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1. RESUMEN 

 

La coordinación entre el crecimiento y la diferenciación celular es crítica para 

obtener un tamaño y una forma adecuados para cada organismo. Estos procesos 

involucran a un gran número de cascadas de señalización que determinan las 

instrucciones celulares en espacio y en tiempo. Entender cómo estos procesos 

son regulados es una cuestión fundamental y aún sin resolver. A través de un 

análisis genético en Drosophila melanogaster, en este trabajo mostramos que la 

fosfolipasa C de tipo  (PLC-), codificada por small wing (sl), actúa como una 

conexión entre el crecimiento y la diferenciación celular. A pesar de que sl tiene 

una fuerte expresión durante la embriogénesis, las moscas homocigotas mutantes 

nulas para sl son viables y fértiles. Estas mutantes muestran, sin embargo, una 

combinación de defectos en el crecimiento y en la diferenciación: alas pequeñas, 

fragmentos de venas ectópicos y células fotorreceptoras R7 extras. Además, 

también presentan un peso menor y ojos más pequeños. Encontramos que sl se 

expresa en los tejidos precursores del ala y el ojo en las etapas en que ocurre el 

crecimiento y la diferenciación celular. Además, mostramos que la PLC-, después 

de ser activada por la vía de la insulina, modula la actividad de la vía del 

EGF/MAPKs con lo que estimula el crecimiento celular e inhibe la diferenciación. 

Estas funciones requieren tanto de la vía de señalización clásica de la PLC- como 

de la regulación del procesamiento de ligandos homólogos a EGF. Los dominios 

SH2 de la PLC- se requieren de forma diferencial para estas funciones. 

Finalmente, proponemos un modelo en el cual la PLC- promueve el crecimiento y 

suprime la diferenciación ectópica, permitiendo que las células alcancen un 

tamaño normal y una diferenciación apropiada. 
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2. ABSTRACT 

 

Coordination between growth and patterning/differentiation is critical if appropriate 

final organ structure and size is to be achieved. These processes involve signal 

transduction cascades that determine the spatial and temporal pattern of cellular 

instructions. Understanding how these two processes are regulated is therefore a 

fundamental and as yet incompletely answered question. Here we show, through a 

genetic analysis in Drosophila melanogaster that the phospholipase C- (PLC-), 

encoded by small wing (sl), acts as such a link between growth and 

patterning/differentiation. Surprisingly, despite high expression during 

embryogenesis, homozygous sl null mutants are viable and fertile. sl mutants have 

previously been shown to have a combination of both growth and 

patterning/differentiation phenotypes: small wings, ectopic wing veins, and extra 

R7 photoreceptor cells. We also found that body weight is reduced, as is eye size. 

Consistently, sl is expressed in eye and wing imaginal discs at stages where 

growth and cell differentiation are taking place. Also, we show here that PLC-, 

activated by the insulin pathway, participates positively during cell growth by 

modulating the EGF/MAPKs pathway activity; and also that, activated by the insulin 

receptor, negatively regulates the EGF/MAPKs pathway during differentiation. 

These roles require both the classic PLC- signaling pathway and regulation of 

EGF ligands processing downstream of PLC-. The two PLC- SH2 domains are 

required in a differential way. Finally, we propose a model in which PLC- promotes 

growth and suppresses ectopic differentiation allowing cells to attain a normal size 

and proper differentiation. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

Durante el desarrollo, las células de un organismo multicelular deben coordinar los 

procesos de crecimiento, proliferación y diferenciación celular para obtener un 

tamaño y una forma adecuados. Estos procesos celulares requieren de una 

apropiada comunicación entre las células así como de redes de señalización 

dentro de las mismas.  

 

3.1 Crecimiento, proliferación y diferenciación celular 

 

Mientras que la talla de cualquier organismo está determinada por el número y el 

tamaño de las células, la forma se adquiere mediante procesos de diferenciación 

celular (Conlon y Raff, 1999; Zhu y Skoultchi, 2001).  

 

El tamaño de una célula depende de factores intrínsecos y extrínsecos. El tipo 

celular es un claro determinante intrínseco, así por ejemplo, una célula neuronal 

es mucho más grande que una epitelial. Otro factor intrínseco es la cantidad de 

material genético que contiene la célula. Una célula haploide suele tener la mitad 

del tamaño de una célula diploide mientras que una célula poliploide (como una de 

las células de las glándulas salivales en D. melanogaster, por ejemplo) es mucho 

más grande que una diploide. Entre los factores extrínsecos encontramos la 

disponibilidad de nutrientes y la temperatura. Cuando algunas células en 

crecimiento se encuentran en condiciones limitadas de nutrientes, éstas detienen 

el crecimiento celular y en consecuencia adquieren un tamaño celular reducido. 

También, las larvas de Drosophila crecidas en medio con pocos nutrientes se 

desarrollan más lentamente y generan moscas pequeñas como consecuencia de 

contener un menor número de células, éstas de una menor talla celular en sus 

tejidos (Day y Lawrence, 2000; Hafen y Stocker, 2003). Un ejemplo de la influencia 

de la temperatura sobre el crecimiento celular se observa también en Drosophila, 



 

4 

 

en donde diversos procesos durante el desarrollo (incluido el crecimiento celular) 

varían considerablemente con la temperatura (de Moed et al., 1997). 

 

El número celular depende de la cantidad de divisiones celulares y de la muerte 

celular. La división celular se define como la separación de una célula en dos 

células hijas. En células eucarióticas, este proceso implica la división del núcleo 

(mitosis) seguido por la división del citoplasma (citoquinesis). La proliferación 

celular, referida como el aumento en el número de células mediante división 

celular, está regulada principalmente por señales extracelulares como hormonas y 

la disponibilidad de nutrientes (Alberts et al., 2007). 

 

Las moléculas extracelulares que regulan el crecimiento y la proliferación celular 

generalmente son proteínas solubles secretadas, proteínas unidas a la membrana 

celular o componentes de la matriz extracelular. Estas moléculas pueden ser 

divididas en tres principales clases: mitógenos, que estimulan la proliferación 

celular principalmente regulando la progresión a través del ciclo celular; factores 

de crecimiento, que estimulan el crecimiento celular promoviendo la síntesis de 

proteínas y otras macromoléculas, además de inhibir la degradación; y los factores 

de sobrevivencia, que promueven la sobrevivencia celular suprimiendo la 

apoptosis (muerte celular programada) (Alberts et al., 2007). 

   

Por otra parte, la diferenciación celular es el proceso por medio del cual una célula 

cambia para poder realizar una o varias funciones específicas. Este proceso 

involucra cambios en la expresión génica que generalmente provocan 

modificaciones en la forma celular permitiéndole realizar nuevas funciones y, 

consecuentemente, ser morfológicamente diferente a otras células. La 

diferenciación en organismos multicelulares es la responsable de generar una 

gran variedad de células especializadas organizadas en tejidos y órganos. De 

forma similar al crecimiento y a la proliferación celular, la diferenciación es 

regulada por factores externos como moléculas secretadas (morfógenos, 



 

5 

 

citocinas, moléculas de señalización, etc.), temperatura y oxígeno (Ralston y 

Shaw, 2008). 

 

Independientemente del proceso del que se trate, las células requieren de 

mecanismos intracelulares que le permitan acoplar las señales externas a una 

respuesta celular. Cascadas de transducción de señales intracelulares, activadas 

por dichos estímulos, son las portadoras de estas instrucciones y son las 

encargadas de iniciar la respuesta celular. Muchas de estas cascadas de 

señalización han sido conservadas durante la evolución, es por eso que es posible 

utilizar diversos organismos modelo para estudiar la transducción de señales 

involucradas en estos procesos celulares. 

 

3.2 Drosophila melanogaster como modelo de estudio 

 

D. melanogaster, comúnmente conocida como la mosca de la fruta, es uno de los 

invertebrados más utilizados como modelo de estudio en investigaciones 

biológicas, principalmente en el área de la genética y la biología del desarrollo 

(Fig. 1). Fue inicialmente utilizada como modelo genético por Morgan a inicios del 

siglo pasado. En 1995, su popularidad aumentó exponencialmente con el 

otorgamiento del premio Nobel a Ed Lewis, Christiane Nüsslein-Volhard y Eric 

Wieschaus. En el trabajo de estos investigadores, además del invaluable 

descubrimiento de genes requeridos durante el desarrollo embrionario, quedaron 

patentes también las grandes ventajas y potencialidades de este insecto en la 

investigación científica.  

 

Figura 1. D. melanogaster 
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D. melanogaster es considerado el modelo genético por excelencia. Entre sus  

ventajas encontramos que: su genoma está secuenciado, su ciclo de vida es corto, 

genera un número elevado de descendencia, se dispone de una gran cantidad de 

moscas con mutaciones en diferentes genes, existen muchos procedimientos de 

genética y biología molecular estandarizados para este modelo. Además, el 

mantenimiento y manejo en el laboratorio es fácil y económico. A pesar de que 

Drosophila contiene un número considerablemente menor de genes que el 

humano (Drosophila contiene cerca de 14,000 genes mientras que el humano 

contiene 30,000) se ha determinado que cerca del 75% de los genes humanos 

que han sido relacionados a enfermedades genéticas se encuentran conservados 

en la mosca (Reiter et al., 2001). El grado de conservación se extiende a 

numerosas vías de señalización conservadas tanto en la estructura de sus 

componentes como en las funciones que éstas ejercen. Ejemplos de esto son las 

vías de las MAPKs y la de la insulina que serán mencionadas más adelante.   

 

Debido a lo anterior, este insecto ha sido utilizado ampliamente en el estudio del 

desarrollo. En particular, el desarrollo embrionario ha tenido una atención especial, 

y es en esta etapa del desarrollo en donde numerosos genes han sido 

descubiertos y caracterizados. Además del desarrollo embrionario, el desarrollo de 

los discos imagales es un sistema atractivo para estudiar el crecimiento, la 

proliferación y la diferenciación celular. Los discos imagales son órganos 

epiteliales presentes en la larva que se reorganizan durante la metamorfosis para 

formar estructuras epidérmicas del adulto como son el ala, el ojo, la pata y la 

antena. Este sistema presenta varias ventajas como modelo de desarrollo: 

primero, los discos imagales incrementan en masa dramáticamente en unos pocos 

días antes de la metamorfosis. Durante esta etapa los discos llevan a cabo 

procesos de crecimiento, proliferación y diferenciación celular de forma 

coordinada; segundo, el desarrollo de los discos, como en los órganos de 

mamíferos, está regulado por señales externas y factores intrínsecos. Y tercero, 

existen varias técnicas que permiten modificar la actividad de un gen durante el 

desarrollo de los discos y monitorear las consecuencias. Los discos imagales de 
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ala y de ojo son los más utilizados debido a que son los sistemas mejor 

caracterizados y en donde se han desarrollado un mayor número de herramientas 

genéticas y moleculares (Weinkove y Leevers, 2000). Para poder estudiar 

aspectos específicos durante el desarrollo es importante entender los procesos 

generales que ocurren durante la formación del ala y del ojo. 

 

3.3 Desarrollo del ala en Drosophila 

 

La formación de las estructuras externas de la mosca adulta se inicia durante la 

embriogénesis. El ala se desarrolla a partir de un grupo pequeño de 20 a 30 

células epiteliales, las cuales se invaginan del ectodermo lateral del segmento 

mesotorácico en el embrión. Este grupo de células inicia un programa de 

desarrollo diferente al de las células del ectodermo, el cual se puede distinguir por 

la expresión del gen vestigial a partir de la etapa 12 del desarrollo embrionario 

(Blair, 2007). 

 

La formación de los compartimentos anterior-posterior y dorsal-ventral es esencial 

para el desarrollo del disco imagal ya que las interacciones celulares entre los 

compartimentos generan diferentes señales que regulan procesos de crecimiento 

y diferenciación. Dichas señales están compuestas principalmente de morfógenos, 

moléculas cuyos niveles de señalización especifican destinos celulares distintos. 

Los compartimentos anterior y posterior son una consecuencia de la segmentación 

embrionaria que ocurre antes de que algunas células del ectodermo se hayan 

comprometido como células del disco imagal. Estos compartimentos se 

diferencian por la expresión de los factores de transcripción Engrailed (En) en 

células posteriores y Cubitus interruptus (Ci) en células anteriores. En el caso 

particular del disco imagal de ala, las células posteriores secretan el morfógeno 

Hedgehog (Hh) que difunde a las células anteriores en donde induce la expresión 

de Decapentaplegic (Dpp). La proteína Dpp se difunde en las direcciones anterior 

y posterior formando un gradiente de concentración que controla el crecimiento y 
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la diferenciación en esta estructura (Crozatier et al., 2004). Por otro lado, en este 

disco imagal, la formación de los compartimentos dorsal y ventral inicia en el 

segundo estadio larvario, en donde la señalización del receptor del factor de 

crecimiento epidermal (EGFR) induce la expresión selectiva del gen apterous (ap). 

