dorsal y α-PS2 en la ventral (A,B) (n=5). Al adentramos en la 
etapa de pupa, mientras que en el disco de ala α-PS1 sigue situándose en la superficie dorsal y α-PS2 en  la 
ventral en todas las etapas de pupa temprana (C,E,G), en el disco de halterio la expresión de α-PS1 se 
localiza en dorsal, pero la de α-PS2 aparece en forma de parches que no cubren toda la superficie ventral a 
las 3h DFP (D) (n=11), y de forma más evidente a las 6h DFP, expresándose en este momento en zona 
proximal del disco (F, flecha blanca) (n=5); α-PS1 se concentra en la parte basal de las células de la superficie 
dorsal en estas etapas. A las 9h DFP se observa expresión de α-PS1 en la parte dorsal del disco, y α-PS2 
únicamente en la zona del futuro pedicelo. (H, flecha blanca) (n=8). Se muestran secciones sagitales (a la 
derecha) y frontales (debajo) para cada disco y edad. Escala: 25 μm. 
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Para demostrar que el gen Ubx era el responsable de las diferentes distribuciones de estas 

integrinas en los discos de ala y halterio analizamos la expresión de α-PS1 y α-PS2 en un 

mutante Haltere-mimic a las 3h DFP (Fig. 34). Observamos que en la zona correspondiente al 

lumen del disco de ala Haltere-mimic (Fig. 34C) α-PS2 no se localiza a lo largo de toda la 

superficie ventral, tal y como ocurre en el disco de ala silvestre (Fig. 34A), sino que su 

distribución es similar a la observada en el disco de halterio silvestre (Fig. 34B). Los niveles de 

expresión y distribución de α-PS1 también se asemejan más a los propios del disco de halterio 

que a los del disco de ala silvestres. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las integrinas PS1 y PS2, recordamos, se componen de αPS1βPS y αPS2βPS, respectivamente. 

Es decir, estas dos integrinas comparten la subunidad β. Es por ello que, para unificar los 

resultados y hacer más sencilla la comparación entre los discos de ala y halterio, nos 

propusimos estudiar la distribución de esta subunidad β en ambos discos. Dados los resultados 

obtenidos para las subunidades α, nos preguntamos también cómo se expresarían estas 

integrinas en el disco de halterio más allá de la etapa de pupa temprana, y si seguirían estando 

presentes únicamente en el presunto pedicelo durante la morfogénesis posterior del apéndice. 

Por eso extendimos nuestro análisis a etapas posteriores pupales. La proteína βPS está 

codificada por el gen myospheroid (mys) y para el estudio de su distribución hemos utilizado 

una construcción de la proteína con un reportero GFP (Sarov et al., 2016).  

 

Con respecto al disco de ala, sabemos que la proteína βPS se sitúa durante la pupación en la 

parte basal de las células en las superficies dorsal y ventral durante las etapas de adhesión 1 

Figura 34. Localización de las subunidades α-PS1 y α-PS2 en un disco de ala del mutante Haltere-mimic a las 3h DFP. La 
distribución de α-PS2 en el disco de ala del mutante Haltere-mimic (C, flecha blanca) se asemeja más a la expresión observada en 
el disco de halterio silvestre (B) que a la observada en ala silvestre en la misma etapa (A). (n=3) Escala: 25 μm. 
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(9h DFP) y adhesión 2 (30h-40h DFP), haciendo posible la unión de las superficies dorsal y 

ventral (Fristrom et al., 1993; Brabant et al., 1996). 

 

En la Figura 35 corroboramos que, durante la etapa de pupa temprana, Mys-GFP se localiza en 

la parte basal de las superficies dorsal y ventral del disco de ala (Fig. 35A, B, C). Entre las 10h y 

20h DFP se da la etapa de separación de ambas superficies del disco de ala, y los niveles de 

integrinas disminuyen drásticamente en la zona central del disco de ala, como se describe en la 

literatura (Fristrom et al., 1993; Brabant et al., 1996) (no mostrado). Entre las 20h y las 30h 

DFP las integrinas se observan con expresión más clara en las intervenas en la etapa de 

aposición 2 (Fig. 35D), y en la etapa de adhesión 2 (30-40h DFP) encontramos integrinas 

únicamente en la zona de las intervenas, estando completamente ausentes en las zonas de 

presuntas venas (Fig. 35E). En cambio, la distribución de Mys-GFP en el disco de halterio se 

observa en la parte basal de las células que rodean el lumen durante las primeras etapas de 

pupa temprana (Fig. 35G, H), pero a las 6h DFP (flecha amarilla en G), y sobre todo a las 9h 

DFP, comienza a haber una señal más fuerte en la zona proximal, donde se concentra una alta 

cantidad de proteína (Fig. 35H, flecha amarilla). Esto coincide con los resultados obtenidos en 

el análisis de la distribución de las subunidades α -PS1 y α -PS2, donde se veía también una alta 

acumulación de ambas en la zona del presunto pedicelo a partir de las 9h DFP (Fig. 33H). Entre 

las 10 y 20h DFP los niveles de expresión de Mys-GFP disminuyen de forma drástica (no 

mostrado) y a las 20-30h DFP se ve señal en la parte del presunto pedicelo (Fig. 35I, flecha 

amarilla). Por último, entre las 30 y 40h DFP aparece señal de integrinas en la zona presuntiva 

del capitelo (Fig. 35J, flecha naranja) mientras que la señal en el presuntivo pedicelo aumenta 

(Fig. 35J, flecha amarilla).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35. Estudio comparativo de la distribución de la subunidad βPS entre los discos de ala y halterio durante la 
metamorfosis. En el disco de ala en la etapa de pupa temprana, es decir, de 3h a 9h DFP, Mys-GFP se localiza en la 
parte basal de las superficies dorsal y ventral (A-C) (n=2). Tras la etapa de separación, se da la etapa de adhesión II 
que ocurre entre las 20h y las 40h DFP, y en la que Mys-GFP se observa en las intervenas, siendo más evidente esta 
distribución a medida que nos adentramos en esta etapa (D,E) (n=8; n=6). En el disco de halterio, durante las 
primeras horas de la etapa de pupa temprana Mys-GFP se encuentra rodeando el lumen (F,G) (n=2). Al alcanzar las 
9h DFP, la expresión de Mys-GFP empieza a ser más evidente en la parte del presunto pedicelo (H, flecha amarilla) 
(n=2). Entre las 20h y las 30h DFP, reaparece la expresión principalmente en la zona del presunto pedicelo (I) (n=8). 
Entre las 30h y las 40h, la expresión en el presuntivo pedicelo se hace más notable (J, flecha amarilla), mientras que 
aparece también expresión en el futuro capitelo (J, flecha naranja) (n=5). Se muestran secciones sagitales (a la 
derecha) y frontales (debajo) para cada disco y edad.  Escala: 25 μm. 
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Vemos por tanto una diferencia grande en la distribución de integrinas entre los discos de ala y 

halterio, especialmente en la etapa de adhesión II (a partir de 20h DFP). Aun así, para 

comparar más fácilmente las dos expresiones dentro del mismo disco imaginal, procedimos a 

estudiar la expresión de Mys-GFP en el disco de halterio de mutantes pbx/DfUbx109 (Fig. 36). 

