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ventrales en los organismos bilaterales.'” Estos ge-

mos que permiten la especificacién
del plan corporal, a lo largo de los

ejes antero-posteriores y dorso-

nes presentan una secuencia altamente conservada
denominada homeobox, que codifica para un poli-
péptido de 60 aminodcidos, conocido como
homeodominio (HD), el cual representa el dominio
de unién al DNA,*’ y contiene un motivo de cua-
tro aminodcidos altamente conservado, denomina-
do “YPWM?”, involucrado en interacciones protei-
na-proteina.®!!

En este trabajo se investigé la paradoja de los ge-
nes Hox, que consistié en determinar el mecanismo
molecular mediante el cual las homeoproteinas alta-
mente similares adquieren distintas funciones du-
rante el desarrollo. Debido a lo anterior, se realizé la
diseccién molecular de la homeoproteina Antena-
pedia (Antp), para determinar su actividad funcio-
nal durante diferentes etapas del desarrollo de D.
melanogaster. Para ello, se analizé la actividad fun-

El presente articulo estd basado en la investigacién “Disecciéon molecular
de la funcién dual de Antenapedia en el control genético del desarrollo
en Drosophila melanogaster”, galardonada con el Premio de Investiga-
cién UANL 2012, en la categoria de Ciencias Naturales, otorgado en
sesion solemne del Consejo Universitario, en septiembre de 2012.
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cional de Antp, mediante un andlisis mutacional de
YPWM, el enlazador corto y largo entre el HD y
YPWM, asi como la sustitucién y fusién al dominio
de represion WRPW. La mutacién de YPWM en
Antp mostré que este motivo es necesario e indis-
pensable para la funcién iz vive de Antp en la invo-
lucién de la cabeza, en las transformaciones toracicas
T1 a T2 y antena-tarso, mediante represién de los
genes de la antena y activacion de los genes tarsales.
Esta funcién dual del motivo YPWM también se
demostré a nivel molecular en la activacién y repre-
sién de los genes blancos especificos de Antp, en la
que se requirié para la activacién ectdpica de los ge-
nes teashirt (tsh) y grain (grn), asi como para repre-
sién enddgena de Ser y ectdpica de Salm y dan. Por
otro lado, la sustitucién y fusién del motivo WRPW
rescat6 e incrementd, respectivamente, el fenotipo
en la actividad represora de YPWM en Antp, y no
afectd su activacion funcional en las transformacio-
nes tarsales, ni en la activacién de los genes blanco
de Antp analizados. Adicionalmente, las variaciones
en la longitud del espaciador (4-8 aminodcidos) que
se presentan en las diferentes isoformas de Antp in-
crementaron preferencialmente la eficiencia en la
activacion/represién, al sugerir la participacién del

espaciador en la especificidad funcional de Antp.

* Universidad Auténoma de Nuevo Leén. FCB.
diaresendez@gmail.com
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METODOLOGIA
Construccién de pldsmidos recombinantes

La construccién de las secuencias codificantes para
Antp y las mutantes se realizaron en el vector pUAST,
con los procedimientos estindares de biologia mo-

lecular.'>4

Generacién de moscas transgénicas y cruzas

gendéticas

Para la generacién de las lineas de moscas transgéni-
cas, los pldsmidos recombinantes se introdujeron en
la linea germinal de D. melanogaster, mediante
microinyeccién," para su posterior identificacién y
balanceo de los cromosomas en las lineas transgéni-
cas. Todas las lineas de Drosophila melanogaster se
mantuvieron como homocigotas viables, o lineas
balanceadas, a 18°C en tubos de comida estindar
(Fisher Scientific). Para la expresién ectépica de Antp
y las mutantes, se utilizé el sistema binario de regu-
lacién GAL4.'®* Las cruzas genéticas se realizaron
con moscas virgenes de las lineas productoras prc-
Gal4, nullo-GAL4, DI-GAL4 y Salm-lacZ, y machos
de las lineas reporteras yw; UAS-Antp y UAS-
mutantes, como se describié previamente.'® La co-
lecta sincronizada de los embriones y la preparacién
de las cuticulas embrionarias se llevé a cabo con el

método antes descrito.'®"”