Este último se expresa sólo en las células dorsales. Esta expresión diferencial 

genera la activación de la vía de Notch en la región ventral y posteriormente la 

expresión del morfógeno Wingless (Wg) en las células de la frontera dorsal-

ventral. Este morfógeno, al igual que Dpp, controla el crecimiento y la 

diferenciación celular en el disco de ala (Diaz-Benjumea y Cohen, 1995; Gonzalez 

et al., 2006). 

 

 

 

Figura 2. Estructura y mapa de destino del disco imagal de ala. (A) Capas celulares del 

disco imagal de ala de tercer estado larvario (modificado de Butler et al., 2003). (B) Mapa 
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de destino del disco imagal de ala indicando los compartimentos anterior-posterior y 

dorsal-ventral, así como el patrón de las venas (modificado de Blair, 2007). 

 

Posterior a la embriogénesis, y en parte coincidente con el tiempo de los procesos 

de formación de patrón descritos arriba, los discos de ala proliferan durante todo la 

etapa larvaria hasta formar un disco imagal de cerca de 50,000 células. El disco 

maduro está formado por tres capas celulares: el epitelio escamoso o membrana 

peripodial, que contribuye de forma minoritaria a las estructuras del adulto; el 

epitelio columnar, que dará origen a la epidermis adulta y que incluye el ala, la 

bisagra y una parte del tórax; y el adepitelio, formado por mioblastos y tráqueas, 

que darán lugar a músculos del tórax y a vías respiratorias en el adulto, 

respectivamente (Fig. 2A) (Butler et al., 2003). 

 

Las células del epitelio columnar se diferencian, desde el tercer estadio larvario 

hasta la metamorfosis, para finalmente formar un ala adulta con una estructura 

definida, caracterizada por un patrón específico de venas (Fig. 2B).  Las venas son 

estructuras cuticulares lineales que dan rigidez al ala y en algunos casos sirven 

como conductores de axones sensoriales. El ala tiene 6 venas longitudinales (L1-

L6), cuatro de las cuales atraviesan toda la superficie del ala (L2-L5); y 2 venas 

transversales (ACV y PCV), las cuales conectan a las venas L3-L4 y L4-L5, 

respectivamente (Fig. 2B derecha). El proceso de diferenciación de las venas está 

regulado principalmente por las vías de señalización de Hh, Notch, Wg, EGFR y 

Dpp, las cuales son activadas durante la formación de los compartimentos 

anterior-posterior y dorsal-ventral. El resultado inicial de esta señalización es la 

subdivisión del disco de ala en regiones de provena (líneas verdes en la Fig. 2B 

izquierda) e intervena (regiones entre líneas verdes). Posteriormente, las regiones 

provena son finamente delimitadas por la señalización de EGFR y Notch, las 

cuales se activan en el centro y el borde de cada provena, respectivamente. 

Finalmente, durante el desarrollo pupal, la vía de señalización del EGFR activa a 

la señalización de Dpp en la futura vena. La activación simultánea de estas vías 
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promueve la diferenciación celular para formar las venas del ala adulta (De Celis, 

2003; Yan et al., 2009). 

3.4 Desarrollo del ojo en Drosophila 

 

El ojo de Drosophila está compuesto de aproximadamente 800 subestructuras 

llamadas omatidios. Cada omatidio es una unidad sensorial visual con un arreglo 

hexagonal que contiene ocho células fotorreceptoras (R1-8),  cuatro células del 

cono y dos células pigmentarias primarias, todas ellas rodeadas por doce células 

interomatidio (las cuales incluyen quetas, células pigmentarias secundarias y 

terciarias) (Fig. 3A y 3B). Con base en sus características morfológicas y 

funcionales, las células fotorreceptoras se dividen en dos clases: los 

fotorreceptores externos (R1-6) y los internos (R7 y R8). Los externos son los 

homólogos funcionales de los bastones en los vertebrados, mientras que los 

internos lo son de los conos. Los R externos expresan un solo tipo de rodopsina 

(Rh1) y están involucrados en la detección del movimiento y la visión en la luz 

clara. Los R internos expresan varias rodopsinas (Rh3, Rh4, Rh5 y Rh6) y están 

involucrados en la discriminación del color y la luz polarizada. Cada fotorreceptor 

externo tiene un organelo fotosensible llamado rabdómero (extensiones de 

membrana celular donde se concentran las rodopsinas) que se extiende a lo largo 

de la retina rodeando a los rabdómeros de los fotorreceptores internos. Los R 

internos tienen rabdómeros más pequeños, los cuales ocupan solo una mitad del 

largo de la retina y están localizados uno encima de otro (R7 encima de R8). Los 

R internos envían sus terminaciones axónicas a la medula mientras que los 

externos lo hacen a la lámina del lóbulo óptico en el cerebro (Fig. 3B) (Mollereau y 

Domingos, 2005). 

 

La formación del ojo de la mosca adulta inicia durante la embriogénesis, en donde 

un grupo de alrededor de 20 células del ectodermo dorso-lateral es especificado 

para formar el disco imagal de ojo-antena. Durante los estadios larvarios, el disco 

imagal experimenta varias divisiones celulares hasta llegar a unas 10,000 células. 
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Iniciado el segundo estadio larvario, las células del disco se especifican en 

aquellas que formarán el ojo o la antena a través de un proceso que requiere de la 

señalización de Notch y EGFR. La activación de la vía de Notch promueve la 

especificación de células del ojo mientras que la del EGFR la antagoniza. 
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Figura 3. Estructura y diferenciación del ojo compuesto de Drosophila. (A) Microscopia 

electrónica de barrido del ojo compuesto. (B) Estructura de un omatidio (modificado de 

Kumar, 2001). (C) Proceso de diferenciación en el disco imagal de ojo-antena. (D) 

Secuencia de la diferenciación celular después del surco morfogenético (SM): 

fotorreceptores (azul), células del cono (amarillo) y células pigmentarias (verde) 

(modificado de Nagaraj y Banerjee, 2004). 

 

A principios del tercer estadio larvario las células precursoras del ojo empiezan a 

diferenciarse. El proceso de diferenciación ocurre en el surco morfogenético, una 

hendidura dorso-ventral en la región apical del epitelio del disco imagal. El surco, 

originalmente posicionado en la región más posterior del disco, se mueve hacia la 

región anterior en un proceso que requiere de dos días. Durante este recorrido, las 

células que entran al surco dejan de proliferar y empiezan a diferenciarse en una 

forma ordenada y altamente regulada (Fig. 3C) (Carthew, 2007). 

 

En el surco morfogenético, las vías de señalización de Hedgehog y de Dpp inician 

la expresión del factor de transcripción proneural Atonal. Atonal estimula la 

diferenciación de las células fotorreceptoras R8. En ese momento, cada célula R8 

diferenciada inhibe la diferenciación de las células que la rodean mediante 

inhibición lateral por la vía de Notch. Las células R8 se vuelven los primeros 

fotorreceptores diferenciados. Una vez fuera del surco, las células R8 estimulan la 

diferenciación de las demás células mediante la secreción de Spitz (homólogo al 

factor de crecimiento epidermal de mamíferos, EGF). En las células que reciben 

esta señal, Spitz se une a su receptor membranal EGFR activando la vía de las 

MAPKs. La activación de esta vía induce la diferenciación de las células 

fotorreceptoras R1-R7 en forma secuencial. Primero, se diferencian los 

fotorreceptores R2 y R5, y posteriormente R3 y R4. Entonces se forman grupos de 

cinco células llamados “pre-clusters”. Las células indiferenciadas que rodean a los 

pre-clusters entran en mitosis en un proceso conocido como “segunda ola 

mitótica”. Posteriormente, los fotorreceptores R1 y R6 se diferencian. Las células 

fotorreceptoras R7 son las últimas en diferenciarse y requieren de una activación 

adicional de la vía de las MAPKs. Esta activación es generada por la unión del 
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ligando Boss, presente en la membrana de las células R8, al receptor Sevenless 

en las futuras R7s. Finalmente, las células del cono y pigmentarias se 

diferenciaran y se unen a cada omatidio (Fig. 3D) (Freeman, 1996; Voas y Rebay, 

2004). 

 

En resumen, los discos imagales de ala y de ojo son sistemas bien caracterizados 

que nos permiten estudiar algunos de los procesos celulares involucrados en el 

desarrollo. Como se deduce de lo mencionado anteriormente, los procesos 

celulares de crecimiento, proliferación y diferenciación durante el desarrollo, tanto 

en los discos imagales como en el embrión, involucran una gran cantidad de 

cascadas de señalización que determinan las instrucciones celulares definidas en 

espacio y en tiempo. Muchas de estas vías de señalización son activadas por la 

unión de moléculas extracelulares, como el EGF o la insulina, a receptores con 

actividad de tirosina-cinasa (RTKs). En vertebrados, se sabe que la fosfolipasa C 

de tipo  (PLC-) se requiere en la señalización de algunas RTKs para regular 

estos procesos celulares. 

 

3.5 Fosfolipasas C 

 

Las fosfolipasas son enzimas que catalizan la hidrólisis de fosfolípidos de la 

membrana celular. Las fosfolipasas han sido clasificadas en cuatro grupos de 

acuerdo al sitio de rompimiento del lípido: las fosfolipasas A1 y A2 hidrolizan el 

enlace éster del fosfolípido en el carbono 1 y 2, respectivamente; mientras que las 

fosfolipasas C y D rompen el enlace fosfodiéster que une al grupo polar antes o 

después del átomo de fósforo, respectivamente (Fig. 4A).  

 

Las fosfolipasas de tipo C (PLCs) hidrolizan de forma específica al fosfatidilinositol 

(4,5) bisfosfato (PIP2). La reacción produce inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) y 1,2-

diacilglicerol (DAG). Estas moléculas funcionan como segundos mensajeros 

intracelulares. El IP3 generado se difunde a través del citosol hasta unirse a un 



 

14 

 

receptor localizado en el retículo endoplásmico. El receptor de IP3 (IP3R) es un 

canal de iones de calcio cuya apertura depende de la unión de IP3 y de iones de 

calcio a sitios alostéricos del receptor. Esta apertura provoca la liberación de Ca2+ 

de los almacenes intracelulares hacia el citosol. La elevación en la concentración 

del calcio citoplasmático regula diversos procesos como la movilidad, la 

proliferación, y el crecimiento celular. Por otra parte, el DAG anclado en la 

membrana celular activa, junto con el calcio, a la proteína cinasa C clásica (PKC). 

PKC entonces fosforila, en residuos de serina/treonina, a una gran variedad de 

sustratos regulando con ello numerosos procesos que incluyen la proliferación, la 

diferenciación y el crecimiento celular (Fig. 4B). 

 

 

 

Figura 4. Clasificación de las fosfolipasas (A) y reacción enzimática catalizada por las 

PLCs (B) (Modificado de Lodish et al., 2004). 

 

En mamíferos se han encontrado 13 isoenzimas que tienen actividad enzimática 

de fosfolipasa C. Estas isoenzimas contienen un dominio catalítico altamente 
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conservado, pero difieren en el resto de la estructura así como en la distribución a 

través de los tejidos. Las diferencias estructurales han permitido subdividir a las 

isoenzimas de PLC en seis diferentes grupos: PLC- (con cuatro enzimas), PLC- 

(con dos), PLC- (con tres), PLC- (con una), PLC- (con una) y PLC- (con dos) 

(Patterson et al., 2005; Rhee, 2001; Suh et al., 2008). 

 

3.6 PLC- 

 3.6.1 Expresión y función 

 

Los dos subtipos de la PLC- de mamíferos se expresan de forma diferencial en el 

organismo. La PLC-1 se expresa en una gran variedad de tejidos, aunque es más 

abundante en neuronas, oligodendrocitos y astrocitos del cerebro así como en la 

embriogénesis, en esta última principalmente en estructuras corticales. La 

expresión de la PLC-2 está limitada principalmente a las células del sistema 

hematopoyético, en donde los sitios principales de expresión son los nódulos 

linfáticos. En las células en donde se presentan las dos isoenzimas, la distribución 

subcelular de éstas difiere. En mastocitos, por ejemplo, las PLC-s son fosforiladas 

después de la activación del receptor FcR1. En estas condiciones PLC-1 se 

transloca a la membrana plasmática mientras que la PLC-2 se mantiene en 

regiones perinucleares de las células (Barker et al., 1998). Los distintos patrones 

de expresión de las PLC-s correlacionan con las funciones también distintas de 

estas fosfolipasas. La PLC-1 participa en el desarrollo embrionario mientras que 

la PLC-2 lo hace en la regulación de la respuesta inmune. Esto quedó 

demostrado con la obtención de animales nulos para cada una de estas enzimas. 