Nos hemos centrado en analizar la distribución de la proteína entre las 20-30h y 30-40h DFP 

donde es más evidente la diferencia de expresión entre ambos discos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36. Estudio de la localización de Mys-GFP en un disco de halterio mutante pbx/DfUbx109 entre las 20h y 
las 40h DFP. (A,A’) Disco de halterio mutante pbx/DfUbx109 entre las 20h y las 30h DFP, etapa de segunda 
adhesión de las superficies dorsal y ventral. En la imagen vemos que, mientras que en el compartimento que se 
corresponde a disco de ala (a) Mys-GFP se coloca en la parte basal de las dos superficies, en el compartimento 
que corresponde al disco de halterio (h) la expresión se encuentra más definida en la parte que corresponderá 
al presunto pedicelo (A’, flecha amarilla) aunque hay una expresión débil también en el futuro capitelo.(n=6) 
(B,B’) Disco de halterio mutante pbx/DfUbx109 en etapa desde las 30h hasta las 40h DFP, donde se muestra en el 
compartimento posterior transformado en disco de ala (a), una expresión de Mys-GFP localizada en las uniones 
dorsoventrales en intervenas, como en el disco de ala silvestre, mientras que en el compartimento de halterio 
(h), la expresión se concentra en la parte del presunto pedicelo (B’, flecha amarilla) aunque en la zona del 
capitelo observamos también expresión débil de Mys-GFP (B’, flechas naranjas) (n=2). Escala: 25 μm. 
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Como se puede observar en la imagen (Fig. 36A,A’), entre las 20h y 30h DFP, en la parte 

posterior del disco de halterio, transformado en disco de ala, Mys-GFP se coloca en la parte 

basal de las superficies dorsal y ventral en la zona distal del disco, mientras que en el 

compartimento anterior, que corresponde al disco de halterio, ésta se localiza en la parte que 

equivaldría al presuntivo pedicelo (Fig. 36A’, flecha amarilla), encontrando apenas expresión 

en el presuntivo capitelo. Entre las 30 y las 40h DFP, en el compartimento que se corresponde 

al disco de ala se define la localización de Mys-GFP en las zonas de intervena, mientras que en 

la parte del disco de halterio la expresión empieza a hacerse presente en la parte distal (Fig. 

36B’, flechas naranjas), con mayor expresión en el futuro pedicelo, tal y como veíamos en el 

individuo silvestre (Fig. 36B’, flecha amarilla). Así pues, concluimos que Ubx, como era de 

esperar, determina la diferente distribución de Mys-GFP en los discos de halterio y ala. 

 

Decidimos también observar el fenotipo adulto al eliminar la expresión del gen mys¸ utilizando 

como promotor rn-Gal4 (Fig. 37). En estos individuos podemos observar que las alas están 

hinchadas (Fig. 37B), mientras que los halterios presentan una forma algo más alargada 

respecto del halterio silvestre (Fig. 37D compárese con C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 37. Fenotipo adulto de individuos mysRNAi.  (A,C) Individuo silvestre donde se muestran las 
alas planas (A) y el halterio silvestre globular (C). (B,D) Individuo expresando mysRNAi bajo el control 
de la línea rn-Gal4, donde se muestran las alas hinchadas (B, flecha negra),  y los halterios con forma 
algo más aplanada respecto al halterio silvestre (D, flecha negra comparado con C) (n=18).  
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6. La expresión del gen blistered está regulada negativamente por Ubx en 

disco de halterio. 

 

Aunque hemos demostrado que Ubx regula negativamente la expresión de las integrinas en el 

disco de halterio, notamos que los genes que codifican estas proteínas no aparecían en el 

trabajo en el que se usaron microarrays para detectar genes regulados por Ubx desde larva III 

hasta pupa de entre 20h y 30h (Pavlopoulos y Akam, 2011). Así pues, buscamos un candidato 

que pudiera estar upstream de integrinas y downstream de Ubx. Seleccionamos el gen 

blistered (bs), ya que codifica para un factor de transcripción, su patrón de expresión en disco 

de ala se localiza en las zonas de intervena y su eliminación da pie a la formación de ampollas 

en el ala semejantes a las producidas en mutantes de integrinas (Fristrom et al., 1994; 

Montagne et al., 1996; Roch et al., 1998; Walsh y Brown, 1998). Este gen codifica para un 

factor de transcripción llamado Drosophila Serum Response Factor (DSRF) (Affolter et al., 

1994) perteneciente a la familia de factores de transcripción MADS, los cuales poseen una 

secuencia MADS-box (Treisman y Ammerer, 1992) con la cual se unen al ADN para regular su 

transcripción, y está altamente conservada en la evolución (Revisado en Shore y Sharrocks, 

1995). Este factor de transcripción, llamado Serum Response Factor (SRF) en mamíferos, ha 

sido relacionado con la remodelación de citoesqueleto de actina y además con la regulación de 

proteínas implicadas en adhesiones focales, como Talina o la β1-Integrina (Schratt et al., 2002).  

 

Primeramente, decidimos comparar la expresión del gen entre los discos de ala y halterio, 

tanto en larva III tardía como en pupa, temprana y tardía. Para ello utilizamos una construcción 

P-lacZ enhancer trap (bsP212, o bs-lacZ) inserta en el gen bs. Como observamos en la Figura 38, y 

como ha sido descrito previamente (Roch et al., 1998), en el disco de ala, en la etapa de larva 

III, bs-LacZ presenta un patrón de expresión que se localiza en regiones que parecen 

corresponder a las zonas de intervena, no habiendo expresión en los espacios que darán lugar 

a las venas en adulto (Fig. 38A). Esta expresión única o mayoritariamente en zona de 

intervenas se mantiene y acentúa en todo el periodo pupal (Fig. 38B-E).  

 

La expresión de bs-LacZ en disco de halterio en la etapa de larva III no muestra ningún patrón 

parecido al del disco de ala, habiendo parches de expresión cerca del lumen (Fig. 38F, Roch et 

al., 1998). En la etapa de 3h DFP hay una expresión difusa en una zona cercana al lumen del 

disco (Fig. 38G) y a las 9h DFP la expresión parece centrarse en la zona del lumen y en la parte 

del presunto pedicelo (Fig. 38H, flechas naranja y negra). Entre las 20h y las 30h DFP la 
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expresión aparece en la zona del presunto pedicelo (Fig. 38I, flecha negra), siendo más intensa 

entre las 30h y las 40h DFP (Fig. 38J, flecha negra) y en este último estadio aparece además 

una zona de expresión débil en el capitelo presuntivo (Fig. 38J, flecha naranja).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como podemos observar, la expresión de bs en el disco de ala presenta similitudes con la de 

Mys-GFP, mostrada en la Figura 35, especialmente desde las 20h hasta las 40h DFP. En el disco 

de halterio la expresión de bs también se localiza, desde las 9h a las 40h DFP, en regiones 

similares a donde observamos la expresión de Mys-GFP, como la del pedicelo presuntivo (Fig. 

38H-J, flecha negra, compárese con Fig. 35H-J, flecha amarilla).  

 

Para asegurarnos de que efectivamente es Ubx quien está regulando la expresión del gen bs y 

además comparar en el mismo disco las diferencias de expresión, analizamos la señal de bs-

lacZ en mutantes pbx/DfUbx109. En la Figura 39 se observan discos de halterio mutantes en dos 

distintas etapas del desarrollo: en ambos se observa, como era de esperar, que la parte 

mutante (compartimento posterior, disco de ala) muestra un patrón de expresión en las zonas 

Figura 38. Estudio de la expresión de bs en disco de ala y halterio entre la etapa de larva III y las 40h DFP. (A-E) En el disco de 
ala, durante larva III tardía y la metamorfosis, la expresión del gen bs se puede encontrar formando un patrón que se centra en la 
formación de las futuras intervenas, no habiendo expresión en las zonas que formarán las presuntas venas (n=5). (F-J) Sin 
embargo, en el disco de halterio la expresión es diferente, formando parches en larva III cerca del lumen (F), siendo menos 
evidentes a las 3h DFP (G) y haciéndose más visibles a las 9h DFP (H) donde la expresión se observa cerca del lumen (H, flecha 
naranja y en la parte del presunto pedicelo flecha negra). En la etapa de 20h-30h DFP la expresión de bs se encuentra en la zona 
del presunto pedicelo (I, flecha negra) y entre las 30h y las 40h DFP esta expresión se hace más fuerte en esta zona (J, flecha 
negra), pudiéndose ver parches de expresión también en el capitelo presuntivo (J, flecha naranja (n=5).  
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de presuntas intervenas, mientras que en el compartimento anterior (disco de halterio) no 

vemos expresión, o es mínima, en la zona del capitelo presuntivo y es más acusada en la zona 

del presunto pedicelo (Fig. 39B). Ubx, por tanto, regula negativamente bs en el disco de 

halterio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La falta o escasa expresión de bs en la zona presuntiva del capitelo del disco de halterio se 

corresponde con la falta de fenotipo en los halterios de mutantes bs. La inserción bsP212 (bs-

lacZ) es un mutante nulo para bs (Roch et al., 1998) y en homozigosis no se obtienen adultos. 