Visualizacién de la expresién génica mediante

inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Para la tincién de los embriones, se emplearon los
anticuerpos Anti-Antp4C3 1:250 (U. lowa), Anti-
Scr 1:100,% Anti-b-gal 1:500 (Molecular Probes) y
Anti-tsh 1:2000, de acuerdo a procedimientos es-

tdndares previamente descritos por Sullivan ez al.'®

La deteccién de las sefales de inmunohistoquimica
e inmunofluorescencia se realizé6 mediante observa-

cién en microscopia visible y confocal-ldser."”
RESULTADOS

El tetrapéptido YPWM de Antp es necesario para

la funcién homedtica en D. melanogaster

Para analizar la funcién in vive del tetrapéptido
YPWM, se llevé a cabo la expresion ectépica de la
homeoproteina silvestre (*""WM"Antp) y mutantes en
YPWM, por un bloque de alaninas (****Antp) o por
el dominio de represion WRPW (YRF¥Antp), asi
como la fusién de este dominio en el extremo C-
terminal de Antp (""YMAntpV*'VY) y mutante de
alaninas (**Antp¥*"Y), durante la etapa de
preblastodermo y blastodermo del embrién con la
linea productora nullo-GAL4.*

Las larvas que sobreexpresaron Antp mostraron
pérdida total de la involucién de la cabeza, transfor-
macién homedtica del primer segmento protoricico
(T1) a mesotdracico (T2) y reduccién de denticulas
protordcicas (figura 1B). Por el contrario, que la sus-
titucién de alaninas en YPWM mostré un fenotipo
normal (figura 1A), ya que no se detecté transfor-
macién homedtica o alteracién de la involucién de
la cabeza (figura 1C). En contraste, la activacién
ectépica de las mutantes que contienen el dominio
WRPW (figuras 1D-F) mostré transformacién
homedética de T1 a T2 y represién de denticulas
protoracicas. La fusién de WRPW en el extremo C-
terminal de Antp gener6 el fenotipo mds dramatico,
representado por pérdida drastica de la involucién
de la cabeza y transformacién completa T1—T2, asi
como la deformacién del embrién (figura 1E). Ade-
mds, la sobreexpresién de mutantes con el enlazador
corto (figuras 2G y H) caus6 un bloqueo pronun-
ciado de la involucién de la cabeza, y ocasioné la
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Fig. 1. Efecto de la expresion ectdpica de Antp y mutantes en la transforma-
cién homedtica e involucién de la cabeza. El diagrama en la parte superior
representa la estructura de la homeoproteina Antenapedia y sus mutantes en
YPWM, enlazador y fusién de WRPW. El enlazador largo de ocho aminoaci-
dos se describe como LL (del inglés long linker) y el espaciador corto de
cuatro aminodcidos se representa como SL (del inglés short linker). Las pro-
tefnas con LL serén referidas en el texto tnicamente como Antp, ****Antp,
WRPW Antp, YPWMAntpWRPY y AMMAAntpVRPW La imagen inferior muestra un em-
brién silvestre con un desarrollo normal (A), mientras que la expresion ectopica
de Antp (B) y mutantes que contienen WRPW (D-F) bloquearon la involucién
de la cabeza y presentaron transformacion tordcica T1-T2, a diferencia de la
linea “***Antp (C). Las lineas SL (G _H) mostraron un fenotipo idéntico a sus
contrapartes LL (B, D). Los nimeros representan los segmentos protoricico
(1), mesotdracico (2) y metatordcico (3). Las flechas y asteriscos muestran las
denticulas protorécicas y defectos en la involucién de la cabeza, respectiva-
mente.

pérdida completa de estructuras bucales, en compa-
racién con sus contrapartes con el enlazador largo
(figuras 1B y D). Estos resultados indican que el te-
trapéptido YPWM se requiere para la funcién
homedtica de Antp, la cual es favorecida por la pre-
sencia del enlazador corto; mientras que la sustitu-
cién de este motivo por el dominio WRPW permite
conservar la especificidad funcional de esta
homeoproteina en la expresidn ectdpica en la cabe-

za.
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Antp requiere la presencia del dominio funcional