Ratones nulos para la PLC-1, obtenidos mediante recombinación homóloga, 

mueren como embriones a los nueve días después de la gestación. Antes de los 

nueve días, los embriones homocigotos mutantes son considerablemente más 

pequeños que los silvestres. Fuera del tamaño reducido, estos embriones no 

presentan ninguna otra anormalidad aparente. Aunque las funciones específicas 
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de la PLC-1 durante el desarrollo embrionario no se conocen, la enzima tiene un 

papel esencial (Ji et al., 1997). Se ha sugerido que debe regular procesos 

celulares como la proliferación y diferenciación celular en tejidos importantes para 

el desarrollo embrionario. Por el contrario, los ratones nulos para la PLC-2 son 

viables. Estos ratones muestran defectos en la maduración y funcionamiento de 

las células B, plaquetas y mastocitos (Wang et al., 2000). 

 

 3.6.2 Estructura multidominio 

 

Las PLC-s tienen diferencias estructurales con respecto a las otras PLCs. Por 

ejemplo, el dominio catalítico, compuesto por las regiones X y Y, se encuentra 

separado por la región Z. En las demás PLCs estas regiones se encuentran 

unidas. Se ha demostrado que las regiones X y Y se unen en una estructura 

terciaria, ensamblando así un dominio catalíticamente activo (Horstman et al., 

1996). La región Z está formada por dominios involucrados en interacciones entre 

proteínas: dos dominios SH2, los cuales son capaces de unirse a residuos de 

fosfotirosina; un dominio SH3, el cual es capaz de unirse a proteínas con 

secuencias ricas en prolina, y un dominio PH dividido en dos fragmentos. Las 

PLC-s contienen otros dominios que también se encuentran en las demás 

fosfolipasas C: un dominio completo PH, el cual es capaz de unirse a fosfolípidos 

de inositol fosforilados en la posición 3, una región EF que contiene cuatro 

dominios EF que pueden unir calcio, aunque su función es hasta ahora 

desconocida y un dominio C-2, en el extremo carboxilo-terminal, capaz de unirse a 

fosfolípidos de una forma dependiente de calcio (Fig. 5) (Rhee, 2001). 

 

 

Figura 5. Esquema representativo de los dominios de la PLC-. 
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3.6.3 Regulación y función celular 

 

Originalmente se encontró que la actividad catalítica de las PLC-s se 

incrementaba después de que las células eran estimuladas con moléculas tales 

como el factor de crecimiento epidermal (EGF) y el factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGF) (Noh et al., 1995). La unión de estos factores de crecimiento 

a sus receptores con actividad de tirosina-cinasa resulta en la dimerización del 

receptor, la activación de los dominios catalíticos y finalmente la fosforilación 

cruzada del fragmento intracelular de los receptores en residuos de tirosina. La 

PLC-1, a través del dominio SH2 amino terminal, se une a residuos de 

fosfotirosina del receptor activado (Fig. 6) (Poulin et al., 2000). Esta asociación 

permite que la PLC-1 sea translocada a la membrana y ello le da acceso a su 

sustrato, el PIP2. La PLC-1 es fosforilada en tres residuos de tirosina por el 

receptor, aunque solo una de estas fosforilaciones es requerida para la activación 

catalítica de la fosfolipasa (Sekiya et al., 2004). Las PLC-s también pueden ser 

activadas por algunos receptores que no tienen actividad de tirosina-cinasa. La 

PLC-1 puede ser activada por receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), 

como el receptor de la angiotensina II y el de bradiquinina, por receptores de 

citocinas o por inmunorreceptores tales como el receptor de células T. La PLC-2 

es activada río abajo de receptores de inmunoglobulinas en células del sistema 

inmune como las células B, plaquetas y mastocitos. En todos estos casos, las 

PLC-s requieren ser fosforiladas por enzimas con actividad de tirosina-cinasa 

intracelulares como las de la familia de las Src, Syk y Tec (Rhee, 2001). 

 

Además del dominio SH2 amino terminal, las PLC-s contienen otros dominios 

importantes para la translocación de la enzima a la membrana, que por lo tanto 

participan en la regulación de la actividad catalítica. Los dominios PH y C-SH2 se 

pueden unir al PIP3 generado en la membrana después de la estimulación con 

factores de crecimiento favoreciendo la translocación de la PLC- a la membrana 

celular (Fig. 6) (Falasca et al., 1998). Por otra parte, se ha propuesto que el 

dominio SH3 está involucrado en la unión de la PLC- al citoesqueleto de actina y 
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que esta unión es importante para colocar a la PLC- en las proximidades de la 

membrana celular, aunque se desconocen las implicaciones que este hecho 

pueda tener sobre la regulación del dominio catalítico (Bar-Sagi et al., 1993).  

 

 

Figura 6. Mecanismo de translocación a la membrana de la PLC- después de la 

activación de RTKs (Modificado de Rhee, 2001). 

 

Debido a que los RTKs que activan a las PLC-s están asociados con el 

crecimiento y la proliferación celular, se ha sugerido que las PLC-s son 

requeridas para estos procesos. Sin embargo, la función de las PLC-s en la 

señalización de los RTKs ha sido controversial. Algunos investigadores han 

demostrado que la PKC, activada por la PLC-, regula positivamente a la vía de 

las MAPKs, estimulando con ello la mitosis (Burgering et al., 1993). Por otra parte, 

otros investigadores han colocado a la PLC- como un regulador negativo, siendo 

capaz de inactivar y estimular la degradación de este tipo de receptores, por 

medio de la activación de PKC (Seedorf et al., 1995). Es importante notar que 

estos datos fueron obtenidos a partir de cultivos celulares utilizando células 

diferentes, lo que podría indicar que el modo de acción de la PLC- depende del 

tipo celular, además de que son datos obtenidos en experimentos de ganancia de 

función, que bien pueden no tener significancia fisiológica. Por lo tanto, es 

importante conocer las funciones e implicaciones de la relación de la PLC- con 

los RTKs en un contexto fisiológico, como el que ocurre durante el desarrollo de 

un organismo multicelular donde se sabe que la PLC- se requiere. Algunos 
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animales modelo como Drosophila melanogaster, ya antes mencionado, pueden 

ser sistemas apropiados para este tipo de estudio. 

 

3.7 La PLC- en Drosophila 

 

D. melanogaster contiene una PLC- codificada por el gen small wing (sl). Se ha 

observado que moscas homócigas mutantes para este gen son viables y fértiles. 

Estas moscas muestran alteraciones sutiles y bien definidas. Tienen alas 20% 

más pequeñas que las de moscas silvestres y muestran fragmentos de venas 

ectópicos. Sus ojos presentan omatidios con un número extra de células 

fotorreceptoras R7, lo que genera defectos en la rotación y la estructura de los 

omatidios afectados (Fig. 7) (Thackeray et al., 1998). Estos fenotipos mutantes 

indican que la PLC- está involucrada en el crecimiento del ala así como en la 

diferenciación de las venas y los fotorreceptores R7. 

 

 

Figura 7. Fenotipos mutantes de sl en Drosophila. Alas de mosca hembra silvestre (A), 

hembra mutante sl1 (B) y macho mutante sl3. Las flechas en B y C indican fragmentos de 

venas ectópicos. Microscopía electrónica de barrido de ojos silvestres (D) y mutantes sl1 
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(F). Secciones tangenciales de ojos silvestres (E) y mutantes sl1 (G). Las flechas en G 

indican fotorreceptores R7 extra (Thackeray et al., 1998). 

 

La presencia de alas pequeñas en las mutantes sugiere que la PLC- es un 

componente positivo de vías que estimulan el crecimiento y la proliferación celular. 

Sin embargo, hasta ahora no se conocen los mecanismos moleculares a través de 

los cuales la PLC- regula el tamaño del ala. Las vías de señalización que 

estimulan el crecimiento y que son activadas por RTKs, como la vía de la insulina, 

son candidatas factibles para mediar la función de la PLC- en el crecimiento del 

ala. 

 

Los defectos en la diferenciación son similares a los observados en moscas con 

mutaciones que sobre-activan la vía de las MAPKs tanto en el ojo como en el ala. 

Como se ha mencionado, las MAPKs estimulan la diferenciación de las venas y de 

los fotorreceptores R1-R7. Esta activación esta mediada por el receptor del EGF. 

Adicionalmente, las células R7 requieren de una segunda activación de las 

MAPKs mediada por el receptor Sevenless. Tanto el EGFR como Sevenless son 

RTKs. A pesar de lo anterior, se conoce muy poco en Drosophila acerca de la 

regulación de la PLC-, así como de la relación que guarda con las MAPKs 

durante el desarrollo del ala y del ojo. 

 

En los últimos años se ha sugerido, con base en pruebas de interacción génica, 

que el fenotipo de R7 extras en el ojo se debe, en efecto, a una sobre-activación 

de las MAPKs, lo que coloca a la PLC- como un regulador negativo de esta vía en 

la diferenciación de este fotorreceptor (Thackeray et al., 1998). Más recientemente 

se encontró que la PLC- estimula la acumulación de Spitz (Spi), un ligando del 

receptor del EGF, en el retículo endoplásmico de células en cultivo S2R+ de 

Drosophila. En ese mismo estudio, realizando experimentos de rescate genético 

en el ojo de Drosophila, se demostró que la función de la PLC- se requiere sólo 

en las células fotorreceptoras R8 (células que secretan Spitz para inducir la 

diferenciación de R1-R7). Esto fue deducido de la observación de que la expresión 
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de una versión silvestre del gen sl en células R8 eliminó casi completamente los 

R7 extras presentes en el ojo de las moscas mutantes (Schlesinger et al., 2004).  

En su conjunto, los datos anteriores argumentan que la PLC- inhibe la 

señalización de las MAPKs bloqueando el procesamiento y/o la secreción de Spitz 

al espacio extracelular, regulando con ello la diferenciación celular en el ojo. 

Evidentemente, varios aspectos de este proceso se desconocen; entre ellos, la 

forma de activación de la PLC- así como los componentes necesarios para unir a 

la PLC- activada en la membrana celular con la maquinaria del procesamiento de 

Spitz en el retículo endoplásmico. Por otra parte, la función de la PLC- en la 

diferenciación de las venas del ala no ha sido estudiada. Se desconoce si se 

requiere de un mecanismo similar al del ojo para regular la diferenciación de las 

venas. 
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4. HIPÓTESIS 

 

La PLC- regula procesos de crecimiento y diferenciación celular a través de su 

activación por el receptor de insulina y la modulación negativa de la vía de las 

MAPKs durante el desarrollo del ala y el ojo de D. melanogaster. 

 

5. OBJETIVOS 

 

 

 Determinar el patrón de expresión de sl (PLC-) durante la embriogénesis y 

en los discos imagales del ojo y el ala.  

 Determinar si la disminución en el tamaño del ala de las mutantes para sl se 

debe a alteraciones en la proliferación y/o crecimiento celular.  

 Evaluar las interacciones génicas entre sl y componentes de la vía de 

señalización de la insulina y la vía de las MAPKs. 

 Evaluar las interacciones génicas entre sl y genes de la vía de señalización 

clásica de la PLC-. 

 Evaluar la función de los dominios SH2 de la PLC- en la regulación de la 

diferenciación y el crecimiento. 
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6. METODOLOGÍA 

6.1 Cepas de D. melanogaster empleadas en este trabajo 

 

Las moscas se cultivaron a una temperatura de 25C y a una humedad relativa de 

50%. Las cepas utilizadas son: sl1/FM7c, sl2/FM7c (de J. Carlson, Yale University, 

USA), sl9/FM7c (de J. Thackeray, Clark University, USA), InRE19/TM3, 

InRGC25/TM3, InR3T5/TM3, chico1/CyO, Dp1105W3/TM6, PKB1/TM3, PKB3/TM3 (de 

E. Hafen, ETH, Switzerland), aosd7/TM3, Egfrf2/CyO, DosR31/TM3, drke0A/CyO, 

rl1/CyO, Ras85De2f/CyO, Sos34/CyO, Sosdm7/CyO, Rack1EE/CyO, rhove-1/TM3, 

S2/In(2LR)bwV1ds33K, spi1/CyO, Ip3RB4/TM3, PKC53EEY14093/CyO, vnC221/TM3 y 

P(ey-FLP.N)6, ry506 (del Bloomington Drosophila Stock Center, Indiana University, 

USA). 