Sin embargo, en la combinación de este alelo con un alelo fuertemente hipomorfo, bs13, se 

observa el fenotipo de alas hinchadas, como se ha descrito (Fristrom et al., 1994; Roch et al., 

1998) (Fig. 40B), mientras que el halterio parece tener un fenotipo silvestre (Fig. 40D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Fenotipo 
adulto de mutantes 
para el gen bs. (A,C) 
Individuo silvestre 
donde se muestran las 
alas planas (A) y el 
halterio silvestre 
globular (C). (B,D) 
Individuo mutante para 
el gen bs donde se 
muestran las alas 
hinchadas (B, flecha 
negra), pero el halterio 
tiene una forma globular 
parecida al silvestre (D, 
comparar con C) (n=12). 

 

h h a a 

Figura 39. Expresión del gen bs en 
discos mutantes pbx/DfUbx109. 
(A,B) Discos de halterio mutante a 
las 6h (A) y 30-40h (B) DFP, donde 
observamos que, mientras que el 
compartimento de ala (a) muestra 
un patrón definido en lo que se 
corresponderá a la zona de futuras 
intervenas, en el de halterio (h) hay 
zonas de expresión aisladas a las 6h 
DFP (A) (n=3) y expresión fuerte en 
la zona del presunto pedicelo 
(flecha negra) y zonas más débiles 
de expresión en el capitelo 
presuntivo a las 30-40h DFP (B) 
(n=4).   
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7. El factor de transcripción codificado por bs regula la expresión de Mys-
GFP. 

 

Como hemos descrito, los patrones de expresión de bs y Mys-GFP en los discos de ala y 

halterio presentan similitudes a partir de las 9h DFP. Ya que bs codifica un factor de 

transcripción (Affolter et al., 1994) nos preguntamos por tanto si podría estar regulando la 

expresión de mys. Para ello estudiamos la expresión de Mys-GFP en la combinación de 

mutantes transheterozigóticos nulos bsP1292 /bs14 (Fristrom et al., 1994). Estos individuos llegan 

hasta pupa de entre 40h y 50h DFP, pero no alcanzan la etapa de eclosión. Principalmente nos 

centramos en analizar disco de ala, ya que la expresión de Mys-GFP es más fuerte que en el 

disco de halterio, tiene un patrón más sencillo de identificar y nos permite concentrarnos en la 

zona presuntiva del apéndice, en la que estamos más interesados. El estudio también nos 

permite describir los fenotipos mutantes bs en el disco de ala.  

 

Según vemos en la Figura 41, ya a las 9h DFP el ala mutante para bs no muestra adhesión entre 

las capas dorsal y ventral y además no vemos señal de Mys-GFP en las mismas (Fig. 41B, B’), 

mientras que en el disco silvestre Mys-GFP se localiza en las superficies basales de ambas 

capas (Fig. 41A, A’). Entre las 20h y las 30h DFP el ala mutante para bs no es capaz de reaponer 

las capas, debido probablemente a que no ha habido primera adhesión, o que se necesita 

también posteriormente a esta, y Mys-GFP está ausente (Fig. 41D, D’) igual que a las 30-40h 

DFP (Fig. 41F, F’), en contraste con la expresión silvestre que ocurre donde se unen las 

superficies dorsal y ventral (Fig. 41C,C’, E,E’). Concluimos que la expresión de Mys-GFP estaría 

regulada por el factor de transcripción bs y que el fenotipo bs podría deberse, al menos en 

parte, a la ausencia de expresión de integrinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Distribución de Mys-GFP en discos de ala mutantes para el gen bs. En discos imaginales silvestres de 9h DFP, Mys-
GFP se sitúa en la superficie basal de la unión de las capas dorsales y ventrales (A,A’), mientras que en el mutante para bs esta 
acumulación en la superficie basal no ocurre, no habiendo además adhesión dorso-ventral (B,B’) (n=3). Entre las 20h y las 30h 
(D,D’) (n=3) o 30h y 40h DFP (F, F’) (n=4), en contraste con la situación silvestre (C,C’, E,E’), no se observa expresión GFP y las 
superficies dorsal y ventral continúan sin adherirse). Tanto D’ como F’ están rodeados con una línea verde dibujada para 
indicar el contorno del disco. Los discos están marcados también con faloidina (Ph). Escala: 25 μm 
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8. La expresión de la proteína Tensina está regulada negativamente por el 

            gen Ubx.  

 

Sabemos que las integrinas son responsables de la unión dorso-ventral de las superficies del 

ala durante la metamorfosis. Las integrinas se encargan de unir la membrana basal con el 

citoesqueleto de actina, pero no es una unión directa, sino que existen una serie de proteínas 

adaptadoras intracelulares que se encargan de esta conexión. Estas proteínas son las Proteínas 

Asociadas a Integrinas (IAPs) (Revisado en Green y Brown, 2019). Puesto que hemos mostrado 

que mys está regulado negativamente en el disco de halterio por el gen Ubx, quizás a través 

del gen bs, nos preguntamos si estas IAPs pudieran estar también reguladas por el gen Hox y 

tener un papel diferente en los discos de ala y halterio. Sin tener ninguna indicación de qué IAP 

pudiera tener mayor importancia en el proceso que estudiamos, elegimos la proteína Tensina, 

codificada por el gen blistery (by), que está relacionada directamente con la unión de los 

epitelios dorsal y ventral en el desarrollo del ala, transformando las adhesiones focales en 

adhesiones fibrilares, mucho más estables (Torgler et al., 2004). 

 

Primeramente, estudiamos la distribución de Tensina en los discos de ala y halterio en pupas 

silvestres (Fig. 42). Esta expresión ha sido estudiada únicamente en el disco de ala alrededor 

de las 50h DFP (Torgler et al., 2004), donde observaron acumulación de Tensina en el lugar de 

unión de las superficies dorsal y ventral. En nuestro estudio a las 3h DFP observamos en el 

disco de ala una expresión más abundante en el hinge, aunque comienza a aparecer señal en 

una parte del disco cercana al lumen (Fig. 42A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Estudio comparativo de la expresión de la proteína Tensina en discos de ala y halterio durante la 
metamorfosis. (A, C, E, G, I) La expresión de Tensin-GFP en el disco de ala en la etapa de 3h DFP se sitúa 
principalmente en la zona del hinge (A, flecha roja) aunque empieza a verse una expresión más débil en la parte 
anterior del pouch (n=6). A las 6h DFP (C) se observa en disco de ala una distribución principalmente hacia la 
parte anterior del disco (n=5). A las 9h DFP (E) en disco de ala vemos cómo la expresión se acentúa en la parte 
anterior del disco, mientras que en el compartimento posterior es más débil (n=4). Entre las 20h y 30h DFP (G) la 
expresión de tensina está deslocalizada de la parte basal de las superficies dorso-ventral, pudiendo verse un 
principio de acumulación en la misma (n= 9). Entre las 30h y las 40h DFP (I), la expresión de Tensin-GFP se localiza 
principalmente en la superficie basal de las capas dorsal y ventral (n=10). (B, D, F, H, J) La expresión de Tensin-GFP 
en disco de halterio a las 3h DFP (B) se sitúa principalmente rodeando el lumen (n=6). A las 6h DFP (D) continúa 
rodeando el lumen pero la expresión se extiende hacia el presunto capitelo (flecha roja) (n=5). A las 9h DFP (F) 
apenas encontramos expresión en el capitelo, estando concentrada la proteína en la parte del presunto pedicelo 
(F, flecha roja) (n=4). Entre las 20h y las 30h DFP (H), se observa una expresión débil de Tensin-GFP en el presunto 
pedicelo del disco de halterio (H, flecha roja) (n=9), y entre las 30h y las 40h DFP (J) aparece expresión de Tensin-
GFP en el capitelo (J, flecha naranja), mientras que la expresión en el presunto pedicelo se hace más evidente (J, 
flecha roja) (n=10). Se muestran secciones frontales, sagitales (a la derecha) y frontales (debajo) para cada disco y 
edad.  Escala: 25 μm. 
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A las 6h DFP la expresión de Tensin-GFP se localiza principalmente en una zona anterior 

(identificada morfológicamente) del pouch del disco (Fig. 42C), como lo hace a las 9h DFP (Fig. 