YPWM para inducir la transformacién antena-tarso

Para analizar si el motivo YPWM se requiere en las
transformaciones tarsales de la antena en Drosophi-
la, utilizamos el sistema UAS-GAL4, con el poten-
ciador Distal-less (DIl), para dirigir Antp y mutantes
ala antena. La induccién ectdpica de patas tordcicas
T2 con cerdas apicales y preapicales en la tibia distal
se generaron en las lineas que contenian el dominio
YPWM (figuras 2B y 2G). En contraste, no se de-
tecté transformacién en la mutante de alaninas (fi-
gura 2C), inicamente muestra un leve engrosamien-
to de la arista y unas pocas cerdas ectépicas en el
segmento numero 3 de la antena (A3), debido pro-
bablemente a la presencia del HD en la proteina.
Resultados similares se obtuvieron con la mutante
de alaninas fusionada al dominio de represién
WRPW (A4 Antp¥®*Y), en la que numerosas cer-
das tarsales y ausencia de la arista fueron identifica-
das en la antena (figura 2E). Asimismo, la sustitu-
cién de YPWM por WRPW en Antp causé un
sobrecrecimiento del segmento A3 (figura 2D). Las
transformaciones tarsales dependieron del tamano
del enlazador entre YPWM y el HD de Antp, ya que

Antena silvestre
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Fig. 2. Transformaciones tarsales generadas por Antp con el motivo YPWM.
La presencia de YPWM en Antp incrementa fuertemente la transformacion
tarsal de la antena (B, E, G); y su ausencia genera una muy débil transforma-
cién (C, F). La doble mutante Y*MAntp"*"Vinduce transformaciones tarsales
(E), adiferencia de la sustitucién con WRPW, que confiere tinicamente engro-
samiento débil de la arista (D, H). Los segmentos antenales estan indicados
con lineas curvas seguidas de nimeros que corresponden a los diferentes seg-
mentos (2= segundo segmento antenal, 3=tercer segmento antenal, Ar=arista).
La cerdas de la pata se seialan con flechas negras, e indican una transforma-
cién débil del segmento A3, y la presencia de cerdas apicales/preapicales (ca-
beza de flecha roja) indica la identidad de patas mesotoracicas (T2). Los gan-
chos tarsales y segmentos antenales transformados se sefialan con un asteris-
co azul o color rojo, respectivamente.
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las lineas con el enlazador largo mostraron un efecto
mds dramdtico que con el corto de cuatro aminodci-
dos (figuras 2G y H). Estos resultados muestran, sin
lugar a dudas, que la transformacién de antena a
tarso requiere la presencia del dominio funcional
YPWM de Antp, y

WRPW no sustituye la funcién de este motivo, mien-

que el dominio de represién

tras que el enlazador largo favorece transformacio-

nes mas dramdticas.

La activacién del gen blanco tsh por Antp es de-
pendiente de YPWM

Se utilizé el gen blanco #sh como modelo para deter-
minar la funcién activadora de Antp iz vivo (figura
3A). En todas las construcciones evaluadas se mos-
tr6é que la activacion de #h en la regién anterior del
embridn (cabeza) requiere del motivo funcional de
YPWM de Antp (figuras 3C, D, Fy H). Sin embar-
go, se observaron diferencias en las lineas con dis-
tinta longitud del espaciador; la activacién inducida
por YWWMSLAnep fue menor que WMUAntp (figuras
3B y G). Asimismo, se logré modificar la funcién

activadora de Antp a parcialmente represora, me-
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Fig. 3. La activacion ectopica de tsh en segmentos anteriores depende de
YPWM de Antp. Los embriones, en la parte superior, muestran la expresion
de tsh (rojo) y en la inferior la colocalizacién (amarillo) de tsh con Antp (ver-
de). Todas las lineas UAS se indujeron con el potenciador ptc-GAL4. El do-
minio de activacién ectépica de tsh se seiala con lineas punteadas. (A) La
tincion de los embriones muestra la expresion de los genes endégenos. (B)
Activacion anterior de tsh por Antp. (C, D) La sustitucién de YPWM por
alaninas o WRPW inhibe la funcion activadora de Antp. (E, F) En contraste,
la adicién de WRPW no alteré su actividad, pero la doble mutacion causé un
decremento. (G H) Las lineas con el enlazador corto exhiben una reducida
funcién activadora, donde la sustitucion con WRPW inhibe totalmente la acti-
vacion de tsh por Antp.

diante la sustitucién de YPWM con el motivo
WRPW (figuras 3E, F y H).