 

6.2 Pruebas Genéticas 

 

Las pruebas de interacciones génicas se realizaron cruzando moscas hembras 

vírgenes homocigotas mutantes para  sl1, sl2 o sl9 con machos de los siguientes 

genotipos: InRE19/TM3, InRGC25/TM3, chico1/CyO, Dp1105W3/TM6, PKB1/TM3, 

aosd7/TM3, Egfrf2/CyO, DosR31/TM3, drke0A/CyO, rl1/CyO, Ras85De2f/CyO, 

Sos34/CyO, Sosdm7/CyO, Rack1EE/CyO, rhove-1/TM3, S2/In(2LR)bwV1ds33K, 

spi1/CyO, Ip3RB4/TM3, vnC221/TM3 y PKC53EEY14093/CyO. En la descendencia, con 

la ayuda de cromosomas balanceadores marcados, se seleccionaron machos 

hemicigotos mutantes sl1, sl2 o sl9 (el gen sl está localizado en el cromosoma X, 

por lo que los machos se comportarán como homocigotos mutantes) y que 

además eran heterocigotos para cada una de las mutaciones estudiadas. Para los 

experimentos de rescate, el procedimiento fue el mismo, solo que los machos 

cruzados contenían las diferentes construcciones de sl.  
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6.3 Hibridación in situ 

6.3.1 Síntesis de la sonda 

 

Previo a la reacción de transcripción, se linearizó el plásmido con el cDNA de sl 

para generar las sondas sentido y antisentido, mediante la digestión con NotI o 

con XhoI, respectivamente. Para cada sonda, el producto de la digestión se 

separó mediante electroforesis en gel de agarosa. Se realizó una extracción con 

fenol de la banda obtenida del gel. Para la reacción de transcripción, se utilizó 1 g 

del DNA purificado y se le agregaron 2 l de una mezcla de NTPs con UTP 

marcado con DIG (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6.5 mM UTP y 3.5 mM 

DIG-UTP pH 7.5), 2 l de buffer de transcripción (10x), 1 l de inhibidor de RNasa 

(20 u/l) y 2 l de RNA polimerasa (20 u/l). La mezcla se incubó a 37ºC por 2 

horas. Posteriormente, la reacción se detuvo agregando 2 l de EDTA 0.2 M. 

Finalmente, cada sonda se precipitó con etanol y se diluyó en buffer de 

hibridación. Como control de calidad de la síntesis, se realizó un ensayo de Dot 

Blot para cada sonda sintetizada.  

 

6.3.2 Hibridación in situ en embriones 

 

Los embriones se trataron de acuerdo a Tautz y Pfeifle (1989). Brevemente, éstos 

se colectaron de placas de puestas con agarosa y jugo de uva o manzana, se 

lavaron con agua destilada y se decorionaron con cloro. Posteriormente se les 

eliminó el vitelo con metanol y agitación, y se trataron con xileno. Se fijaron con 

formaldehído y se incubaron en una solución de proteinasa K. Se fijaron 

nuevamente y se hibridaron por separado con la sonda sentido o la sonda 

antisentido durante toda la noche a 55C. Después se incubaron con anti-DIG y se 

revelaron con NBT/BCIP.  
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6.3.3 Hibridación in situ en discos imagales 

 

Se siguió el protocolo de Tautz y Pfeifle (1989). En breve, los discos imagales de 

ala y de ojo se extrajeron de larvas de tercer estadio. Se fijaron en 

paraformaldehído y se deshidrataron con una serie de soluciones de etanol. 

Posteriormente se trataron con xileno, se fijaron nuevamente y se digirieron con 

una solución de proteinasa K. Se fijaron una tercera vez y posteriormente se 

hibridaron por separado con la sonda sentido o la antisentido durante toda la 

noche a 55C. Finalmente se lavaron e incubaron con anti-DIG y se revelaron con 

NBT/BCIP. 

 

6.4 Determinación del peso corporal 

 

Para las mediciones del peso corporal se utilizaron hembras homocigotas o 

heterocigotas (tomadas como control) para el alelo mutante sl9. Las moscas, de 

dos días de edad, se congelaron y posteriormente se pesaron utilizando una 

microbalanza (Cahn C-31, USA) con una sensibilidad de 0.1 g y un rango de 0.1 

g–25 mg. Para las mediciones de las pupas, las larvas hembras de tercer estadio 

larvario se separaron y continuaron su desarrollo hasta formar pupas entre los 

estadios P12 y P15. Las pupas se pesaron como se mencionó antes para las 

moscas adultas. 

 

6.5 Análisis de alas 

 

Las alas se separaron de moscas anestesiadas con CO2, se colectaron en  etanol 

absoluto y se montaron en un portaobjetos con una solución de ácido 

láctico:etanol (6:4). Una vez montadas, se examinaron en un microscopio 

compuesto. Las mediciones de la superficie del ala y el área de los fragmentos de 

venas ectópicos se realizaron manualmente con la ayuda del software IPLab. Para 
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la determinación de la densidad celular, se contaron el número de células 

(representadas por tricomas o pelos) presentes en una región entre las venas L3 y 

L4. La densidad se calculó dividendo el número de células entre el área de la 

región seleccionada (0.0298 mm2). Para determinar el número total de células por 

ala, se contaron manualmente las células en toda la superficie del ala usando el 

software ImageJ. 

6.6 Análisis de ojos 

 6.6.1 Microscopía electrónica de barrido 

 

Las moscas se anestesiaron en frío, se montaron y orientaron en una base de 

aluminio con adhesivo y pintura de carbón. Para obtener las imágenes de los ojos 

se utilizó un microscopio electrónico de barrido JEOL 1010 en condiciones de alto 

vacío y con un voltaje de aceleración de 20 KeV. Los ojos, colocados de forma 

perpendicular al haz de electrones, se digitalizaron a 230X. Las imágenes 

digitalizadas se utilizaron para medir el área del ojo y el conteo del número de 

omatidios se realizó con el software ImageJ. 

 6.6.2 Histología 

 

Las moscas se anestesiaron con CO2 y se decapitaron. Las cabezas se 

seccionaron en dos por un corte sagital y se fijaron en 2% glutaraldehído, 1% 

OsO4 en buffer de cacodilato 1X (50 mM, pH 7.4) durante 30 minutos sobre hielo. 

Se fijaron nuevamente en una solución de 2% de OsO4 en buffer de cacodilato 1X 

durante 2 horas en hielo. Posteriormente se eliminó el OsO4 y las cabezas se 

deshidrataron en una serie de soluciones de acetona. La acetona absoluta se 

reemplazó por una solución de Spurr:acetona (1:1) toda la noche a temperatura 

ambiente. Después, la mezcla se sustituyó por Spurr puro por al menos 4 horas a 

temperatura ambiente para permitir el infiltrado de la resina en el tejido. Las 

cabezas se orientaron en moldes de plástico con Spurr fresco. Los moldes se 

incubaron a 60-65ºC por 70 horas para permitir la solidificación de la resina. Los 
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ojos incluidos en la resina se seccionaron tangencialmente con cuchillas de vidrio 

en un microtomo (Leica RM2265). Se realizaron cortes de 1 m de ancho, que se 

recuperaron en portaobjetos y se tiñeron con una solución de azul de toluidina al    

0.15% por cerca de 30 segundos. Finalmente, las preparaciones se montaron en 

Entellan (Electron Microscopy Sciences) y se observaron en un microscopio 

compuesto. Se controló que las secciones utilizadas para el análisis de los 

fotorreceptores tuvieran menos de 150 omatidios; debido a que en cortes 

tangenciales de ojo con este número de omatidios los cortes presentan el 

rabdómero del R7, ya que éste se localiza por arriba del R8. Cortes con más 

omatidios, es decir, más profundos, incluyen rabdómeros del R8 (Thackeray, J. 

comunicación personal). 

6.7 Construcciones de rescate sl 

Las cepas transgénicas que contienen una serie de construcciones de sl se 

obtuvieron de un colaborador (J. Thackeray, Clark University, USA). Las 

construcciones con sl silvestre se generaron a partir de un fragmento de 10 kb de 

DNA genómico que incluye la unidad transcripcional completa de sl y que 

llamamos X10. El fragmento X10 se modificó para generar una sustitución del 

aminoácido R619 por A (R619 es un aminoácido crítico para la función del dominio 

N-SH2) o para generar una sustitución del R726 por A (R726 es un aminoácido 

crítico para la función del dominio C-SH2) (Marengere y Pawson, 1992). Estas 

versiones modificadas de X10 fueron producidas por mutagénesis dirigida 

utilizando el Quikchange kit (Stratagene). Se evaluó la capacidad de las 

construcciones sl para rescatar los fenotipos de las mutantes sl2. 

6.8 Análisis estadístico 

Los datos se presentan como un promedio del número n de experimentos 

realizados junto con su respectivo error estándar. La n está indicada en cada caso. 

Se utilizó la prueba de t de student para determinar la presencia de diferencias 

significativas entre parejas de grupos de datos (experimentales versus controles). 

La p obtenida está indicada para cada caso. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Expresión de sl durante la embriogénesis 

 

El transcrito del gen sl que codifica para la PLC-, está presente durante todas las 

etapas del desarrollo embrionario. En las etapas más tempranas se observa poca 

expresión posiblemente originada del gen materno (Fig. 8A). Durante la 

celularización la expresión de sl es intensa; es aquí donde la expresión cigótica se 

vuelve mayoritaria (Fig. 8B). Después de la gastrulación, cuando ocurre la 

invaginación del endodermo, se observa una clara expresión en la banda 

germinal, la cual está constituida por mesodermo y ectodermo (Fig. 8C). Este 

patrón continúa hasta la retracción de la banda germinal (Fig. 8D). En las etapas 

finales se observa un nivel alto de expresión en el intestino medio (Fig. 8E y 8F). 

 

Figura 8. Distribución espacio-temporal del mRNA de la PLC- durante la embriogénesis 

en Drosophila. Embriones en etapas tempranas del desarrollo (A,B); en etapa de 

extensión de la banda germinal (C); en etapa de retracción de la banda germinal (D); en 

etapa posterior al cerrado dorsal (E); en la etapa final del desarrollo (F). Controles 

negativos: embriones incubados con la sonda sentido en etapa temprana del desarrollo 

(G); de extensión (H) y de retracción de la banda germinal (I). 
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Estos resultados son similares a los obtenidos por Emori et al. (1994) y, dado que 

los mutantes nulos del locus son viables (Thackeray et al., 1998), se sugiere que 

la PLC- tiene una función no esencial durante la embriogénesis. 

 

7.2 Expresión de sl en discos imagales 

 

Debido a que mutaciones en sl comprometen el desarrollo del ojo y del ala, 

determinamos la presencia del transcrito en los discos imagales respectivos. Estos 

discos llevan a cabo procesos de crecimiento, proliferación y diferenciación celular 

para dar origen a las estructuras correspondientes en el adulto. En el disco imagal 

del ala, el transcrito se encuentra únicamente en la porción que dará lugar a la 

parte ventral del ala adulta (Fig. 9B). Esta distribución no explica claramente la 

presencia de alas pequeñas en las mutantes ya que tanto la superficie ventral 

como la dorsal son menores. Sin embargo, sugiere que deben existir procesos de 

comunicación intercelular entre el dominio dorsal y el ventral del ala que permitan 

mantener las proporciones entre estos compartimentos. Recientemente se ha 

reportado que si se induce genéticamente una reducción en tamaño de un 

compartimento, el otro es afectado en proporciones similares, sugiriendo la 

existencia de un sistema compensatorio que permite que el ala adulta mantenga 

sus proporciones (Mesquita et al., 2010). Por otra parte, en el disco de ojo 

observamos que el transcrito está presente principalmente en el surco 

morfogenético (Fig. 9D y 9D´). El surco morfogenético es la estructura donde se 

inicia la diferenciación de las células fotorreceptoras. Este patrón de expresión en 

el disco de ojo, en conjunto con los defectos en los fotorreceptores observados en 

las mutantes sl (Thackeray et al., 1998), sugiere que la PLC- tiene una función 

durante la diferenciación celular en el desarrollo del ojo. También existe expresión 

del transcrito de sl en la porción del disco imagal de ojo-antena que dará origen a 

la antena, aunque no se han descrito defectos en esta estructura debidos a la falta 

de sl. 
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Figura 9. Distribución espacial del mRNA de la PLC- en discos imagales de ala y de ojo-

antena de tercer estadio larvario. Discos imagales de ala (B) y de ojo-antena (D) 

incubados con la sonda antisentido. (D´) Acercamiento del recuadro en D. El mRNA se 

observa en el compartimento ventral del ala (flecha en B) y en el surco morfogenético 

(flecha en D´). Controles negativos: discos imagales de ala (A) y de ojo-antena (C) 

incubados con la sonda sentido. (C´) Acercamiento del recuadro en C. 

 

Los resultados y la discusión continúan  como parte del artículo titulado “Insulin 

Receptor-Mediated Signaling via Phospholipase C- Regulates Growth and 

Differentiation in Drosophila”. 
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Introduction 

Dming dcvdopmem , propcr coordination 01' growth, prolifCra
tion, and ccllulardiflcrentiation is critical for appropriatc final organ 
stlucture ;lIld si7.e. T hese processes invo!ve signal transduction 
cascades that determ ine the spatial and temporal pattern of cellular 
instructions. :vJ any 01" these signaling pathways are activated by 
growth lactors via receptor tyrosine kinascs (RTKs). [n vertebrates, 
phosphol ipasc C-y (pLC-Y ) is required by some RTKs to regulate 
these cellular p roccsses. PLC- y is an intraeellular enzyme aetivated 
by a llluhistc p process; the inirial srep invol\'es membrane 
association via RTKs (01" non-receptor tyrosine kinascs) through 
ail SH2 (Sre-homology 2) domain in PLC-y with a phosphotyrosine 
residue in the intracdlular domain of the aC[ivated receptor. 
Following this b inding, PLC-y is phosphorylaled by the RT K on 
one or more tyrosines and then catalyzcs the hydrolysis 01" the 
membranc phospholipid phosphmidylinositol (4,5) bisphosphatc 
(PIP2), generatillg two intf<leellular messcngers: inositol 1,4,5-
trisphosphate (IP:¡) and diacylglycerol (DAG). [ P3 promotes the 
rclease ofCa2

+ I"rom intraedlular Slores, via its association with lhe 
inositol triphosphate receptor (IP:¡R), wh ile DAG , together with 
Ca2+, acrivates protein kinasc C (PKC) ll ,2,3,4j. 