42E).  Una doble tinción con un anticuerpo contra Engrailed, expresado únicamente en el 

compartimento posterior, confirma esta zona de alta expresión como anterior (Fig. 43A). Entre 

las 10h y las 20h DFP no hay expresión de Tensina en el disco de ala (ni en el de halterio; no 

mostrado), ya que a partir de las 10-11 horas DFP comienza la etapa de separación de las 

superficies dorsal y ventral (Fristrom et al., 1993) y la Tensina se localiza únicamente en las 

zonas con adhesión focal estable (Fig. 8B). A las 20-30h DFP la expresión parece estar en todo 

el disco de ala (Fig. 42G). Por último a las 30h-40h DFP, Tensin-GFP se concentra en las zonas 

basales de las células situadas en las futuras intervenas, que es donde las adhesiones focales 

se han estabilizado (Fig. 42I). En el disco de halterio a las 3h DFP la expresión de la proteína se 

ubica únicamente en las células que rodean al lumen (Fig. 42B) y a las 6h DFP continúa 

viéndose expresión en esta región (Fig. 42D, flecha roja). A las 9h DFP la expresión se empieza 

a localizar más fuertemente en la región del presunto pedicelo (Fig. 42F, flecha roja). Entre las 

20h y las 30h se puede apreciar una fina línea de expresión a lo largo de todo el presunto 

pedicelo (flecha roja) mientras que no hay expresión en la zona distal del disco (Fig. 42H). Por 

último entre las 30h y las 40h DFP, podemos observar una expresión débil de la proteína en el 

presuntivo capitelo (Fig. 42J, flecha naranja) y una mayor intensificación de la señal en la zona 

del presunto pedicelo (Fig. 42J, flecha roja). Estas expresiones, tanto la de ala como la de 

halterio, son similares a las expresiones estudiadas de bs y Mys-GFP, principalmente entre las 

20h y las 40h DFP.  

 

Resulta curioso cómo entre las etapas de 6h y 9h DFP, la línea Tensin-GFP se expresa en el 

compartimento anterior y no en el posterior del disco de ala de pupa temprana, lo que no 

pudimos observar al analizar la distribución de Mys-GFP. Por ello pensamos que quizás nuestro 

reportero Tensin-GFP podría no estar dando una señal que se correspondiera con la propia de 

la proteína. Para contrastar este hecho analizamos la distribución de otras dos IAPs en discos 

de ala de las mismas etapas. En este caso elegimos las proteínas Fermitin1-GFP y Fermitin2-

GFP (Revisado en Green y Brown, 2019) (Fig. 43). Como se puede observar en la Figura, los 

discos de ala analizados para ambas proteínas tienen este patrón de expresión únicamente en 

el compartimento anterior y no en el posterior. Así pues, podemos concluir que, al menos las 

tres IAPs analizadas poseen este mismo patrón de expresión y por tanto Tensin-GFP es 

probablemente un reportero válido para el estudio de la distribución de esta proteína.  
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Para confirmar que las diferencias de expresión de Tensina en los dos discos se deben a Ubx, 

analizamos la expresión de la proteína en mutantes pbx/DfUbx109. Hemos seleccionado 

únicamente mutantes para las horas 30-40h DFP, ya que en pupa temprana la expresión en el 

disco de ala es más fuerte en anterior (donde en la combinación mutante el tejido es halterio), 

y a las 20h-30h, como hemos visto en el silvestre, la expresión de Tensina-GFP aún se está 

estableciendo.  

 

Como vemos en la Figura 44, a las 30-40h DFP la expresión de Tensin-GFP en el compartimento 

anterior, halterio, se limita a una línea que iría desde el capitelo al pedicelo (Fig. 44A’ flecha 

amarilla) y en el posterior, correspondiente a ala, se localiza en la parte basal de las células de 

intervena (Fig. 44A, A’). Ubx, por tanto, está regulando negativamente la expresión de Tensin-

GFP. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 43. Estudio de la distribución de distintas IAPs en disco de ala de 6h-9h DFP. (A) Disco de ala de 6h DFP 
doblemente marcado con Tensin-GFP (en verde) y anti-Engrailed (en rojo, indica compartimento posterior, p) que 
muestra que Tensin-GFP se expresa fuertemente en compartimento anterior (a) (n=5). (B,C) Discos de ala de 9h DFP 
en los que se muestra la expresión de Fit1-GFP (B) y Fit2-GFP (C) en la parte anterior del disco (n=4 y n=2, 
respectivamente). Escala: 25 μm. 

a p 

Figura 44. Distribución de la proteína 
Tensin-GFP en disco de halterio 
mutante pbx/DfUbx109. En el disco de 
halterio mutante vemos que, 
mientras que en el compartimento de 
ala Tensin-GFP se sitúa en la zona 
basal de las superficies dorsal y 
ventral en las futuras intervenas 
(A,A’, a) en el compartimento de 
halterio se localiza débilmente en la 
zona del capitelo, haciéndose la 
expresión más fuerte en la zona del 
presunto pedicelo (A,A’, h) (n=2). 
Escala: 25 μm. 
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9. La expresión de la proteína Tensina está regulada por DSRF.   
 

El gen Ubx parece estar regulando la proteína Tensin-GFP. Decidimos también analizar la 

expresión de Tensin-GFP en mutantes para bs, ya que Ubx podría regular la proteína de 

manera indirecta a través del factor de transcripción DSRF. Como podemos observar en la 

Figura 45, en mutantes transheterozigóticos bsP1292 /bs14 no hay señal de Tensin-GFP a las 9h 

(B, B’), 20-30h (D, D’) o 30-40h (F, F’) DFP, en contraposición al individuo silvestre (A, A’, C, C’, 

E, E’, respectivamente). Concluimos pues que bs regula la expresión de Tensin-GFP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

10.  El gen mys posee putativos sitios de unión para DSRF, mientras que by no. 
 

Tras observar la expresión de las proteínas Mys-GFP y Tensin-GFP en mutantes para bs, 

quisimos saber si la regulación por parte del factor de transcripción pudiera ser directa o 

indirecta y para ello recurrimos a un análisis computacional. Recordamos que bs codifica para 

el factor de transcripción DSRF, perteneciente a la familia de factores de transcripción MADS, 

los cuales se caracterizan por tener una secuencia de unión al DNA del tipo MADS-box, muy 

conservada en todos los eucariotas. Este factor de transcripción DSRF es homólogo al factor de 

transcripción SRF de humanos, y al compararse los motivos MADS-box de ambos genes se vio 

que éstos comparten 53 de los 55 aminoácidos en la región de unión al ADN (Affolter et al., 

1994). 

 

Figura 45. Distribución de la proteína Tensin-GFP en mutantes para el gen bs. (A,A’, C,C, E,E’). Expresión de Tensin-GFP a 
las 9h DFP (A,A’, mayor en la zona anterior del disco (n=4), 20-30h DFP (C,C’, con distribución homogénea en todo el 
disco, n=9) y 30-40h DFP (E,E’, mas concentrada en las zonas de adhesión) del individuo silvestre. (B,B, D,D’, F,F’). En el 
mutante bs la expresión de Tensin-GFP está muy reducida o ausente (n=2, 3 y 2, respectivamente). Faloidina (Ph) está en 
blanco. D’ y F’ tienen una línea verde dibujada que rodea al disco para marcar el contorno. Escala: 25 μm. 
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Para nuestro estudio computacional, utilizamos la secuencia de unión del factor de 

transcripción SRF de humanos al ADN. Esta secuencia fue extraída de una base de datos de 

secuencias de unión a ADN de factores de transcripción (JASPAR).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Estudio computacional de unión del factor de transcripción SRF en los genes mys y by. 
(A) Para el gen mys encontramos una secuencia de unión del factor de transcripción SRF, localizada 
en un intrón, en la cual coinciden Carg y Srf1. Esto sugiere que, aunque haya únicamente un sitio de 
unión, el gen mys podría estar regulado por el factor de transcripción DSRF. (B)  Para el gen by 
encontramos solo un lugar de unión Carg, con lo que quizás es más probable que la transcripción 
del gen by no esté regulado por DSRF. En morado se encuentran los diferentes transcritos 
encontrados para estos genes (flybase.org), y en rosa la región codificante de los genes (CDS, 
coding sequence) (flybase.org).  
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Al haber en la secuencia pares de bases más y menos probables de formar parte de la 

secuencia consenso, de acuerdo con esta base de datos, decidimos utilizar las diferentes 

variantes de la secuencia para la búsqueda de posibles sitios de unión de la proteína DSRF y 

ampliar así las posibilidades de encontrarlos. Siendo la secuencia consenso obtenida para SRF 

CCATATATGG, utilizamos una secuencia que tuviera siempre las bases más conservadas (Fig. 