La activacién del grn por Antp requiere la presen-

cia de YPWM

Las transformaciones tarsales requieren la activacién
ectépica de genes especificos de pata, como grain
(grn). Para evaluar la actividad funcional de YPWM
en Antp, se analizé la activacién de grn en discos
imaginales, con el potenciador D//-Gal4. La tincién
de b-gal mostré los patrones de expresién endégena
y activacioén ectdpica, debido a la expresién de las
diferentes mutantes de Antp (figura 4). Estos resul-
tados confirmaron un requerimiento absoluto de
YPWM de Antp para la activacién ectépica de grn
en el disco de la antena (figuras 4C, D, Fy H). Las
lineas con la sustitucién de YPWM por alaninas (fi-
guras 4C y F) mostraron el mismo patrén de expre-
sién enddgena que el control (figura 4A), mientras
que las mutantes en las que WRPW reemplazé al
motivo YPWM fallaron en la activacién de grn (fi-
guras Dy H), confirmaron asi el requerimiento de
YPWM para la activacién transcripcional. En con-
traste, la adicién de WRPW no alterd la regulacién
de Antp sobre grn (figura 4E). Asimismo, no se ob-
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Fig. 4. Activacion ectépica del gen especifico de pata grn en el disco de la
antena. (A) Patrén de expresion endégena de grn en el disco del ojo y nervio
de Bolwin, mediante tincion de b-galactosidasa. (B) Activacion ectdpica de
grnen el disco de la antena por Antp. (C) La mutacién de YPWM por alaninas
inhibe completamente la activacion ectépica, y (D) la sustitucion por WRPW
inhibe ligeramente esta activacién. (E) La adicion de WRPW en Antp no mo-
difica la activacién de grn. (F) La adicion de WRPW no modifica la pérdida
de actividad en la sustitucion de YPWM por alaninas. (G, H) Las variantes de
enlazador corto activan o inhiben grn, de igual manera que las variantes del
largo.
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servaron diferencias entre la construccién con el

enlazador largo y con el corto (figuras 4B y G).

El motivo YPWM de Antp es esencial en la repre-

sién de Scr endégeno

La represién enddgena de Sex combs reduced (Scr)
por Antp se usé para determinar la habilidad de Antp
para actuar, directa o indirectamente como represor
transcripcional. Para ello se utilizé el potenciador
patched (ptc), que dirige la expresién ectdpica de las
construcciones de Antp en el compartimiento ante-
rior de cada parasegmento; posteriormente, se ana-
liz6 su efecto en la expresién endégena de Ser. Los
resultados mostraron la represién de Scr en el seg-
mento labial y T1 por Antp (figura 5B). En contras-
te, la mutacién de YPWM por un bloque de alaninas
no ocasiond la represién de Ser en el embrién (figu-
ra 5C), mientras que la sustitucién por el dominio
WRPW (Y®*¥Antp) muestra una represion parcial (fi-
gura 5D). Las mutantes con la fusién de WRPW en el
extremo C-terminal de Antp presentaron la actividad

ectdpica de Antp normal (figuras 5E y F), y las protei-

~o
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Fig. 5. La represion de Scr en embriones requiere la presencia de YPWM en
Antenapedia. Las imagenes superiores corresponden a un acercamiento de la
region de represion, y las inferiores muestran el embrion completo. (A) Scr se
expresa normalmente en los segmentos labial (Ib) y T1 del embrién (rojo). (B,
D-H) La expresion ectpica de Antp y mutantes (verde) con sustitucién de
YPWM por WRPW o adicién de WRPW en el extremo C-terminal reprimen
total o parcialmente la expresién endégena de Scr. (C) La sobreexpresion de
la mutante ****Antp no ocasion6 la represién de Scr en el embrién, observan-
dose una colocalizacion de ambas proteinas (amarillo).