In Drosoplu"fo mdolloga.s/er, a single PLC-y gene has been 
identified, cncoded by the locus sllloll willg (s~ [5] . T he mRNA is 
expresscd throughout devdopmelll , with o\'erall exprcssion 
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highest during cmbryogcncsis [6]. Surprisingly, given this early 
expression, a large fraelion or homozygotes re¡¡ch adulthood; 
hOlllOZygOUS sI null mutants are recovered, and are viable and 
I"ertile. Vet, si homozygotes do ha\'c devclopmental dcrects: their 
eyes have a mildly rough phenotypc, due to SOllle olllmatid ia 
comaining one or more extra R i pholOl"cceptor cdls, ami their 
wings are sma!ler than wild rype and contain patches 01" ectopie 
veins [5]. T hese phellot)1Jes indieate that SI is itl\"Olved in 
regulating differemiation or R i photoreceplor cdls and wing \·cins, 
as well as growlh eOlllrol in the wing. 

Genetie expcrimetlls suggesl Ihat the extra R 7 photoreceptor 
phenotype resul ts from over activation of lhe ~ IAPK eascade, 
showing thal SI is a Ilegativc regulator 01" Ihis pathway during 
photol"ceeptor devclopment [5J. sI was also idemified in i\ cell
bascd RNAi scrcen lor loss-ol"-runetion phenotypes that inhibit 
endoplasmic reticululll (ER) acculllulation ofprocessed Spitz (Spi), 
which is an EG F receptor ligand 17J. T his suggcsts th at the sl
encoded PLC-y participates in a Spi retemion mechanism in the 
ER. Generic reSClle experiments ind icate that SI is required 
spceifically in cells processing lhe ligand (a notl-eell autonomous 
effeet), as demOIlSlraled by Ihe rescuing capacity in s/ mutam nies 
or wild l}1le SI exprcsúon in RB photoreceptor cclls only [7]. 
T ¡lken togethcr, ¡hcsc resuhs suggest th;1\ SI inhibits ¡he MAPK 
pathway through comrolled retention or Spi in the ER 01' R8 cclls 
in devcloping compound eyes. 
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Nevertheless. other questions rema in. \Vhat is the mechanism 
by which SI regulates thcse differcnt processes (growtb, differen
tiation), and how is SI ¡tself activated? Do other R'l'Ks activate SI, 
as is Ihe case ror PLC-y in vertebra tes? Besides the EGF receptor, 
an intercsting addilional RT K candidate 1'01' SI activatíon is the 
insulin receptor, because the insulin pathway regulates growth and 
cellular proliferatíon in all lissues in Drosopliila [8]. ~"¡OSI notably, 
this pathway was recently shown to be involved in comrolling the 
liming or diflerentiation by modulating EG F/l\¡IAPK target genes 
in devdoping photoreccplors [9]. 

Here, we show that SI slimlllates growth. \'Ve use the wing to 
sho\\' through genetic experiments thal logether with lhe insulin 
and EG F/ MAPK pathways and in a manner dependem on 
components downstream 01' SI sllch as the I P3R and Pkc53E, SI 
slimulates cellular growth. Also, in the developing wing and eye, SI 
activated by the insulin receptor inhibits i\'lAPK signaling ami thus 
cellular differentiation in a manner again dependent on PLC-y 
signaling dowlIStream eomponents, such as the IP'.¡R. \Ve also 
show tha! PLC-y genetically inte r¡¡ct~ with Star and Rhomboid, 
suggesting modulal ion ofthe processing ofthe EGF ligand Spitz as 
an a"enue or SI runclion in all lhese different phenotypes. 

Finally, \\"e also show that the C-S H2 and N-S H2 domains 
individually are not required for ccllular growlh, whereas only the 
N-S H2 domain is requ ired ror patlerning/differentiation. 

Results 

SI modula tes ce ll ula r growth in the wing 
\Vings rrom sil ami sf mutanlS were previously shown to be 

reduced in 1cngl h by abollt 20% [5]; allhough lhese are 110t 1l1l11 

allcles, lhey are strong h}1lomOJvhs. \Ve compared wild-typi: and 
J/ lIlutant wings and round lhat the arca 01' the wing blade is also 
reduced by 20% (Fig. lA, R, C). T o determine whelher this 
phenot}1)e results rrom a reduction in growlh or ccllular 
prol ireration, we dctermined ccll dcnsity in an arca belween \'eins 
3 ami 4 in the wing (Fig. lA and 1 B). Mu tant wings showed 
sign ificantly higher cell density than wild-t}1le wings (mean 01'8653 
and 7106 cells/lIlm:.?, respectivcly; Fig. lA', lB' anel 10 ), 
indicating that Ihe mlltant wing blade cells are 21 % smallcr than 
wild-t)1Je. ·l'his means that the reduced arca 01' the wing ean be 
full y exptaincd by a reducl ion in cell size. Consistenl with this 
model, we found lhat the nllmber 01' cells in wild-type and si 
mutant wings is nOl significantly different (Fig. lE). This 
demonslrates that SI nonnally aclS 10 stimulate ecll growlh in 
the wing, but does not affect cell proliferarion in this tisslle . 

'1'0 determ ine how SI stimulates cell growth, we examined the 
effeelS 01' reductioJls in gcne dosage in Ihe EGF/ MAPK and 
insulin signaling pathways on tbe size 01' si mUlant wings, since 
bQlh ¡he MA PK llOJ and insulin pathways l8J have been shown lO 
regulate growlh in the wing. The EGFR has multiple ligands: 
Spitz (Spi) and Vein (Vn) are activaring ligands, whereas Argos 
(Aos) is inhibilory. Once activated, the EG FR binds lO a 
cytoplasmic seaffold prOlein, Daughtcr or scvenless (Dos), and to 
an adaptor prOlein, Oownstream 01' receptor kinase (Ork), which 
leads to the mcmbrane translocatioll or the guanine nudeolide 
exchange ractOr Son orsevenless (Sos). T here, Sos favors c..xchange 
01' bound GO l' for GTP in Ras8S 0 , ami lhat, in turn, leads to 
aelivation or Ihe MAP KKK Pole hole (PhI; also known as RarJ ), 
wh ich in tum activates the Downstrealll ofran (Osor! ) l\'IAPKK; 
activaled Osor! Ihel1 aClivales Rolled (RI), Ihe Drosop/¡ila MA PK 
[IOJ. AlI mutanl sP fIies hetcrozygous rol' mutations in MAPK 
pathway componentS tested have a small but significant funhcr 
reduction in the arca or Ihe wing blade compared to sf mutants 
(Fig.2A). 
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In Ihe insulin pathway, (he activalcd insulin receptor (Inr) binds 
to the cytoplasm ic substrate Chico (a Orosophila homolog or IRS), 
which leads to the aclivalion orthe lipid kinase phosphoinositide 3-
kinase (PI3K) and, rurther downsrream, the ser / thr kinase protcin 
kinase B (PKB, also rererred to as Aktl ) [11]. Mutant sr fli es 
heterozygous ror mulat ions in ¡/Ir ami Dpl 10 (the calalytic sllbunit 
01' PI 3K) showed a similar effect to mutations in genes 01' the 
MAPK pathway (Fig. 2B). In contrast, sf flies with a mutation in 
PI..73 have biggcr willgs than sr alone, suggesting a negative 
reedback loop 011 palhways slilllulating ccllular growth in this 
context. Takcn togethcr, these data indicate that SI normally 
participates with Ihe EGF/ MA PK and insulin pathways as a 
positive mediator or cell growlh in the wing. 

PLC-y catalytie activity generates 11'3 alld OAG by PIP2 
hydrolysis, [eading to modulation or Ca2

+ rdease by I P3 receptors 
and PKC activarion. In order to srudy PKC involvement, we 
characterized a mutation in one 01' lhe fly homologs 01' PKC, 
PKC53E. PKC53E mulants are hornozygous viable and fertile, yet 
have a reduction in wing size or 11.5%, similar to JI mutants; by 
contTast, PKC53E heteroz}'gotes have wild-I)1)C wings (Fig. S 1 A). 
\Ve lherefore tested whether the PKC53E growlh phellotype can 
be tied to known PLC second mcssengcrs. In an sI mutant 
background, reduced genc dosage 01' ¡P:JR 01' PKC53E produced 
further reductiollS in wing size (Fig. 2C). In the same si mutant 
background, heterozygosity ror a mutation in Rack l , a gelle tbat 
encocles <In scaffold protein rol' va .. ious signaling molecules 
ind uding PKC [121, gencrated a similar cffcCl (Fig. 2C). T hese 
resul ts are consistent with the idea thal the ceJl growlh dcfect in sl 
mutants operates via the dassic PLC second messengeJ"S IP:¡ and 
OAG, with a concomitant eflcct on PKC. 

Further downstream, we sought tO investigate whether process
ing 01' Spitz is required for sI delJendent wing growth, as SI has 
been shown to participate in a Spi retention mechanism in the ER 
during eye devdopment [7]. To do so, we evaluated lhe runction 
01' r/lOmboid (rilO), which encodes a Golgi membrane proteasc tlmt 
deaves the inactive, membrane bOllnd Spi precursor lO generale 
mature, secretable Spi [13]; Star (.$), wh ich encodes a type n 
translllcmbrane protcin involved in traflicking Spi rrom the ER to 
the Golgi [13, 14] , and spi itsclf. Flies heterozygous for mutations in 
these lhree genes in an sr mutanl background indeed showed 
greater reductions in wing size than solcly sr mutant lIies (Fig. 2). 
Heterozygosity 1'01' spi in an si mutant background gave the biggest 
reduction 01' aU tesled interactions: wings were reduced a funher 
65% assuming sf reduction as 100%, while heterozygosity lor 
IP3R, PKC53E, Rarkl , ,ho and S gave redllctions bctwcen 10 and 
45% . This suggests that SI regulates cellular growth in the wing by 
posilively moduIating Spi processing. Heteroz)'gosity ror aos ami vn 
a[so gave runher reductions in wing size, indicaling their 
involvemenl in Tllodlllating MAPK pathway aClivity by si (Fig. 2A). 

\,Ve repeared some 01' these genetic interactions with the 
molecular null aUde st. \Ve lound that mutations in the ÑIAPK 
and insulin palhways, as well as in (he IP·¡I~, do not modify the 
wing size or sP mutant lIies (Fig. 20 ). As st is a molecular null, this 
means that at the time orSl function, the ÑiAPK/insulin pathways 
regulate wing size solely through SI-dependent avenues. 

SI has a broad role in cell growth 
Since SI normally aels to stim ulate cellular growlh in lhe wing, 

we wondered whether it plays ¡¡ similar role in othcr tissues. As sI 
mutant eyes have extra R7 pholoreccptor cdls, indicative or sI 
fUll ction ¡here lSJ , we sought to invest igate whether growlh 
phenotypes are present in Ih is struclure as well. \'Ve found thal 
indeed, the arca or lhe eye in Jf homozygotCs is reduced by about 
8% compared to wild-type conlrols (p<0.002; Figs. 3A, B, C) . 
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Figure 1. Wing pheno type of sr mutants compared t o ORR (Oregon Rl controls. Only male fijes were used in this and subsequent figures 
unless otherwise noted. (A) Wild type wing. (A') shows a higher magnification of boxed area in (A), iIIustrating the wing region used to determine cell 
density. (B) sf mutant wing. (B') shows an amplification of boxed area in (B), used to determine cell densit y. (C) Histogram showing the reduced 
mutant sf wings area. n = 100. (O) Histogram showing an increase in cell density in sI mutant wings. n = 100. (E) Histogram showing the averages of 
total number of cells of complete wing surfaces. n = 5. sf and ORR do not differ significantly. *p <0.001; error bars represent SEM. 
doi: 1 0.1371/journal.pone.OO28067 .gOO 1 

This reduction can largcly be explained by a 9% reduction in the 
number of ommatidia, as we lound a mean of 765 ommatidia in 
wild-Iype comrols compared 10 only 698 in sP homozygous eyes 
(p< O.OOO 1; F;g. 3D). 

Gi"en tba! sI mulants sbow smaller cells in Ihe wing, we also 
tested whether the re miglu also be a cell size change in Ihe eye, 
using Ihe FLP-FRT sys!"elll to generate mulant clones in Olherwise 
wild-I)1:>C tissue. Becausc loss 01' si resul ts in the recruitment of 
additional R 7 photoreceptors [5] , we compared Ihe combined 
arca 01" the rhabdomeres in R I- R6 photorecepto r cells between 
acljacent sP 1+ ami sP Tllutanl patches. \-Ve I"ound tha! Ihis a rca was 
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reduccd in mlltam patches by an a\'erage 01" 15.2% compared lO 
adjacent sPI+ patches in the same seclioll (Figs. 3E ami 3r). 