16) y al resto le asignamos una base A o T aleatoriamente (en este caso sería 

CCWWATWWGG), y a esta secuencia la llamamos Carg. Por otro lado, establecimos una 

secuencia de unión del factor de transcripción con las bases más frecuentes de la matriz 

(CCATATATGG) pero que aleatoriamente cambiase una de ellas y a esta la llamamos Srf1. 

Analizamos pues la presencia de estas secuencias de unión de SRF en los genes mys y by (Fig. 

46). En esta Figura se muestran en morado los posibles transcritos del ADN para cada gen 

analizado y en rosa las regiones codificantes para la proteína.  

 

Para la secuencia del gen mys, aparece un putativo sitio de unión para Carg en un intrón, que 

coincide con una secuencia Srf1 lo cual hace más probable que exista una secuencia de unión 

para SRF. Esto indica que la proteína DSRF tiene probablemente una secuencia putativa de 

unión en el gen mys y, por tanto, podría regular directamente su transcripción (Fig. 44A). Si 

analizamos sin embargo la secuencia del gen blistery (que codifica para Tensina), observamos 

que únicamente tendría un sitio de unión Carg al ADN del gen, no coincidiendo con Srf1. Con la 

información obtenida parece que es más probable que DSRF no regule de manera directa la 

transcripción del gen by (Fig. 44B), aunque estos datos obtenidos, tanto en el caso de mys 

como de by deben ser confirmados mediante pruebas directas de unión de DSRF al ADN. 

 

11.  La expresión de mys se requiere en el capitelo del halterio a partir de las 

35h-40h DFP. 

 

Como hemos podido observar, parece que la expresión de Mys-GFP en la parte distal del disco 

de halterio es menor comparada con la del disco de ala durante las 9h-30h DFP. Sin embargo, 

un dato curioso que hemos observado es que hay expresión de Mys-GFP (y Tensin-GFP) en la 

zona presuntiva del capitelo alrededor de las 40h DFP y durante nuestro trabajo pudimos ver 

también que el lumen de esta región del disco de halterio en esa etapa del desarrollo no 

siempre era un espacio vacío. Por ello decidimos estudiar el desarrollo del halterio desde las 

30h y analizar si la expresión de Mys-GFP pudiera tener alguna función (Fig. 47, Fig. 48). En 

este estudio pudimos observar que el disco de  halterio pasa por una fase de adhesión que 
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comienza alrededor de las 30h DFP, donde una pequeña parte de las células que rodean el 

lumen comienza a acercarse (Fig. 47A, flecha amarilla) y así comenzará el contacto en algunas 

zonas (Fig. 47B, flecha amarilla).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además es importante fijarse en que el tejido es pseudoestratificado inicialmente (Fig. 47A, 

flecha verde). Sobre las 40h DFP el contacto entre ambas superficies se ha realizado por 

completo, habiendo lo que parece una acumulación de actina en la parte central (Fig. 47C, 

flecha amarilla) y prolongaciones de actina finas que van desde las células de alrededor hacia 

Figura 47. Estudio del desarrollo 
del capitelo del disco de halterio 
silvestre entre las 30h y las 60h 
DFP. (A-E) Cortes longitudinales del 
capitelo de halterio. (A) Alrededor 
de las 30h DFP comienzan a unirse 
las superficie basales (flecha 
amarilla) y el epitelio es 
pseudoestratificado (flecha verde). 
(B) Sobre las 35h DFP las uniones 
empiezan a hacerse efectivas en 
algunas zonas (flecha amarilla). (C) 
A las 40h DFP las superficies 
basales se han unido por completo 
en la zona central del presunto 
capitelo, habiendo una 
acumulación de actina en esta 
zona (flecha amarilla), y aparecen 
fibras de actina que parecen ir 
desde el epitelio hacia el centro 
(flecha naranja). (D) Sobre las 45h 
DFP, la acumulación de actina en la 
unión central se hace menos 
evidente (flecha amarilla), las fibras 
de actina que van del epitelio a la 
parte central parecen romperse 
(flecha naranja) y el epitelio se 
hace más fino, apareciendo zonas 
monoestratificadas (flecha verde). 
(E,E’) Alrededor de las 60h DFP el 
lumen del halterio se encuentra sin 
actina, y el epitelio es 
completamente monoestratificado 
(flecha verde). En E’ vemos una 
proyección del halterio completo 
para ver su forma final (n=4-7 
casos para cada estadio). Escala 
25µm. 
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esta parte central (Fig 47C, flecha naranja). Alrededor de las 45h DFP la acumulación central de 

actina desaparece, y las prolongaciones de actina parece que empiezan a romperse (Fig. 47D, 

flecha naranja, comparar con C, flecha naranja). Finalmente sobre las 60h, el lumen aparece 

vacío, y la capa de tejido es completamente monoestratificada (Fig. 47E, flecha verde).  

 

Para estudiar si las integrinas podrían estar involucradas en esta unión dorso-ventral en la zona 

distal del disco de halterio estudiamos esta unión en discos en los cuales reducimos la 

expresión de mys (rn-Gal4 UAS-mysRNAi) alrededor de las 45h DFP (Fig. 48).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En discos de genotipo silvestre de esta edad se ve, como describimos anteriormente, señal de 

Mys-GFP en la parte presuntiva del capitelo donde se estarían uniendo las superficies basales 

(Fig. 48A, B). En los discos mutantes parece no haber unión de ambas superficies, y no se 

Figura 48. Distribución de Mys-
GFP y fenotipo de discos de 
halterio rn-Gal4 UAS-mysRNAi 
entre las 30h y 50h DFP. (A-B’) 
Disco de halterio silvestre de 
30h-40h DFP mostrando la 
expresión de Mys-GFP en cortes 
longitudinales (A,B) y frontales 
(A’,B’). Como podemos observar, 
Mys-GFP se encuentra en la zona 
de unión de las superficies 
basales en la zona presuntiva de 
capitelo, rodeando el lumen 
(flecha amarilla) (n=5). (C-D’) 
Secciones longitudinales (C,D) y 
frontales (C’,D’)  de discos de 
halterio, de 40h-50h DFP. En C,C’ 
observamos el fenotipo silvestre 
donde las superficies celulares 
basales están unidas en el 
centro, y aunque están 
comenzando a separarse, aún se 
observan fibras proyectadas 
hacia la parte central (flechas 
naranjas en C,C’) (n=7). Disco de 
halterio rn-Gal4 UAS-mysRNAi 
(D,D’), en el cual no se observa 
esta unión  central (flechas 
naranjas en D,D’) (n=2). Escala 
25µm. 
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observan las fibras marcadas con faloidina (Fig. 48D, flecha naranja comparar con el silvestre 

en C, flecha naranja) sugiriendo que las integrinas se requieren para este proceso.  

 

El hecho de que exista una cierta adhesión o conexión entre epitelios en la zona del capitelo 

del halterio a partir de las 35h-40h DFP nos hizo pensar que quizás este hecho se relacionara, 

no solo con la expresión observada de Mys-GFP y Tensin-GFP (y mucho más débil, de bs) en 

esta zona y tiempo (Figs. 35J, 38J y 42J) sino también con una función menor de Ubx (que no 

reprimiría completamente la expresión de estos genes). Nosotros decidimos realizar un 

estudio para saber en qué momento se deja de requerir Ubx para la morfología del capitelo del 

halterio, es decir, en qué momento al eliminar Ubx, el halterio mantiene su forma globosa. 

