Desenvolvimento de
Drosophila
Parte II

O parassegmentos

Os primeiros sinais visiveis de segmentagcdo nho embrido sdo
sulcos transitérios na superficie do embrido apés a
gastrulagdo.

Esses sulcos definem os parassegmentos.

Ha 14 parassegmentos -> unidades fundamentais

Cada parassegmento se comporta independentemente, sob
o controle de um conjunto especifico de genes.

Os parassegmentos estdo fora de fase em relagdo aos
segmentos
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Os genes "pair-rule”

Delimitam os parassegmentos e sdo expressos em séries
de sete faixas transversais ao eixo a-p do embrido

Anterior eve"-SkiQfd fushi-tarazu Pasterior

A posigdo da faixas repetidas dos genes "pair-rule” é
estabelecida pelo padrdo ndo repetido dos "gap genes”
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Posicionamento das faixas dos “pair-rule”
Mutagdes nesses genes afetam segmentos alternados

Alguns deles afetam parassegmentos impares (even-
skippea)

Outros afetam parassegmentos pares (fushi-tarazu)

O padrdo em faixas dos “pair-rule” surge antes da
celularizagdo da blastoderme

Como a 2° faixa de eve é estabelecida
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em cada faixa os “pair-rule” respondem a diferentes
concentragoes e combinagdes dos fatores de
transcrigdo dos "gap-genes”.

Binding of gap-gene proteins to one of the regulatory regions in the promoter of even-skipped
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regido reguladora do gene even-skipped, com ~500pb de
comprimento, mostra diferentes elementos que
controlam a expressdo de cada faixa -> lacZ

Genes de segmentagdo e compartimentos

Diferentemente dos "pair-rule” que sdo todos fatores de
transcrigdo, os genes de segmentagdo sdo mais diversos.

Sdo expressos em 14 faixas transversais, uma para cada
parassegmento.

Nesse momento a blastoderme estd celularizada e
portanto os genes de segmentagcdo agem num ambiente
celular.

Um dos genes de segmentagdo é engrarled, expresso nha
parte anterior de cada parassegmento.

engrarled é também um gene seletor que continua agindo
em estdgios posteriores.
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Expressdo de engrailed no embrido de estagio 11

s SR

transitory grooves

engrailed é
expresso
numa linha
transversal
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A expressdo de engrailed é controlada por genes “pair-

rule”

Mutantes sem fushi-tarazundo expressam engrarled nos
segmentos pares (onde 1z é normalmente expresso)

A margem anterior do parassegmento ¢ o limite de uma

restrigdo de linhagem celular

Células de um parassegmento ou seus descendentes
nunca se movem para um parassegmento vizinho

Dominios deste tipo com restrigdo de linhagem sdo

conhecidos como compartimentos

engrailed define o compartimento posterior do segmento

Estudo de compartimentos definidos por restrigdo de
linhagens pode ser melhor observado em adultos

Proliferating epithelium in larva

=

‘\ / Adult wing epithelium

<

[Expression in wing

Linhagens
podem ser
estudadas
por meio
de
mosaicos
genéticos
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Para melhor visualizar os compartimentos pode-se usar a
mutagdo Minute

Mutantes Minute crescem mais devagar. Recombinagdo
em células Min/+ induz clones que crescem mais rdpido e
podem ser visualizados mais facilmente

engrailed mutant wing

Genes de segmentagdo estabilizam limites dos
parassegmentos

Segmentos na parte ventral da larva possuem denticulos
na parte anterior e sdo carecas na parte posterior

Mutagbes em genes de segmentagdo alteram o padrdo
de denticulos:

wingless -> denticulos em todo o segmento. Parte
posterior perdida e anterior duplicada especularmente
hedgehog -> mesmo fendtipo >
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Estabelecimento dos limites do parassegmento depende de
um circuito de sinalizagdo intercelular envolvendo os genes
de segmentagdo wingless, hedgehog e engrailed

Anterior Parasegment boundaries Posterior
1

y
Segment boundaries

engrailed codifica um fator de transcrigdo, enquanto
Wingless e Hedgehog sdo proteinas sinalizadoras
secretadas