nas con el enlazador corto exhiben una mayor activi-
dad represora en comparacién con las del largo (figuras
5G y 6H). Estos resultados demuestran la importancia
del motivo YPWM en la actividad funcional de Antp
para la represion de Scr; asimismo, sugieren que la ca-
pacidad represora de la homeoproteina Antp depende

parcialmente del tamano del enlazador.

YPWM de Antp es crucial para la represién del gen
antenal Salm

Las transformaciones tarsales en el disco antenal tam-
bién requieren la represién de genes Salm y dan ne-
cesarios para la morfogénesis de la antena. Esta re-
presién permite que las células del disco antenal se
redisefien para el desarrollo de la pata.?* Como se
esperaba, la expresién ectépica de Antp mostré la
represion de Salm en el disco de la antena (figura
6B). Este gen blanco se reprime completamente en
el segmento antenal A3 en todas las mutantes pro-
badas (figuras 6D-H), con excepcién de la linea que
presenta la sustitucién de alaninas en YPWM (figu-
ra 6C). Las proteinas mutantes de enlazador corto

no mostraron diferencia con Antp (figuras 6G y H).

WRIW LLAntn

TEWM LL gt

AntpWrrw WIRFW SLARE

Fig. 6. La expresion ectépica de Antp reprime Salm de manera dependiente de
YPWM. (A) Expresién enddogena y ectépica de Salm (rojo) y Antp (verde),
respectivamente, en el disco imaginal ojo-antena. (B, D-H) Las mutantes con
dominio YPWM y WRPW reprimen la expresion de Salm en el segmento
antenal. (C) La linea ****Antp no afecta la expresion del gen blanco Salm
ocasionando la colocalizacién de ambas proteinas (amarillo).
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Estos resultados corroboran la importancia de la pre-
sencia del motivo YPWM en Antp, para llevar a cabo

la represion del Sa/m en el disco imaginal de antena.
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Una de las estrategias empleadas en D. melanogaster
para analizar la funcién in vivo, ya sea activadora o
represora de las homeoproteinas, es expresarlas
ectépicamente en un lugar donde normalmente no
se expresan.”? Por ello, utilizamos el sistema de re-
gulacion UAS/GAL4 para dirigir la expresién de la
homeoproteina Antp y las mutantes en YPWM, re-
gi6n enlazadora o fusionadas con WRPW en dife-
rentes etapas del desarrollo. Este dominio se encuen-
tra altamente conservado en proteinas represoras con
estructura bHLH (Hairy, Huckebein, etc.), y su
importancia se demostr6 en la secuenciacién de los
alelos del gen Hairy, que presentaba dos mutaciones
que afectaban especificamente al dominio WRPW
de esta proteina.?”*

Nuestros resultados muestran que la expresién
ectépica de Antp generd la transformacién
homedética T1-T2, con pérdida de involucién de la
cabeza, lo cual corrobora que esta sobreexpresion
causa la represién de genes requeridos en el desarro-
llo normal de la cabeza.***! En este caso, el dominio
YPWM es responsable de la actividad represora de
Antp, ya que la mutacién de este motivo por alaninas
mostré un fenotipo larvario normal. Ademis, la fu-
sién de un segundo dominio represor (WRPW) in-
crementd la capacidad represora y el efecto fenotipico
de la homeoproteina, debido probablemente a la
interaccidn con el correpresor Groucho, que reco-
noce el dominio WRPW.??! La sobreexpresién de
las mutantes con sustitucién del motivo YPWM por
WRPW mostraron un fenotipo similar al obtenido
con Antp, sugiriendo que el dominio WRPW resca-
ta la actividad homedtica de Antp, en ausencia de