Utilizamos el promotor rn-Gal4 con UAS-dsUbx Df109 y además utilizamos tub-Gal80ts para 

controlar los tiempos en los que eliminábamos Ubx mediante la transferencia de pupas de 

distintos momentos del desarrollo de 17oC a 29oC (Fig. 50).  

 

Como vemos en la Figura 49, al realizar el cambio de temperatura en la etapa de larva III 

tardía, el halterio aparece de un tamaño mayor que el control, pero plano (Fig. 49B, B’, 

comparar con el control en A). Si realizamos el cambio de temperatura a las 24h DFP a 17oC 

que correspondería aproximadamente a 12h DFP a 25oC, el halterio es de un tamaño solo algo 

mayor que el control, pero sigue apareciendo plano (Fig. 49C, C’). A las 48h DFP a 17oC que 

corresponde aproximadamente a 24h DFP a 25oC, sin embargo, la mayor parte de los halterios 

tienen tamaño y forma semejante al control (Fig. 49D). La ausencia de requerimiento de Ubx 

puede ser, sin embargo, más tardía, ya que la actividad se elimina probablemente varias horas 

después del cambio de temperatura. 
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Figura 49. Estudio del requerimiento 
del gen Ubx para la forma del 
halterio. (A) Utilizamos como control 
el fenotipo del mutante DfUbx109, 
(siendo el experimental rn-Gal4 UAS-
dsUbx Df109) que presenta un 
tamaño mayor al halterio silvestre 
(n=10). (B) Al realizar el cambio de 
temperatura de 17oC a 29oC en la 
etapa de larva III tardía, el halterio 
tiene un tamaño mayor comparado 
con el control (A compárese con B) 
pero tiene forma plana (B’, flecha 
roja) (n=16). (C) Al realizar el cambio 
de temperatura de 17oC a 29oC a las 
24h DFP que correspondería a 12h 
DFP a 25oC, el halterio es más grande 
que el control (C compárese con A) 
pero menos comparado con (B), y 
sigue siendo plano (C’, flecha roja) 
(11/16). (D) Al realizar el cambio de 
temperatura a las 48h DFP que 
correspondería a 24h DFP a 25oC, el 
halterio tiene forma globular y 
tamaño similar al control (D, D’ 
compárese con A, A’) (17/19). Los 
paneles A’-D’ no son ampliaciones de 
A-D, sino tomados de otros 
ejemplares con la orientación 
adecuada de los halterios. 
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El gen homeótico Ubx es uno de los genes mejor caracterizados como regulador de elementos 

implicados en la morfogénesis, ya que su expresión es necesaria y suficiente para especificar la 

forma del halterio en contraposición a la del ala (Lewis, 1963, 1978; White y Akam, 1985). 

Aunque se han identificado varios genes diana de Ubx, el cómo cada elemento contribuye 

determinar la forma, tamaño y estructura del halterio aún no está descrito en su totalidad. Al 

ser Ubx necesario para diferenciar los dos apéndices, el estudio de su actividad es un factor 

importante para saber qué elementos están interactuando en la organogénesis de ala y 

halterio.  

 

En esta Tesis hemos caracterizado algunos elementos que determinan cómo Ubx está 

controlando la formación del halterio para adquirir forma globular frente a forma plana del ala. 

En primer lugar, hemos descrito que la presencia de Ubx controla la dinámica de la membrana 

basal en el lumen de halterio en etapa de pupa temprana a través de la regulación, 

probablemente directa, del gen que codifica para la Metaloproteasa 1 (Mmp1). Esta regulación 

determina en gran medida la expansión y aposición observada en el lumen de ala y contribuye 

quizás a dar la forma globular que el halterio posee al final de la metamorfosis.  

 

Ubx y la regulación de la dinámica de la membrana basal. 
 
Estudios previos han demostrado la presencia de la proteína Colágeno IV y otros elementos de 

la membrana basal en el disco imaginal de ala en la etapa de pupa (Fristrom et al., 

1993; Murray et al., 1995). Utilizando líneas protein trap con GFP para observar la dinámica de 

la membrana basal durante la etapa de pupa temprana, hemos mostrado que tanto Colágeno 

como Perlecán se eliminan del lumen del disco de ala durante las primeras 9h DFP debido a la 

actividad de la proteína Mmp1. Sin embargo, en el disco de halterio los niveles de elementos 

de la membrana basal analizados permanecían estables debido a una regulación negativa del 

gen Mmp1 por parte de Ubx en esta etapa de pupa temprana. La contribución de la proteína 

Mmp2 a la diferente regulación de la dinámica de la membrana basal en los discos de ala y 

halterio, dada su localización en ambos, es probablemente menor, aunque no se ha realizado 

un estudio exhaustivo para comprobarlo. Otro factor que nos hace pensar que Mmp2 está 

implicada en otro proceso diferente a la eliminación de la MB en la zona del pouch del disco de 

halterio es que en el trabajo de Pavlopoulos y Akam, 2000 indican que los niveles de Mmp2 

 

https://dev.biologists.org/content/145/13/dev161844.long#ref-46
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aumentan, junto con los de Timp, al expresar ectópicamente Ubx en disco de ala, mientras que 

los de Mmp1 bajan. Sin embargo, hay que señalar que el estudio de los niveles de Mmp2 lo 

realizan solo en discos de larva III. Tanto para Timp como para Mmp1 hemos comprobado en 

esta Tesis que están relacionados con la dinámica de la membrana basal y la organogénesis, 

pero el papel de Mmp2 es quizás menor y no está tan bien definido. Hemos demostrado 

también que Ubx activa la expresión de Timp en el disco de halterio, lo que contribuye a 

inactivar las Mmps y mantener la membrana basal en pupa temprana.  

 

También hemos comprobado que la presencia de la membrana basal provoca en las células 

una morfología columnar, frente a la forma isodiamétrica que adquieren al eliminarla. Estos 

resultados son consistentes con estudios previos, en los cuales se muestra que la membrana 

basal constriñe las células dando lugar a su forma columnar, y un epitelio pseudoestratificado, 

y que al eliminarla ocurre una transición hacia epitelio cuboidal y una expansión del tejido 

(Domínguez-Jiménez et al., 2007; Pastor-Pareja y Xu, 2011). Este hecho es el que observamos 

en disco imaginal de ala silvestre durante la etapa de pupa temprana. Así pues, la eliminación 

rápida de la membrana basal en el disco imaginal de ala conduce a dos eventos: primero, el 

tejido se expande y la forma celular cambia de epitelio columnar a cuboidal; segundo, las 

superficies dorsal y ventral se aponen. Si se elimina en el disco de ala la expresión o actividad 

de Mmp1 sobreexpresando Ubx o Timp (que también inactiva Mmp2), el Colágeno IV no se 

degrada, y no hay aposición dorso-ventral ni expansión, haciendo que el disco de ala se 

desarrolle de manera similar al disco de halterio (Fig. 28). 

  

Ubx, regulación de la matriz extracelular y forma de los apéndices. 

 

Hemos encontrado una relación entre actividad de Mmp1 y forma de los apéndices dorsales. Si 

sobreexpresamos Mmp1 obtenemos un fenotipo adulto con halterios más aplanados y 

alargados y alas arrugadas. Si esta sobreexpresión se lleva a cabo en diferentes tiempos desde 

la etapa de larva III a 9h DFP, el fenotipo de halterio más aplanado se observa al sobreexpresar 

Mmp1 en la etapa de larva III temprana. De manera contraria, si reducimos la actividad de 

Mmp1 (y Mmp2) a través de la sobreexpresión de Timp, los halterios son más redondeados y 

las alas adquieren también una morfología más globosa. Estos fenotipos se observan tanto en 

ala como en halterio únicamente si se expresa Timp antes de las 12h DFP. Así pues, estos 

resultados coinciden hasta cierto punto con los obtenidos con Mmp1, mostrando que Timp 

está actuando durante la etapa de larva III tardía-pupa temprana, momento en el que Mmp1 
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regula la presencia de Vkg-GFP. Sin embargo, el momento en que la expresión de Mmp1 ejerce 

mayor efecto en la morfología del halterio es en una etapa anterior. 