Ir SI is involved more globally in growth control we rnighl 
CX!:>cct lO see a change in the overall size ofthe fl y, as observcd for 
mutations in Ih e in sulin signaling palhway [8]. One way in which 
th is might be manifest is in the animal's mass. \Ve compared two
day-old st~ homozygous females with sibling sf hctcrozygoles and 
found the mutants are abollt 8% ligluer: 1.29 ::!: 0.019 mg 
comparcd to 1.41 ::!:0.01 7 mg. This diffcrencc is highly significan! 
(p< O.OO 1; n:: 70 per gcnotype; mean ::!: SE1\'l). \-Ve also evaluated 
pupac using tbe samc gcnotypcs, measuring both pupal length 
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Figure 2. Reduced gene dosage of MAPK and insulin pathway genes on sJ mutant wings. Heterozygous mutant conditions for EGF/MAPK 
(Al and insulin (Bl signal¡ng genes, and genes downstream of SI (C) change the sr mutant w¡ng s¡ze. H¡stogram ¡n (D) shows the effects on sf mutant 
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this and subsequent figures showing genetic interact ions, tests were done wi th hemizygous sr or sf males and heterozygou5 or wild type for the 
genes tested unless otherwise noted. 
doi: 1 0.1371/journaLpone.002806 7 .g002 

[15,16] amI wcight of stagc 12~ 1 5 pupac. T hcrc wcrc no 
significam dillc rences (3.16 ::!:: 0.01 mm for sf homozygotes lO 
3. 14::!:: 0.009 mm for sf heterozygotes measuring pupal longest 
ax is, and 1.446::!::0.01 2 mg for sf homozygotcs, to 
1.464±O.O 12 rng for sf heterozygotes. n = 73 for sf homozygotes, 
amI n = 79 for sf hClerozygotes; mean ± SE~. T hese analyses 
show that SI plays a more general role in the promotion of cell 
growth, beyond the one classically described in the wing. 

Insu lin receptor via SI inhibits w ing vein differentiation 
sr mutant flics sometimes show small cctopic wing \'eins, 

indicating an excess of ce\lular differentiat ion [5]. Vein 
diffel'entia tion in th e wing is regulated by various pathways, 
including the ECF/ i\'IAPK, amongst others [review in 17, 18J . 
We fo und ¡hat reduclions in gene dosage of most MA J>K 
pathway genes tesled partially rcscued ¡he eClOpic vcin phenotype 
of sP mutant \vings, indieating that the cetopie veins arc a result 
01' over activation of MAPK signaling, lhe exceptions being aos 
amI spi, Consistent with its role as an ECFR inhibitory ligand , 
heterozygosity for a05 si¡''llificantly augrnented the ectopie vein sI 
phenotype, stro ngly implying Aos in lhe regulation of \'ein 
dilI'crentiat ion. In contrast, helerozygosil)' for spi had no 
significant cffect, indicating that for "ein diffel'entialion Vn, 
rather than Spi, is critical (Fig. 4A). 

. :~: PloS QNE I www.plosone.org 4 

sr mutant fii es hclerozygous for mutations in lhe insuJin 
pathway sho\\' no consistent change in the cClOpic vcins phcnot)ve 
of sP wings; one shows a significant increase (/1lR), one shows a 
significant dccrcase (DpJ JO) and [\\'0 others (chico amI PK8¡ are 
unchanged (Fig. 4B). Civen that the sI ectopic vein phenol'ype is 
cxacerbaled in a hcterozygous JI/R background, this argues that 
the sl-encoded PLC·"( requil'es lhe illsulin receptor to I'egulate cel! 
differcntiation in thc wing, bUI lhe pathway downstream of the 
receptor may not be the slandard one dcscribed in other contexts. 

To explore furth er the possibility of a role for insulin signaJ ing in 
wing vein formation we examincd viable hctcroallclic combina
lions ofboth I/l R amI PAR (InFr' 19/:lT5 ami PKB I13). 111 each case 
we obscrved low pcrcenlages of wings with small ectopic vein-like 
patches (12.7%, n = 79 fol' hlR and 8% n = 87 for PK/J) , 
confinning thcir panicipation in vein differcntiation (Fig. <le 
amI 'm ). 

\Ve wondered whether the excess \"ein differentiation in the sI 
mutanL~ occurs via the canonical downstream PLC cflcctors, so we 
deterrnined the errect of changes in dosage of sorne of these. 
HClerozygosity for mmations in the JP:JR and Rack! significamJy 
increased lhe ectopic vein area in sr mutan! wings; in additioll , we 
obselved a dramatic increase in thc vein phellotype whcn the 
dosage of PKC53E was reduced in an sr mutant background 
(Fig. 4 E.). T his is consistent with a previolls I'eport describing 
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ectopic expression 01" the PKC53 E kinase domain , suggesting lhat 
PKC53E regulates vein di(feremiation in the wing [19J. In 
agreement with this finding, we found that fiies homo;o:ygous for a 
h)1)Qmorph ic allcle of PKC53E also show ectopie veins (Fig. SI B), 
even if slllveyed in a11 st background. 1'his argues that function of 
this PKC homolog, PKC53 E, is particularly important for vein 
formation. 

As mentioned earlier, the mechan ism by which SI affects R7 
photoreceptor differentiation is proposed to be via its involvement 
in ER retemion of the EGF ligand Spitz, in a pathway that also 
involves Rho aud Star [7]. Does the same mechanism operate in 
the wing? \Ve found that heterozygosity for mutant alleles of rilo 
and S, but not spi, increased the vein phenotype of sf mutants 
(Fig. 4E), suggesting ¡¡ Spi-indcpendcnt role for Rhomboid-I and 
Star in modulalion of vein diITerentiatiorl, perhaps by lheir 
involvcment in the processing of a MAPK parhway ligand other 
tlmn Spi, such as Keren. 

'Ve looked at sorne ofthe S..1.llle interactions with the null allele 
sP and found tbat mutmions in the ~-If\PK and insulin palhways in 
general, as ",di as in the ¡P·/R, alTect the extent of eetapic vein 

.~@: PLoS ONE I www.plosone.org 

territo!)' in sf' rnUlanl flies in a similar fash ion to thal secn in sf 
mutants (Fig. S2). Because a further increase in severity oflhe wing 
\'cin phenorype can be seen in sP, this indicates that SI i5 not the 
only avenue ofvein diflcrentimion moc1ulation by insulin signaling. 
IP3 R acti\'ilY is also required independcnt 01" SI, mOSI likcly 
regulated by cytoplasmic calcium concentrations as the IP~R is 
known to be regulated by calcium [20J , and this could account for 
the (..xacerbation of ¡he ectapic vein phenotype in an si' null 
mutalH background. T aken togelhcr, these results confirm a 
previously unrecognized role for insulin receptor signaling in 
diflCremiation and imply that there are both SI-clependem ami SI
indepcndcnt ways of regulating vein difleremiation by insulin 
si¡,rnaling in the wi!lg. 

Insulin receptor pa rticipates in R7 photoreceptor 
diffe rentiation via SI 

sI mutant fli es havc extra R 7 photorcceptOrs in the eye, 
indicming that SI normally inhibits ccllular differCllliation of this 
cell Iype l5] . A reduction in gene dosage of componcnts of the 
MAPK pathway partially reseues the extra Ri photoreceptor 
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phenot)1>e in sI mutant flies ([5] and Figs. 5B and 5C), indicating 
Ihal the di llerenliation defeet, like Ihe ecwpic vein phenol}1)e, is 
due 10 palhway over aClivalion. T he sole exceplion , of Ihe genes 
tcsted, is aos. As cxpcctcd, and consistent Wilh its role as an EGFR 
inh ibiwry ligand, heterozygosity lor aos in an si mutant 
background resulted in a dramalic increasc in the sI mutant eXlra 
R i phenolype. Male sf; aoI'7/+ eyes also have noticeably 
increascd roughness (Fig. S3). 

\Ve examined ncxt whether the insulin pathway is also involved 
in Ihis process by analyzing Ihe effect ofhelerozygous mutations in 
Ihis palhway on the number of ommatidia ",ilh extra R i cdls in sr 
Inutant eyes. Similar to our find ings with the ectopic wing \'ein 
phenot)1)C, only hcterozygosiry for mmations in the insulin 
receptor ilself showed a significant increase in Ihe photoreceplor 
phenot)'pe (Fig. 6B and 6C). The average number of R 7 cells per 
ommatidium rose dramatically: from 1.25±O.003 in sf males to 
1.89±O.36 (n :::: 4-6 eyes, p<O.002) for sibling sr males with a 
copy of In!pC!5. \,Ve found Ihe sarne result wilh anolher 
hypomOlvhie allde ofPLC-y: sI' (Fig. S4A). T he average numbcr 
of R7 cells per ommatidium rose from I.IO±O.037 in .111 males 10 
1.58±O.038 (n = 5~7 eyes, p<O.002) for sibling s¡! males with a 
copy of h¡IPC!5. By contrast, in an sf background, the !/lR 
mutation did nO! increase the scveriry of tbe R7 phenotype (Fig. 

. :~~ PLoS ONE I www.plosone.org 6 

S4B), but givcn that sf is a molecular null, this result is cxpccted ir 
SI is Ihe only avenue of modulation for tbe insulin receptor in the 
cye. T his contrasts with Ihe vein d ifferentiation J"esults, suggcsting 
different mCK.\cs of activity for SI in tbese proccsses. \Ve also found 
thal reduccd dosagc of chico, Dpl lO and PKI1 significantly 
dccreased the ~xlra R7 phcnot.)1)C .of sr muta11l~ (Fig. 6~). 

Helerozygos1t)' for a mutauon In Ihe ¡P'IR Hl an sr mutant 
background showcd an inci"ease in the number of olllmatidia with 
extra R7 tells (Fig. 6F), and in lhe numbcr of R7 edls per 
ommalidium (Fig. 6E) (from 1.25 ±O.003 in sr males, to 
1.76±O.11 in sibling sr males wilh a copy of /P:Jlfu, n = 5, 
p<O.OO I). A similar dlcct was observed for the same /PJR 
mutarion in an sP mutant background (Fig. S4B), indicating that 
the IP3R regula tes R7 diflcrentiation in SI-dependent ami SI
inclepcnclcJ1I ways, as is lhe case for ectopic vein diffei"entiation. 
i\·!utant sr llies beterozygous fOi" a muration in PKC53E ¡¡Iso 
showed a significant incrcase in the extra R7 pholOrcceptor 
phenot}1)e (Fig. 6F). I-I owevcr, !lies homozygous for a PKC53E 
mutation alone showcd < 1 % of ommatidia with extra R i edls 
(Fig. SIC); in Contrast, about 50% of thesc mutan! /lics showed 
ectopic veins in lhe wing, indicaling lhat Ihis protein has an 
important role in the rcgulalion of vein diflcrcntiat ion but not in 
R7 dilTercntiation. In agreemcnt with lh is, hetcrozygosiry for 
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Rackl did nOI madify Ihe number of extra R 7 ccJls in an sr mulanl 
background (Fi g. 6F) . 

\Ve found Ihal helerozygosily ror rilO amI spi mUlant alleles 
produccd a significant decrease in Ihe extra R 7 phenol)1X! 01" sf 
mutams, from 1.25±0.003 in sr to 1.09±O.019 for sr helerozy
gous ror rho and 10 1.13±0.015 fo r sl2 hClerozygous for spi (Fig. 6F 
and SC show these rcductions as pcrcentages). S mutations have a 
dominant phcnotype in the eye; one of these is a diserete 10M of R 7 
eells in § (4.97±0.42 pereent of ommatidia wilhout R7 ccJls or 
0.95±0.004 R 7 cells per ommalidium). \'Ve examined whether Ihis 
dominant phcnotype could be modified in an sI mutant 
background, ami found that in § hcterozygotes the R7 phenotype 
is nOI changed if also mutant for sf (Fig. SS). 

Overall , these dala are consistent with a role for SI in a Spi 
rctemion mecnanism in the ER in photoreccptor ccJIs [7], 
suggesting Ihal SI normally inhibils R 7 differentialion by 
negativcly modulating processing of Spi, which in mm modi/ies 
the strength or:MAPK signal ing. In summary, Ihese resulrs suggest 
that SI , activatcd by the insulin receptor, modula tes pholOreceplOr 
diflcrentiation via the 1 P3R amI PKC53E lhrough negative 
regulation of the EG F/ MAPK pathway ligands. 