YPWM. En la etapa adulta de la mosca, la expresion
ectépica de Antp gener6 ademds la transformacién
homedtica del segmento antenal A3 a tarso y la pre-
sencia de cerdas en la tibia distal. Como se esperaba,
las mutantes con sustitucién de YPWM por alaninas
presentaron una transformacién nula o débil de la
antena, y corroboraron asi la importancia funcional
de YPWM en la actividad homedtica de Antp. Re-
sultados similares se obtuvieron en la combinacién
de AAAA-Antp y una forma activa constitutiva del
receptor Notch,” o en la sustitucién de YPWM por
AAAA en fushi tarazu.’* En contraste con los defec-
tos en el desarrollo embrionario, las mutantes que
contienen WRPW mostraron Ginicamente un engro-
samiento del segmento A3, indicando que este do-
minio represor no sustituye la funcién de YPWM
en la transformacion antena-tarso.

Dado que la transformacién homedética depende
de la activacién/represién de genes enddgenos, se
evalué el papel del motivo YPWM en la expresion
de los genes blanco #h, grn, Sery Salm como mode-
lo de estudio. El gen homeético #h se expresa nor-
malmente en los parasegmentos 3-13 del embrién.*
La sobreexpresién de Antp induce la activacion
ectépica de este gen blanco en la region anterior del
embrién.**3¢ La ausencia de activacién de #sh en la
mutante Antp con alaninas confirma que YPWM es
indispensable para la activacién de este gen blanco
en Drosophila. Sin embargo, estudios realizados con
las homeoproteinas ftz de Drosophila y Tribolium
establecieron que el motivo YPWM es necesario para
la activacién de #h in vivo.’

Asimismo, estos resultados proponen la forma-
cién de un heterodimero con el cofactor Exd para la
regulacion del gen blanco #h, debido a que la expre-
sién de este gen blanco en embriones nulos de Exd
se reduce considerablemente.’” Ensayos adicionales
de transactivacién y retardacién en gel corrobora-

ron la interaccién Antp/Exd mediada exclusivamente
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por el tetrapéptido YPWM de Antp.*® Otros estu-
dios revelan que el motivo YPWM también une la
homeoproteina Antp con la maquinaria transcrip-
cional basal, a través del factor TAF155." En el caso
de las transformaciones homedticas antena-tarso, se
requiere principalmente la activacién de genes espe-
cificos de pata y represién de genes necesarios para
la antena.* Los resultados obtenidos muestran que
la sobreexpresién de Antp resulté en una activacién
ectépica del gen grz en el disco imaginal de la ante-
na,*” y esta activacién presenta el mismo patrén de
comportamiento que el gen blanco #h: un requeri-
miento absoluto del motivo YPWM de Antp.

Por otra parte, el gen homedtico Ser se expresa
normalmente en el segmento protordcico (T1) del
embridn, pero no en el mesotéracico (12), debido a
la expresion enddgena de la homeoproteina Antp. 4!
Sorprendentemente, la expresién ectépica de Antp
es capaz de reprimir Ser en el segmento T1, a dife-
rencia de la mutante que presenta la sustitucién de
YPWM por alaninas, lo cual permite concluir que
YPWM es crucial en Antp para la represién de este
gen blanco. De igual manera, la represién del gen de
antena Salm en el disco imaginal ojo-antena por la
sobreexpresién de Antp o mutantes que contienen
un dominio funcional YPWM, con excepcién de
AMAntp, indican que este motivo presenta un pa-
pel esencial en el reclutamiento de correpresores para
la regulacién de estos genes blanco.

El potencial represor de YPWM fue adicional-
mente corroborado mediante su fusién al extremo
C-terminal de la proteina transactivadora GAL4
(GAL4"¥M)_El andlisis de la actividad transcripcio-
nal de esta proteina mostré una reduccién significa-
tiva de 55%, debido a la presencia de YPWM, con-
firmando que este motivo acttia como un dominio
de represién transcripcional de manera similar que
la fusién GAL4-WRPW previamente descrita.’**® Es

importante mencionar que en todos los experimen-
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tos las mutantes con sustitucién de YPWM por
WRPW conservaron la actividad represora, debida
probablemente a la presencia de este dominio, mien-
tras que la fusién de WRPW al extremo C-terminal
de Antp mostré una mayor represién, ya que con-
tiene dos dominios represores (YPWM y WRPW).
En relacién a esto, la adicién del dominio de repre-
sion engrailed (En), que es capaz de unirse a Gro in
vivo,*? no confirié cambios significantes en la activi-
dad de Antp (resultados no mostrados).