El papel de la MB en la correcta morfogénesis de órganos ya se había observado en otros 

trabajos, como en Pastor-Pareja y Xu, 2011, donde estudiaban en Drosophila el efecto 

producido por la ausencia del Colágeno IV en la organogénesis del disco de ala, las glándulas 

salivales y el sistema nervioso central en larva III. También se ha estudiado cómo las 

propiedades mecánicas de la membrana basal proporcionan la forma a los folículos de 

Drosophila (Crest et al., 2017). Pero el papel de la MB en organogénesis no se limita 

únicamente a este organismo modelo, ya que se ha demostrado que la deposición y 

degradación de la MB juega un papel clave en la morfogénesis de ramificaciones epiteliales en 

diversos órganos de mamíferos, como son las tráqueas pulmonares o los ductos de las 

glándulas salivares, entre otros (Varner y Nelson, 2014).  

 

Además de la matriz extracelular basal, se han descrito proteínas de la matriz extracelular 

apical, como Dumpy, que contribuyen al mantenimiento de la forma celular columnar en el 

disco de ala en pupa temprana. Estas proteínas también se eliminan en este estadio en ala 

pero no en halterio y este proceso también depende de Ubx (Díaz-de-la-Loza et al., 2018).  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 50. Esquema de la regulación de la dinámica de la MB en ala y halterio. Esquema simplificado del desarrollo de 
los discos de ala y halterio y el papel del gen Ubx en el disco de halterio. En el pouch de ala, la expresión de Mmp1 a las 
3h DFP degrada Vkg-GFP y permite el desarrollo del ala plana. En el pouch del halterio, Ubx regula negativamente la 
expresión de Mmp1 a las 3h DFP, y por tanto Vkg-GFP no se degrada. Por esta razón, la expansión del disco y la aposición 
de sus superficies dorsal y ventral, observadas en el disco de ala, no ocurren. Timp probablemente esté regulado 
positivamente por el gen Ubx en el pouch del halterio colaborando en este proceso.   
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Dinámica de la expresión de Integrinas y proteínas asociadas en los discos 

pupales de ala y halterio.  

 
 
Nuestros resultados mostraban que la eliminación de la membrana basal en el disco de 

halterio no era suficiente para cambiar su morfología a la de un disco con aposición de 

superficies dorsal y ventral. Eso nos llevó a estudiar la expresión de integrinas, dado el papel 

que desempeñan las mismas en la adhesión de las superficies dorsal y ventral del ala (Brower y 

Jaffe, 1989), en el disco de halterio. En el disco de ala se distribuyen de forma complementaria 

las integrinas PS1, en la superficie dorsal, y PS2, en la ventral (Brower et al., 1984). En el disco 

de halterio, en la etapa de larva III, estas integrinas siguen la misma distribución que en el 

disco de ala. Sin embargo, en la etapa de pupa temprana, que es cuando ocurre la etapa de 

adhesión dorso-ventral en el disco de ala, la expresión de PS2 disminuye de forma significativa 

en la parte distal del disco de halterio, y se localiza a las 9h DFP únicamente en la parte del 

presunto pedicelo. La distribución de PS2 en el disco de halterio fue estudiada en Roch y Akam, 

(2000) donde analizaban únicamente las etapas de 6h DFP y 44h-48h DFP. A las 6h DFP veían 

expresión en todas las células de la parte ventral del capitelo, a diferencia de nosotros, que 

vemos una expresión que no cubre toda la superficie ventral. A las 44h-48h observaban 

expresión en la superficie ventral basal del capitelo, donde decían que se unía a la matriz 

extracelular central, y también vieron, como nosotros, expresión en la parte del presunto 

pedicelo donde decían había unión entre las superficies dorsal y ventral. 

 

Así pues, después del estudio realizado creemos que la represión de la expresión de PS2 por 

parte de Ubx podría tratar de alguna manera de asegurar que no haya adhesión entre sus 

epitelios en caso de un acercamiento de las superficies dorsal y ventral de halterio, por 

ejemplo, por una reducción en Colágeno IV en la parte del capitelo. De esta manera, tanto la 

regulación de la degradación de Colágeno IV como de la expresión de PS2 asegurarían que en 

el disco de halterio no se apongan y adhieran las superficies dorsal y ventral, como ocurre en el 

disco de ala, contribuyendo así a que la forma final del apéndice no sea plana. 

 

Posteriormente a las 9h la expresión de integrinas (Mys-GFP) disminuye en el disco de ala, 

quizás debido a la separación de epitelios dorsal y ventral que ocurre en ese momento y 

reaparece más tarde en la zona de intervenas, donde se unen las dos superficies (Fristrom et 

al., 1993) siendo indispensables para mantener la unión dorso-ventral del ala y su forma plana. 

En el disco de halterio desaparece la expresión de integrinas en la parte distal tras las primeras 
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horas de pupación, al menos hasta las 30-40h DFP, sugiriendo que Ubx reprime esta expresión 

para impedir la unión de epitelios dorsal y ventral.  

 

Curiosamente, aunque la expresión de integrinas (Mys-GFP) en la zona presuntiva de capitelo 

desaparece tras las 6h DFP, reaparece hacia las 30-40h DFP. Quizás haya una relación entre 

esta expresión, la adhesión entre superficies del disco y la forma final del halterio, aunque 

nuestros experimentos no permiten una conclusión definitiva. Hemos visto que el disco de 

halterio sufre unas uniones entre epitelios en la etapa que coincide aproximadamente con la 

adhesión II del disco de ala, hacia las 40h DFP (Fristrom et al., 1993) y además tras esta etapa 

el epitelio pasa de ser pseudoestratificado a monoestratificado, hecho que posiblemente esté 

relacionado con esta unión y separación. Esta unión y separación posterior podría contribuir a 

dar la forma final globular del halterio, ya que antes de formarse estas uniones el capitelo del 

disco presenta una forma más bien rectangular, y al final del proceso, es más redondeado. 

Roch y Akam (2000) como hemos comentado anteriormente veían que la integrina PS2 se 

encontraba en la superficie ventral del presunto pedicelo y de una parte del capitelo entre las 

44h y las 48h DFP. Decían que su presencia era para unir la superficie ventral del disco con la 

matriz central del futuro capitelo. Sin embargo, según nuestras observaciones son los epitelios 

dorsal y ventral del disco de halterio los que se unen en la parte central del lumen, para luego 

separarse, rompiendo los puentes de actina creados en la unión. El disco de halterio presenta 

en este estadio una morfología que hace difícil determinar las superficies dorsal y ventral. 

Aunque no hemos hecho una tinción con un marcador dorsal, como apterous-lacZ, creemos 

que son efectivamente los epitelios dorsal y ventral los que muestran unas uniones marcadas 

con faloidina que luego desaparecen. Este hecho coincide temporalmente con la reanudación 

de la expresión de Mys-GFP en el pouch del disco de halterio, y con una expresión débil de bs-

LacZ en un grupo de células de esta región. La reducción de la expresión de mys impide esta 

unión dorso-ventral y produce halterios ligeramente más aplanados, sugiriendo quizás una 

relación entre expresión tardía de mys y morfología, aunque no sabemos si el fenotipo adulto 

se debe a la expresión de este gen en las 30-40h DFP o en algún otro momento del desarrollo, 

ni podemos explicar por qué la unión entre las superficies dorsal y ventral se requeriría para la 

forma final del apéndice (si es así). Haría falta quizás inactivar integrinas con otros RNAis o 

mutantes, y ver si el halterio se modifica de la misma forma y determinar el momento en que 

se requiere mys para este fenotipo.  

 

Como ya sabemos, las integrinas se encargan de comunicar la membrana basal con el 

citoesqueleto de actina, y lo hacen a través de una red de proteínas llamadas Proteínas 
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Asociadas a Integrinas (IAPs), como la Tensina. La expresión de Tensin-GFP se asemeja a la de 

Mys-GFP en varias características en ambos discos: en el disco de ala, expresión en zonas de 

presuntas intervenas en las 30-40h DFP; en el disco de halterio, fuerte señal en la zona 

presuntiva del pedicelo y reaparición de la señal en la zona presuntiva del capitelo hacia las 30-

40h DFP. Sin embargo, una diferencia notable es que Tensin-GFP (y otras dos IAPs) se dispone 

en el disco de ala de manera diferente en los compartimentos anterior y posterior hacia las 6-

9h DFP. Hacia las 10h DFP el disco de ala comienza una etapa de separación dorso-ventral, y 

dado que Tensina se localiza en estructuras donde se necesiten adhesiones focales maduras, 

quizás se necesita que la adhesión no sea tan robusta en algunas zonas para comenzar esta 

separación, pero no sabemos por qué debería ser uno u otro compartimento.   