Wingless é o membro prototipico da familia Wnt, com
homélogos importantes no desenvolvimento de
invertebrados e vertebrados

Hedgehog também possui homélogos em outros animais,

incluindo vertebrados Ci = cubitus
No Hedgehog present: i is converted to a repressor Hedgehog present: i acts as a gene activator interruptus

Su(fu) =
Smoothened . supressor de

Patched =~ fused

. @ 6SK-3 =
glicogénio sintase
quinase
PKA = proteina
quinase A
CK1 = caseina
quinase 1
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Feedback de
Wingless e
Hedgehog
mantém a
polaridade do
segmento
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Wingless se move uma distdncia mais curta
posteriormente do que anteriormente pois é mais
rapidamente degradado no compartimento posterior

A epiderme de cada
segmento no
abdomem da
droséfila adulta é
dividida em um
compartimento
anterior e um
posterior

Cada célula da epiderme de droséfila adquire uma
polaridade antero-posterior individual

Muitas células apresentam polaridade celular plana ->
um lado da célula é diferente do outro

As células epidermais da asa de droséfila apresentam
cerdas somente na parte distal

Qual o mecanismo pelo qual isso ocorre ndo estd
completamente estabelecido
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Ao longo do tecido X forma um gradiente informacional
em resposta a Hedgehog (Hh) e Wingless (Wg) nos
limites dos compartimentos

Mutagdes em Frizzled resulta
em perda completa ou parcial
da polaridade das cerdas
abdominais através da via ndo
candnica por ligantes
desconhecidos

Medio-lateral cell elongation
and polarization
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Gradiente de Frizzled em azul e flechas orientagdo
das cerdas. Clone de células sem Frizzled reverte
o gradiente e a orientagdo das cerdas
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Em Oncopeltus alguns individuos tem um espago no limite
dos segmentos com cerdas de orientagdo alterada

Oncopeltus, hemiptero fitéfago (=pulgdo), tem um padrdo
de cerdas como droséfila
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Outros insetos usam mecanismos diferentes para
estabelecer o padrdo do corpo

Droséfila pertence a um grupo de insetos que apresentam
desenvolvimento de germe longo

Outros insetos como
o besouro-da-
farinha Tribolium,
tém
desenvolvimento de
germe curto

Short-germ insect fate map

Segmentos
abdominais

Nos insetos de germe curto a blastoderme é curta e forma
somente os segmentos anteriores. Os segmentos
posteriores sdo formados apés a gastrulagdo.

Os mesmos genes estdo envolvidos em ambos os
padroes e especificam por¢oes semelhantes

Kriippel hairy

- @ QB]D
VZ 3 g 5 6 7
Tribolium A 4
3
1 2

Algumas vespas parasitas possuem um padrdo semelhante
a mamiferos!!!
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Especificagdo da identidade do segmento

Cada segmento possui uma identidade Unica
especificada por uma classe de genes reguladores
mestres conhecidos como genes homeioticos seletores

Transformagdo homeidtica -> conversdo de um
segmento em outro, causada por mutagdes nos genes
Hox

Os genes Hox codificam fatores de franscrigdo e
derivam o seu nhome de um motivo no seu DNA, a
homeobox, que codifica parte do sitio de ligagdo ao
DNA destas proteinas chamada de homeodominio

Os dois conjuntos de genes Hox de droséfila sdo
chamados de complexo bithorax e Antennapedia

Anterior Posterior

Vem jop pl pp p—— e So [ Anp % Ubx == abd-A s Abd-B pmm &

Antennapedia complex bithorax complex

lab  labial Ubx  Ultrabithorax
pb  proboscidea abd-A abdominal-A
Dfd  deformed Abd-B Abdominal-8

Sar Sex combs reduced
Antp  Antennapedia

Mutagdes nos genes homeidticos resultam em homeiose ->
transformagdo de todo um segmento ou estrutura em uma
relacionada, p. ex. antena em pata
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Genes

g ' homeidticos
foram
descobertos
[ ; também em
Antennapedia complex i bithorax complex vertebrados

Hoxa, chromosome &
3.