Este requerimiento diferencial del motivo YPWM
en Antp sustenta la nocién de que diferentes reglas
pueden aplicarse en la regulacién transcripcional
activadora y represora mediada por las homeopro-
teinas. La comparacién de secuencias de sitios de
unién Hox® muestran que los sitios bipartitas Hox-
Pbx se encuentran en potenciadores de genes activa-
dos por el complejo Hox-Pbx, mientras que los ele-
mentos regulatorios con sitios individuales Hox (sin
la unién de Pbx) se distribuyen igualmente entre los
genes activados o reprimidos por estos factores.

En conclusién, nuestros resultados son contun-
dentes, al demostrar que la homeoproteina Antp tiene
una funcién dual para la activacién de los genes re-
queridos en la morfogénesis del térax, asi como la
represion de los genes de la cabeza en D. melanogas-

ter como se detalla a continuacién:

La actividad funcional dual iz vive de Antp
en las transformaciones homedticas, en em-
briones y antena — tarso en adultos, requiere
la presencia de YPWM.

El dominio YPWM de Antp es necesario para
la activacién de los genes blanco #sh y grn en
la regién anterior del embrién y el disco
antenal de D. melanogaster, respectivamente.
La represién de los genes blanco: Scr en em-
briones, Salm y dan en el disco de antena de-

pende del tetrapéptido YPWM de Antp.

59 0



DISECCION MOLECULAR DE LA FUNCION DUAL DE ANTENAPEDIA EN EL CONTROL GENETICO DEL DESARROLLO

La sustitucién y fusién del motivo WRPW
rescata e incrementa, respectivamente, el
fenotipo de la actividad represora de YPWM
en Antp, y no afecta su activacion funcional.
El enlazador largo incrementa la capacidad de
activacion, mientras que el corto aumenta la

represién de Antp en D. melanogaster.
RESUMEN

Los genes homedticos estdn involucrados en el con-
trol genético del desarrollo de los diferentes organis-
mos que permiten la especificacién del plan corpo-
ral. Estos genes presentan una secuencia altamente
conservada denominada homeobox , que codifica para
un polipéptido de 60 aminodcidos, conocido como
homeodominio (HD), el cual representa el dominio
de unién al DNA y contiene un motivo de cuatro
aminoicidos altamente conservado denominado
“YPWM?”, involucrado en interacciones proteina-
proteina. En este trabajo se investigd la paradoja de
los genes Hox, que consiste en determinar el meca-
nismo mediante el cual homeoproteinas altamente
similares adquieren distintas funciones durante el
desarrollo. Se realizé la diseccién molecular de An-
tenapedia (Antp) para determinar su actividad fun-
cional durante el desarrollo de D. melanogaster. Para
ello se realizé el andlisis mutacional de YPWM, el
enlazador entre el HD y YPWM, asi como la susti-
tucién y fusién al dominio de represién WRPW en
la actividad funcional que permite la activacién y
represién de los genes blanco de Antp. La mutacién
de YPWM en Antp mostrd que este motivo es nece-
sario e indispensable para la funcién iz vivo de Antp
en la involucién de la cabeza, en las transformacio-
nes tordcicas T1 a T2 y tarsales mediante represién
de los genes de la antena y activacién de los genes
tarsales. Esta funcién dual del motivo YPWM tam-