 

Ultrabithorax, blistered y regulación de Integrinas y Tensina. 
 

 

Con todos los experimentos realizados podemos plantear la siguiente hipótesis de regulación 

por Ubx de bs, integrinas y Tensina (Fig. 51). Ubx regula negativamente la transcripción del gen 

bs en el disco de halterio. bs codifica para el factor de transcripción DSRF, y se sabe que inhibe 

al gen rhomboid en las zonas de intervena en el disco de ala, el cual a su vez determina la 

formación de venas (Fristrom et al., 1994). En este estudio demostramos además que bs regula 

positivamente, posiblemente de manera directa, la transcripción de mys en la parte distal del 

disco de ala. Por otro lado, bs también regula positivamente la expresión del gen by, aunque el 

estudio computacional sugiere que podría ser de forma indirecta.  

 

Lo que no entraría dentro de nuestra teoría sería por qué en el mutante bs el halterio tiene 

forma globular (silvestre) y en el individuo rn-GAL4 UAS-mysRNAi, en el que se elimina mys, 

forma algo aplanada, si bs regula mys. Esto podría ser a causa de que los mutantes bs 

utilizados son hipomorfos (la combinación amorfa utilizada para estudiar los discos no llega a 

adulto), no eliminando por tanto completamente la expresión de bs. También intentamos 

utilizar una línea UAS-bs-RNAi, para poder controlar la expresión de bs en espacio y tiempo y 

eliminar su expresión únicamente en los discos ala y halterio, evitando así la muerte del 

individuo antes de la eclosión. Sin embargo, no obtuvimos fenotipo ni en ala ni en halterio.   

Una forma de comprobar si el factor de transcripción bs está regulando mys en este proceso 

en disco de halterio, sería observar si la expresión de mys hacia las 30-40h DFP se elimina en 

mutantes bs y si en estos mutantes hay adhesión dorso-ventral en el disco de halterio en esta 

etapa.  

 



105 
 

También puede ser que Ubx regule mys independientemente de bs en esta etapa.  

Hemos visto que la actividad de Ubx para mantener el halterio globoso se requiere como 

mínimo hasta aproximadamente las 24h DFP. Hay que tener en cuenta para evaluar estos 

datos, que hemos estudiado el requerimiento de Ubx con experimentos de cambio de 

temperatura utilizando tub-Gal80ts. Por ello habría que contar con el tiempo que tarda la 

proteína Gal4 en degradarse, el tiempo que tarda en transcribirse el UAS RNAi y eliminar Ubx, 

que a su vez depende del promotor Gal4 utilizado, y la estabilidad de la proteína Ubx presente 

al iniciar el cambio de temperatura (unas pocas horas, según Roch y Akam, 2000). Si tras unas 

horas después del cambio de temperatura a las 24h DFP, Ubx deja de estar activo quizás mys 

se vuelva a expresar, como vemos hacia las 30-40h DFP.  La expresión de bs-lacZ en este 

momento, en la parte presuntiva de capitelo, es muy débil, menor que la que vemos de Mys-

GFP o Tensin-GFP. Quizás bs-lacZ no refleje totalmente la expresión de bs en este momento o 

no se pueda mantener la expresión incluso si Ubx no está activo.  

 

Está publicado (Roch y Akam, 2000) que Ubx se expresa en el disco de halterio durante el 

desarrollo pupal pero que la diferenciación celular característica del disco de halterio, distinta 

a la que ocurre en el disco de ala, no depende de Ubx durante pupa. Sin embargo, en este 

trabajo no se analizó si la forma general del disco requiere la presencia de Ubx durante este 

periodo. En nuestros experimentos hemos visto que la forma globular del halterio requiere 

Ubx hasta al menos 24h DFP, que esta forma requiere preservar la MB en las primeras horas 

de la pupación, inactivando Mmps, y quizás la actividad de integrinas y proteínas asociadas en 

estadios posteriores. 
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Figura 51. Esquema de la regulación de genes implicados en adhesión por el gen Hox Ultrabithorax. Ubx en halterio 
regula negativamente al gen bs, que codifica para el factor de transcripción DSRF. Este a su vez regularía la 
transcripción de dos genes, el gen mys y el gen by, a este último directa o indirectamente a través de la regulación de 
otro factor de transcripción (FT). El gen mys codifica la proteína βPS, y el gen by codifica para la proteína Tensina, 
ambas implicadas en la generación y estabilización de adhesiones focales.  
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Conclusiones/Conclusions 
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1.  El disco de halterio no sufre aposición ni adhesión de sus superficies dorsal y ventral durante la 

etapa de pupa temprana, al contrario de lo que ocurre en el disco de ala, debido a la expresión del 

gen Ultrabithorax.  

 

2. Las proteínas que componen la membrana basal se degradan más tarde en el disco de halterio 

que en el disco de ala durante la etapa de pupa temprana, debido a la expresión del gen 

Ultrabithorax.  

 

3. La expresión de la Metaloproteasa 1, que degrada a los componentes de la membrana basal, está 

regulada de manera negativa en el disco de halterio por el gen Ubx en la etapa de pupa temprana. 

La expresión del inhibidor de Metaloproteasas (Timp), en cambio, está regulada de forma 

positiva. Estas regulaciones hacen que la membrana basal persista más horas en el disco de 

halterio que en el de ala.  

 

4. La expresión ectópica de Metaloproteasa 1 en el disco de halterio produce halterios algo más 

alargados y aplanados que en el individuo silvestre, mientras que la inactivación de las dos 

Metaloproteasas en el disco de ala, al expresar Timp, produce alas globosas y algo más pequeñas. 

 

5. La proteína βPS codificada por el gen myospheroid (mys) y la proteína Tensina codificada por el 

gen blistery (by) se localizan de manera diferente en la parte distal de los discos de ala y halterio 

en la etapa de pupa, habiendo menos expresión en el disco de halterio.  

 

6. El factor de transcripción Drosophila Serum Response Factor (DSRF) codificado por el gen 

blistered, no se expresa, o lo hace muy débilmente, en la parte distal del disco de halterio durante 

la pupación. En el disco de ala este factor regula positivamente la transcripción de los genes 

myospheroid y blistery. 

 

7. blistered, myospheroid y blistery están regulados negativamente por el gen Ultrabithorax. 
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1. The haltere disc dorsoventral layers do not go under apposition nor adhesion process during the 

early pupa stage because of the Ultrabithorax gene expression.   

 

2. The proteins that compound the basal membrane degrade later in haltere pouch imaginal disc 

compare to wing disc during the early pupa stage, because of the Ultrabithorax gene expression. 

 

3. The expression of Metalloprotease 1, which degrades basal membrane components, is 

downregulated in the haltere imaginal disc by the Ubx gene in the early pupa stage. Nevertheless, 

the expression of Tissue Inhibitor of Metalloproteases (Timp) gene is upregulated in haltere 

imaginal disc. Because of these regulations, the basal membrane perdure more in the haltere disc 

than in the wing disc.  

 

4. The ectopic expression of Metalloprotease 1 in the haltere imaginal disc produce halteres more 

elongated and flatter than in the wild type, while the inactivation of the two Metalloproteases in 

the wing disc, because of the overexpression of Timp, produce bloated and more little wings.  

 

5. The βPS protein coded by myospheroid (mys) gene and Tensin protein coded blistery (by) gene are 

localized in a different pattern in the distal part of the wing and haltere imaginal discs in pupal 

stage, finding less protein expression in the haltere disc.  

 

6. The Drosophila Serum Response Factor (DSRF) coded by blistered gene is barely expressed in the 

distal part of the haltere disc during the pupal stage. This factor in the wing upregulates the 

transcription of myospheroid and blistery genes. 

 

7. blistered, myospheroid and blistery genes are downregulated by the Ultrabithorax gene.  
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