Role of SH2 domains in SI function 
In order to study in more dcraillhe rclationship between SI and 

receptor tyrosine kinases (insulin and EG F receptors) in the wing 
amI eye, we examined tbe role oflhe SI SJ-I 2 domains, which are 

.~@: PLoS ONE I www.p!osone.org 7 

known to be involved in the binding of PLC-y to RTKs in 
vertebrates. \'Ve generated sI gcnomic reseue constrUCIS with eitbcr 
the N- or C-tenninal SI-I 2 domains carrying mutations that disablc 
their function in other systems (Fig. 7A) [21,22]. Transgcnic lI ies 
containing a wild type sI construct (X 10), C-S I-I 2 mutant (C-S I-I 2) 
or N-SI-I 2 mutant (N-S I-I 2) eonstructs rescued ¡he wing sizc defcct 
in sr mutants (Fig. 7B). Howevcr, whilc lhe wild typc and C-S I-I 2 
mutant constructs rcsclled the eClopic veins aJl{1 extra R7 
pholOreceplors phcnotype, the N-S I-I 2 mutant construct did not 
(Figs. lC and 7D). Thesc rcsults are consislelll wilh experi mcnts in 
mammals, in which the twO SJ-I 2 domains have dillcrential roles in 
the binding and activation of PLC-y by RT Ks[2 1 J. 

Discussion 

SI modula tes ce llu lar growth in the w ing 
\Ve show, by mcasuring cell density, that sI mutant wings have ¡¡ 

reduction in eell growlh bUI nOI eell prol iferat ion. T his defect is 
qllal ilativcly simila r 10 mlltations in MA PK signaling¡ cells wilh 
hornozygous mutations for members of this pathway havc higher 
ccll densities, suggesting smaller cells [10] . Of the several signaling 
pathways known 10 be involvcd in Dro.wp/¡ilo wing growth [23J, 
onl)' the MA PK ami insul in pathwa)'s are ITÍggered by Iyrosine 
kinase receptors that are likcly to activate SI. Om results show that 
indced bOlh palhways are gelletically linked to SI in promoting cell 
growlh, probabl)' aCling in a conccrted fashion¡ further molecular 
studies will be required 10 reveal the molecular mechanisrns ancl 
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physical imeracrions rhar ¡¡lIow lhis link. SI signaling rhus provides 
a means for coordinating growth by forming a regulato!"y link 
between lhe MA PK and insulin pathways. In this scenario, SI 
activaled by lhe insulin palhway \\'ould fUllctioll by modulating 
i\'IAPK oulput; that is to say, tú reduce somewhat Ihe levels of 
MA PK activiry, hUI not to stop it, as no MAP K activilY Icads to no 
gro\\'th and cell dcalh [[0,24], and too much :\'lAPK activiry Icads 
to ectapic dilfcrentiation al1(l rcduced growlh (our resul ts, and l7J ) 
(Fig.8AI· 

SI modulates ce llular growth in the eye 
\Ve found that SI regulates cel\ular growlh in lhe eye. Whole 

eyes are smaller , and the diflcrencc in size can be largely explained 
by lhe presencc of fewer ommatidia. This means that sI mutant 
eyes vel)' likc\y contain Icwer cells, despile the ract that some 
ommmidia sport one or two extra R 7 cells, as the numbcr of cells 
missing due to reduced numbcrs of ommatidia is bigger lhan lhe 

.:~~ Plo$ QNE I www.plosone.org 8 

numbcr of extra R 7 cells presento This suggests eithcr reduced 
proliferalion or increased cell death in differentiating sI mutant 
eyes, and is different from the growlh defect found in wings, }'el 
consistent with a moderale requiremelll of :\'lAP K output to 
promote growth and ce\lular surviva!. 

\'Ve also surveyed whether mutant eye cells are smaller , in a 
situatlon where a direct comparison could be madc between 
mutant and wild-type cdls. By studying s/ loss-of-function clones in 
the eye, we detcrmined [hat s( mutant cells are smaller than 
ncÍghboring wild-type cdls. Th is growth defect is similar tO thal 
seen in wings, suggesting a more general growth regulation by SI in 
dillerent tissues, albeil in a situation where competition betwcen 
cdls of diflerent genotypc does take place. 

SI also has growth effects beyond the eye and wing 
Not only is cell size rcduced to a similar extent in hoth lhe eye 

ami wing of si bomozygotes; we found that the aduh an imal as a 
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who1c has redu<:<:d mass. Giv<:n Ihal Ihe reduction in mass (8%) is 
0 1' a similar magnitude 10 Ihe reduction in cell size in the eye 
(15(>/,,) and wing (200;0/0;0), the most parsimonious explanation fol' 
Ihis change in mass is thal lhe same SI functions found in lhe eye 
ami wing are reqlli red more generally lh roughoul lhe animal, 
suggest ing that cell size may be reduced in many tissues. 
HoweveJ', we found that Ihe reduced growlh obselyed in Ihe 
adult was nOI reflected by a reductioll in lengl h 01' si mllla11t 
pupae. ' ¡'his is in contrast to mUlations 01' olhel' genes involved in 
growlh control, sueh as lhe neuroflbl'omin I gene [15,16J, which 
shows a significant recluction in pupal Icngt h. T his might be 
beeause sI has a rclalivcly small clrcet on growth, varying betwecn 
5% and 20% in diITerent contexts, so our sampl e may not have 
been large enough 10 observe a small change in mean length. 
Given thal SI does nOI appear to aAcct lhe length of appendages 
other Ihan the wing O.Thackeray, unpublished data), il may be 
that Ihere are other compensatory eITects resulting from lost SI 
funet ion that maim ain Ihe pupal case al an approximately wild
t)llC length. 

Another complementa!)' explanation for the reductioll in adult 
mass is "ia a role fo r SI on nutricnt sensing. As SI is clearly 
involvecl in insulin signaling, aJl(1 as insulin is required 1'01' 

inlegrating nuu-ient sensation in Drosophila l25J, the clrect on mass 
might be a combination of impacts on hoth growlh signaling and 
nutrient sensing . 

. :~~ PLoS ONE I www.plosone.org 9 

\,Ve propose U1at the overall role 1'01' SI is 10 act as a pro-growth 
agent, allowing cclls and tissues to atrain normal numbers ami 
sizes. This is aehievecl by dampcning l\'i.APK output in growth 
control in a non-cell autonomous mannel', by restricting 
processing 01' EGFR ligand(s), as ShOWll previously for R7 cell 
diflCrentiat ion 17J. Since both the MA PK ami insulin pathways 
initi¡¡lIy ¡¡CI 10 favo r prolifer¡¡tion and growlh, we propose that SI 
fU llctions here under insulin pathway control, allowing growth to 
continue, prevenling ectopic diITerentiation (Fig. 8A). T here are 
several ways in which il could do so; by direcling activated MAPK 
to a dilTcrcnt cdlular compartment (cytosolic versus nuclear [26]) 
01' by controlling ovcrall sl l'engt h and du ration 0 1' signaling [27J, 
cxamples of which have been shown to clicit such changes in 
devdoping wing cells in both Droso/Jhila ami pe 12 cclls. 

51 ¡nh¡b¡ts w ¡ng ve¡n d¡fferent¡at¡on 
As opposecl 10 promoting wing ceH growlh, SI inhibits wing vein 

fOrmation. Positioning and diflcrentiation ofprovein amI inlcrvein 
lerrilories in lhe wing are delermined by al leasl f1ve diITerent 
signaling pathways; Hedgehog (Hh), Decapentaplegic (Dpp, a 
bone mOlvhogenetic protein homolog), epidermal growth factor 
(EGF)/MAPK, Wingless (Wg; Wnt), ancl Notch l17]. Gcnes ofthe 
EGF/:'"lA PK signal ing palhway are expressecl al higher levds in 
provein lerrilOrics; aClivation of this palhway is requil'ed lor 
provein 10 vein diITerentiation [28]. As mentioned aboye, sI mutant 
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Fly PLC-y Regulates Growth and Differentiat ion 

Figure 8. SI modes of action in growth and different iation. Panel (Al shows SI, activated by the insulin pathway, acting as a liaison regulating 
MAPK pathway ligand processing, to foster MAPK activation to a level promoting growth (red inhibitory interaction). (8) Conversely, for 
differentiation, reduced insulin receptor signaling leads to lower levels of SI activation and augmented Spi processing (different fmm A, gray 
inhibitory interaction; possibly other targets from those in A), and this, in turn, allows MAPK activation in a manner consistent with promotion of 
differentiation. 
doi: 1 0.1371 /journal.pone.002806 7 .g008 

flies show ectopie vein patches indieating an exccss or vcin 
dillerentiation. Here we show that heterozygosity ror l\'IAPK 
pathway genes, in a sensitized sI mutant background, caused a 
partial reseue or the si vcin differentiation dcreet, indicating that 
the si phenotype is a consequence 01' MAPK over aetivation . In 
Ihis case, SI aeIS as a negative regulator or ['vIAPK signal ing. 

T he dual roles played by SI in Ihe wing via the same MAPK 
pathway - promotion or growth and sllbsequently, promotion or 
diflCremiation - can be cxplaincd if SI is hclping to establish 
appropriate MA PK aCl ivily al eaeh dcvclopmental stage. Alter
nalivcly, givcn thal growth ami diflerentiation tend to be 
temporally separated [29), these distinct cflcets probably oceur 
in eells Ihat are al difIerent stages or deve!opmelll anel therefore 
different elfector molecules are likcly to be presenL Funhermore, 
these results also suggest that PI 3K (or whieh Dpl \O is a 
component), which inhibits SI ecrapic vcins, might have a negative 
role in regulation or PLC-y (figure 48), in additioll \O the positive 
effcct describcd in mammals [30). Given Ihat PI3K and SI 
compete for thc same substralc, the intcraction \\'e sec bctwecn 
them in the wing might due to an altered ratio of phosphatidyl 
bisphosphates to phosphat idyl trisphosphates available at the 
membrane near Ihe aClivated RT K. 

Insu lin receptor invo lvement in wing vein different iation 
Slrikingly, therc appcars 10 be no role ror the insulin pathway in 

vein difierenúation, save lor the insulin receptor itse! f; however, 
this finding is consistcllt with studics showing that the insul in 
pathway as a whole is gcncrally not in\'olved in differentiation [8). 
Despite th is, we found that mutations in the insulin receplOr 
generate dramatic inc reases in cClopic wing ve ins in sf mutant 
backgrounds. These results clearly indicate a requirement for the 
insulin receptor in SI-mediatcd inhibition of vein differcmialion, 
suggesting thal SI is activated by ,his receptor. In mammal ian cells 
there is some evidence ror th is type orassociation [31], but th is is 
the first evidence al' such an interaclion in Drosophila. Such an 
interaclÍon mighl be direct via one of the SI SH2 domains, al' 

indirectly through an adaptor such as Lnk. 

The insulin receptor inhibits R7 photoreceptor 
different iation via SI 

Photorcccptor dificrentiation begins in the th ird la!Val instar 
witb the passagc or thc morphogenetic runow across the eye 
imaginal disc. T he R8 photoreecptor differentiates first, nucleating 
devcloping ommatidia withoul requiring EGF/ MAPK activation. 
[n contrast, the R7 photoreceplor is the last to differellliale and 
requires .MAPK-mediated activation involving both the EGF and 
Sevenless receptors [32,33j. The presence of extra R7 photore
ceptors in sI mutant eyes indicates that SI nonnally inhibits R 7 
differemiation, resulting in ollly one R7 cdl per ommatidium [5]. 
\·Ve confinlled that this phcnotype is a conscquence or over 
activation of MAPK signaling, beca use heterozygous mutant 
conditions ror genes in Ihis pathway almost complete!y reSClle the 
sI eye derect [5,7J . We also round a role ror insulin sigllalillg in R 7 
dcvclopment, bUi as in vein diflcrcntiation, only mutations for the 
insulin receptor itse!f augmented the sf phenot)1>C in an sf mutant 
background. T hus, in th is instance as wdl, the insulin receptor 
apI>cars to activale Si lo enablc it 10 regulatc R7 diffcrcntiation. 

.~@: PLoS ONE I www.plosone.org 11 

T his eye phcnotype therefore fo11o\\'s lhc same logic as \'ein 
dilferem iat ion, consti tuting another case of close associatiol1 
between the inslllin receptor and SI. As SI docs not show the 
same interaction with Ch ico as with InR, activat ion ofSI via InR 
may rcqui re eithcr direcl binding or SI to InR or another insulin 
pathway adaplOr molecule, such as Lnk l34J. It will be 01" interest 
to see irtherc is physieal interaction between SI and In R or Lnk in 
this context. Takcn together, these results are eonsistent witb SI 
act ing 10 reduce MAPK ou tput to prevent cClOpic dinúcl1liation 
(F;g.8B). 