bién se mostrd en la activacién y represién de los

genes blanco de Antp, ya que se requiri6 para la ac-
tivacién ectépica de los genes blanco teashirt (tsh) y
grain (grn), asi como para represion enddégena de Ser
y ectopica de Salm 'y dan. La sustitucién y fusion del
motivo WRPW rescataron e incrementaron, respec-
tivamente, la actividad represora de YPWM en Antp,
sin afectar su activacién funcional en las transfor-
maciones tarsales ni en la activacién de los genes blan-
co de Antp analizados. Por otro lado, las variaciones
en el nimero de aminodcidos que separan YPWM
del HD en las isoformas de Antp incrementaron
preferencialmente la eficiencia de Antp para la acti-
vidad de represién o activacion, lo que sugiere su
participacién en la especificidad funcional de Antp.
Los resultados obtenidos permiten concluir que el
tetrapéptido YPWM de Antp tiene una funcién dual
para la activacién de los genes requeridos en la in-
duccién del tarso, asi como la represién de los genes
antena, ya que mostr6 ser indispensable y crucial para
la activacién y represién de los genes blanco de Antp
en diferentes etapas del desarrollo de D. melanogas-
ter. Lo anterior es altamente relevante, ya que la acti-
vidad funcional de los diferentes genes blanco se re-
gula por interacciones proteina-proteina, a través del
tetrapéptido YPWM, modulando la seleccién de los
genes blanco de Antp, que permiten el desarrollo
del térax y reprimen los genes de la cabeza en D.
melanogaster. Este mecanismo molecular de activa-
cién-represion génica sugiere la interaccién con di-
ferentes cofactores (activadores o represores), en una
forma dindmica que permite la especificidad funcional

de Antp durante el desarrollo de D. melanogaster.

Palabras clave: D. melanogaster, Antenapedia,

YPWM, WRPW.
ABSTRACT

The homeotic genes are involved in the genetic con-
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trol of development of the different organisms the
specification of body plan. These genes have a highly
conserved sequence known as homeobox, which
encodes a polypeptide of 60 aminoacids known as
homeodomain (HD), which represents the DNA
binding domain and contains four highly conserved
amino acids called «<YPWMb», involved in protein-
protein interactions. In this study the paradox of Hox
genes is studied, to determine the mechanism by
which highly related homeoproteins acquire differ-
ent functions during development.

We performed molecular dissection of
Antennapedia (Antp) to determine their functional
activity during development of D. melanogaster. To
do this, we performed mutational analysis of YPWM,
the link between HD and YPWM, as well as the
substitution and fusion into the WRPW domain of
repression to dtermine the functional activity that
allow activation and repression of target genes Antp.
The mutation of YPWM showed that this motif is
necessary and indispensable for the iz vivo function
of Antp in the involution of the head, in the tho-
racic transformations of T1 to T2, and in the tarsal
transformation through repression of genes of the
antenna and tarsal gene activation. This dual func-
tion of YPWM was also shown in the activation and
repression of target genes Antp because it was re-
quired for ectopic activation of target genes teshirt
(2sh) and grain (grn), as well as for endogenous re-
pression of Scr and ectopic repression of Sa/m and
dan. The replacement and fusion of the WRPW
motif rescued and increased respectively the repres-
sive activity of YPWM in Antp, with no effect on
the functional activation of tarsal changes, or in the
activation of the analyzed Antp target genes. On the
other hand, variations in the number of amino acids
which naturally separate YPWM from HD in the
Antp isoforms preferentiallly increased efficiency of

Antp for repression or activation activity, suggesting
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its involvement in the funcional specificity of Antp.
The results obtained indicate that the tetrapeptide
YPWM of Antp has a dual role in the activation of
genes required for the induction of tarsus, as well as
the repression of antenna genes, which proved to be
essential and crucial for the activation and repres-
sion of genes target of Antp in different develop-
mental stages of D. melanogaster. The latter is highly
relevant, as the functional activity of the different
target genes can be regulated by protein-protein in-
teractions, through the tetrapeptide YPWM modu-
lating the selection of target genes that allow the de-
velopment of thorax by Antp and repress the head
genes in D. melanogaster. The molecular mechanism
of activation and repression gene suggests interac-
tion with different cofactors (activator or repressors)
in a dynamic way that allows the functional speci-
ficity of Antp during development of D. melanogaster.

Keywords: D. melanogaster, Antennapedia, YPWM,
WRPW.
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