Hoxb, chromosome 11

Hoxc, chromasome 15

Hoxd, chromosome 2

O complexo bithorax controla o desenvolvimento dos
parassegmentos 5-14 enquanto Antennapedia controla a
identidade dos parassegmentos mais anteriores

O complexo bithorax compreende trés genes
homeiéticos:

Ultrabithorax é expresso nos parassegmentos 5 a 12
abdominal-A é expresso nos parassegmentos 7-13

Abdominal-B é expresso do parassegmento 10 para trds
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A combinagdo da expressdo diferente desses trés genes
estabelece a identidade do parassegmento

Abdominal-B suprime U/trabithorax, de modo que a
expressdo de U/trabithorax diminui em diregdo ao paras-
segmento 14, a medida que a expressdo de Abd-B aumenta

A expressdo dos genes bithorax é controlada por “gap” e
"pair-rule genes”

bithorax mutant
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Mutagdes no complexo
bithorax afetam o
desenvolvimento das asas e
balancins no adulto
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O carater dos parassegmentos é especificado pelos

genes do complexo bitérax agindo de maneira combinada

As proteinas dos “"gap genes” e os "pair rule genes”
desaparecem apds 4h. A expressdo continua e correta
dos genes homeidticos envolve dois grupos de genes:
Polycomb e Trithorax

As proteinas do grupo Polycomb mantém repressdo
transcricional dos genes homeiéticos onde eles estdo
desligados

Proteinas do grupo Trithorax mantem a expressdo nas
células onde eles estdo ligados

Os genes controlados pelas proteinas homeioticas sdo
quase todos desconhecidos

A ordem de expressdo dos genes Hox corresponde a
ordem dos genes ho cromossomo

Utilizagdo de elementos P e Gal4 para andlise de
promotores especificos

“Enhancer trap” B o
PR AR R
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Pattern line Target lines
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gene

(Gal4 sites

Gal4

Pattern P element Target P element
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Evolugdo funcional de modulos reguladores em cis
(CRM) num gene homeidtico de drosofila

A taxa de evolugdo de uma dada sequéncia de DNA é

inversamente relacionada ao hivel de "coagdo" funcional.
Isso estd bem estabelecido para os genes homeidticos.

Enquanto a conservagdo geral da sequéncia de DNA nos
CRMs de drosdfila ndo € diferente das regides
gendmicas vizinhas, sitios criticos para fatores de
transcrigdo dentro dessas CRMs sdo bastante
conservados.

Ho et al., PLoS Genet. 5(11): e1000709. doi:10.1371/ journal.pgen.1000709, no prelo, 2009.

CRMs na regido 3' do gene Abdominal-B

Sitio de inicio
de transcricdo

enhancers

posigéo em Kb
na sequéncia [~ +1 1
U31961
N [Se)

Sitios de ligagdo de “gap genes”
ou “pair-rule genes”

\/

sequéncias
promotoras

elementos de resposta a Polycomb

Ho et al., PLoS Genet. 5(11): €1000709. doi:10.1371/ journal.pgen.1000709, no prelo, 2009.
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Arvore de consenso das espécies de droséfila e conservagdo
de sequéncia no gene Abd-B

common ancestor
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BX-C === 86 88 51 34 18
Abd-B exons GG 67 63 53
iab5-iabs NS 86 88 47 30 12
CRMs === 86 86 49 31 12
Enhancers  [SEN 90 89 55 38 9
Insulators — - 79 79 27 14 1
Anti-insulator IO 90 56 5 0
PRE = 67 69 37 23 19

Ho et al., PLoS Genet. 5(11): e1000709. doi:10.1371/ journal.pgen.1000709, no prelo, 2009.

Plot de conservagdo das regides genomicas dos “enhancers”
dIAB5, IAB5 e IABS
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Ho et al., PLoS Genet. 5(11): e1000709. doi:10.1371/ journal.pgen.1000709, no prelo, 2009.
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Agdo do “enhancer” TAB5 de diferentes espécies na
expressdo de eve-/acZ em embrides transgénicos de
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Stage 5

Stage 9

melanogaster

expressdo de lacZ no 5°, 7° e 9° segmentos

Ho et al., PLoS Genet. 5(11): e1000709. doi:10.1371/ journal.pgen.1000709, no prelo, 2009.
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