SI mode of act ion 
A centra! function 01' al! phospholipasc e enzy:mes is hydrolysis 

01' PIP". In this study we showed that rc¡"rulation 01' growth and 
difihentiation by SI must depend on PI P" hydrolysis 10 some 
extent, bccause or the interaclion bctween si anel mut"ations in 
lP:;R, PKC53E and Rack;. Also, by means 01' gcncric rests, we found 
thal SI requires the Spi processing machinery (S, Rho) to regulate 
growth and differcntiation. It has previollsly been shown that SI 
acts on Spi processing during R7 difiCrentiation, by favoring Spi 
I"etention in Ú1C cndoplasmic rcnculum [7). [n order 10 rationalize 
SI function in aU the phcnoty¡>Cs studied, wc rcason tha! by 
inhibiting Spitz processing, SI could delay initiat ion of diflúcn
liation, allo\\'ing sliU undiffcrenliated eclls to grow anel attain a 
normal size berore the onsct or dilferellliation. SI modes or action 
in growth and difihentiation may be differcl1t; si aUdes aflccting 
the wing but not the eye is Slrong evidence for th is asscrtion [35]. 

In general, during growlh , SI activaled by the insul in pathway 
aels as a liaison rcgulating MAPK pathway ligand proccssing, to 
promote MAPK activat ion 10 a leve! perm ill ing growth. In 
agreemenl with a we11-characterized case in mammalian cells [27), 
we propose that th is leve! 01' activit)' 01' MAPK is d iflcrent fl'om the 
leve! rcquired 1'01" differentiation; either it is or a difierent duration, 
01' 01" an overaU diflCrent stimulation levd, 01' hapl>cning al a 
differelll time. Altemativc!y il occu rs in a dilferent subcellular 
compartment rrom that rcqllired for difiCrentiation [26J, acting 
thru SI regulation 01' Spi processing (Fig. 8A, red inhibitOl)' 
interaction). This scenario also reqllires both the MAPK and the 
inSllJ in pathways lO be active for cell ular growth. Conversely, 101' 
differcntiation, rcduccd insul in receptor signaling leads to altcred 
(Iower) levels of S! activation and augmented Spi processing 
(Fig. 88 , different from Fig. 81\ , gray inhibitory interaction; 
possibly othcr targcts from those in Fig. 8A), and this in mm allows 
MAPK activation in a mauner consistent with promotion or 
differclll iatioll. T his collld cither be caused by longcr or strongcr 
MAPK slimulalion , as documented ror pe 12 eells [2iJ, sinee 
lower SI aClivity now aUows higher levcls of MAPK ligand 
processing, and/OI" by compartmental ization 01' Ihe activated 
MAPK palhway, as showll for the Drosophila willg [26), besides 
happening at difierent times dllring development. In this second 
case, only the j'vLA.PK pathway is reqllired to be rully act ive. 
Finally, loss-or-funcrion mlltant condirions ror si Icad 10 ectapic 
dilferentiation al the expense or growth. 

\Ve found ,hat genomic si eonstntets carrying either a mutant 
C-S H2 01" N-S H2 domain rescllcd the wing size ddcet of si 
rnutants, to an extent equivalent to a wild ty¡>c sf cOl1struct. The 
amino acid seqllence 01' SI is weU conselvcd compared to 

November 2011 I Volume 6 I Issue 11 I e28067 



 

42 

 

 

marnrnals, suggcsting that the rnode of enzyme activatioll has 110t 
changed since fiies and mammals diverged; if this is so, our results 
imply tha! PIP2 hyclrolysis is not required fo r 51's role regulating 
cell growlh. T his is consisten! with previous reports showing tbat 
milogenic activity triggered by PLC-y in mammals does not 
clepencl on ilS phospholipase function [36). In mammals, in some 
COn!eXIS, th is is due 10 an SH3-medialed interaclion between PLC
y and PIKE (P I3K enhancer) for nuclear PI 3K aetivity [37]. 
Another mammalian study showed lhal Lhe PLC-y PH clomain is 
suflieienl for bOlh membrane associal ion and aClivalion 01" 
mammal ian PLC-y following ac¡ivation of PI 3K [30]. If any of 
these scenarios also occur in Drosophila, this would be consistent 
ami explain why the N-S H2 doma in ofSI is dispensable for its role 
in regulating cell growth , while providing a possible lie-in wilh the 
PI3K activation triggered during insulin signaling. 

In COlllraSI 10 Ihe results for ceU growth, we lound Ihat Ihe N
SH2 domain is necessary for SI 10 regulale proper dincrentiation 
of R7 photorcccptors and wing veins. In mammals, the PLC-¡ N
SH2 domain bi.nds to a phosphotyrosine either on lhe acfÍvated 
receptor or an adaplor; whereas the PLC-yl C-S H2 domain is 
thought 10 be necess¡uy for activatíon of phospholipase activity, 
binding 10 a phosphoty rosine within PLC-y itsclC this sile having 
bcen phosphorylaled before by lhe activated RTK after PLC-y 
binding [38]. This suggCStS that dinerentiation depends on the 
more Lrad itional mo<lel 0(" PLC-y aClivity, requiring binding or lhe 
N-S H2 doma in to either a receptor or an adaptor. T he SH2 
mutant constructS thcrefore conrirm earlier flndings that [he 
growth and difIerentiation defects seen in sI mutanL~ are driven by 
distincl amI mutalionally separable pathways [35]. 

"Parental control" by SI 
T aken together, our results indicalc lhal SI participates in finc 

coordinaríon or growtb and diflcremimion dllring devclopmem. 
Altbougb SI is not essential fo r wing or eye growth amI 
developmem, it is llecessary 10 ach ieve appropriate final structure 
and size. In the absence 01' SI function , tbese rissues arrest growth 
premalllrc!y ancI probably iniliale difle rentiation earlier, result ing 
in eClopic dilferemiation whilc auaining slllalle .. cclluJar sizes. As 
such , SI can be scen as cxcrting a kincl of "parental control" that 
prOlecls cclls f¡·om differentiating belore attaining a normal size. 
T his function rcqu ircs 5110 changc ccJlular bchavior from ¡"Towth 
(or possibly inhibition of diffcrentiation) lO difTeremiation in a 
shol"i period 01" time. 

PLC-yl has been demollSlrated lO be a phosphorylation targel 
of i\'lAPK [39,40], and some PKC isofonns can phosphorylale 
PLC-y without anecting PI P2 hydrolysis l411 so it is clear that 
Ihere is a complex intcrplay of signaling among this sel or 
moleculcs following RTK activation. Further study of Ihe 
clynamics of SI-regulated ECF/MA PK signali ng in space ami 
time during wing and eye devclopmenl in Drosophila may help to 
expose more of this net\\"ork. 

Materials and Methods 

Drosophila stocks 
¡.líes were raised al 25cC under standard conditions. fl y slocks 

used were: SIl IFi'vl7c and sr 1 Fi\'I7c obtainecl from J. Carlson (Vale 
University, USA). T he sI' allde ís produced by a insertion ofa 412 
u·ansposable clement in [he exon encoding the C-tenninal end 01" 
Ihe s~lil PH dom¡¡in , resuhing. in I~ ss o~ the region Y e~talytic 
domam as well as lhe C2 domam; sr CalTleS a 13 bp dcletlon JusI 
before the exon enco<ling lhe N-terminal SH2 domain, resulting in 
Ihe loss ofbolh SH2 domains, the SH3 clomain, reglon Y and lhe 
C2 doma in. Both alldes are slrong h}1Jomol"phs [35]. sf I FM 7c was 
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generaled in a Canton S background amI characterized by one ofus 
O. Thackeray); s(l is a point mutatíon thal changes a Tl11Jtophan [Q a 
SIOP codon at Ihe begin ning of the open J"eadir~ frame, and thus, 
creates a null allcle [35, '~2k InRE!9/ Ti\"13, InlP :E> ITM3, Il/rr"l"5/ 
T M3, chico l 1 CyO, Dp"()"~ \'3 / TM6, PKBI / TM 3 amI PKlil / TM 3 
were obtained ¡rom E. Hafcn (ETH, Switzerland); 001'7 r r l\O, 
EgJfl ICy O, 1)QsR31 r rM3, drkcO·<'ICy O, ,¡I/Cy O, Ras85D,·2fl 
Cy O, SOs34 / 0 ,o, Sosd"'7I CyO, Rack1 t..·";ICy O, TIw' ~· I/" l'i'\'1 3 , 311 
ln(2LR)bwVl ds33K, spi' ICyO, 1/)3R1H / TM 3, PKC53t!'·VI.¡()<):!/Cy O, 
IJII (;22/ I TAB and P{ry'- FLP.N}6, r:l06 were from Lhe Hloomington 
Drosophila stock center at Indiana University, USA. 

Genetics 
Cenelic interactions were made by crossing SIl, sP, or sP 

homozygous virgin females wilh males of the following genotypes: 
1IlRI-:1 9/" r M3 , InRGC25/TM3, chicol / CyO, Dpll (/'\\"3/TM6, PKB11 
T M 3, ao~7 n ' M3, EgfIl I (,) 0 , 1)Q.l"R31 r rM 3, drkMJA I Cy O, rll I Cy O, 
Ras85De2f/ Cy O, Sos3·' /Cy O, Sosdm7lCy O, Rock1 t..E ICy O, Tho'~" 1 
T\O, 31/ ln(2LR)bwvl ds3.~K , Jp/ICy O, Ip3RB4 / T:\1 3, mF.!:.> /1 
T..M3 and PKC53E.··H 1'10931 CyO. We sclected male progeny 
hemizygous for sIl, sr or sI' and helerozygous for mlltations 
under study by the absence oflhe marked balancer chromosomes. 
For rescue experiments, \\"e Jikewise crosscd males with the 
dilfcrent reseue eonstructs lO Jf mUlant females, ami sclected male 
progeny hcmizygous for sf with the rescue construet. 

Body Weight and Length Measurements 
For adulr body wcight measurcments, síbling sf homozygotes 

and sf I F.~/17 females were collected and aged fOI" two days in 
groups of len in ¡resh vials before use. Individual cold-killed fl ies 
were measured in a microbalance (Cahn C-3 l , USA) wilh O.l ~g 
sensitiviry and a range ofO.1 ~g-25 mg. n::: 70 flies/genorype. For 
pupal measurements, we crossed sf malcs to sf I Fi.H7 females in 
non-crowcled condirions in fly bonles. Third insrar laJv ac were 
recovered and scxed, and femalcs, in groups of twenty, \\"ere 
housed in lood vials. From lhese, lcmale pupae ("rom stages P 12 
P I5 [43] werc uscd. Pupae were weighed as above. Also, ami 
similar 10 [15 , 16J , the long axis orthe pupal case was measured for 
each pupae under a dissecting lllicroscope with the aid of a 
micrometer grid. 

Analysis of wings 
Fl ies were aneslhetized with CO~ <lnd wings were dissecled, 

placccl in absolute ethanol and mounted in a mixture of lactic 
acid:ethanol (6:5) [lO]. Wings were examined under a compound 
microseope. Measurements 01' wing surface ami eClapie ' ·ein arcas 
were made man ually llsing IPLab softwarc. For mcasurements of 
ce\lular densilY in wings, a small region between veins 3 and 4 was 
sc!ected, amI Ihe total number of cells within this region was 
counled on one wing surface. In order to calculate cel! densities, 
wc divided Ihe number of cells counted by the arca sur\"eyed 
(0.0298 mm2

). T his tneasuremenl was valiclated as represenlative 
of lotal wing arca by counting the total number of cdls in one wing 
surfaee in a few experimems. 

scanning Electron Microscopy (sEM) of Whole Eyes 
I~ies were cold aneslhetizecl, mounted amI oricnted sideways 

unto stubs by lllcans of carbon paim. 'fhey lVere then viewed wilh 
a J EOL 1010 SEM under high vacuum conditions, with 20 KeV 
accelerating vollage, and whole eyes posil ioned perpendicular lO 
the declron bealll were digitized al 230x. Only one eye was 
accessible per fly. Digitized im¡¡ges were used 10 llleasure eye arca 
and number of ommatidia usíng ImageJ. 
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Eye Histology 
I-lislology was pel{ormed according 10 R..iesgo-Escovar, el al. 

[44]. Bridly, lIies were aneslhetized wilh C01 amI decapitated. 
I-Ieads wcrc placed on slidcs and cut in half by a medial sagittal 
sect ion. T he eycs were then fixcd in 2% glutaraldehyde, 1 % Oso.¡ 
in Ix cacodylate buffer (50 mivl, p l-l 7,4) 0 11 ice fOI" 30 minutes. 
The eycs were pos!-fixed in 21)/1) 0 50 ., in Ix cacodyla!e buffer on 
ice for 2 hour!;. 'fhe OsO .• solution was then removed amI the eyes 
were dehydrated lhrough a gradee! aCCIOne series. Absolute 
acctone was replaccd with a mixture of Spurr's rcsin:acetone 
(1:1 ) overn ight. This mixture was replaced with 100% fresh 
Spurr's for at [east 4 hour!; 10 allow lhe resin 10 infiltrate lhe lissue. 
The eyes were placed in plaslie molds in 100% Spurr's amI 
oriented using a fine needlc. The molds were incubaleel at 60-
65°C for 24-70 hours. Eyes were scctioned tangcntially wilh a 
micrOlome (Lcica RM 2265) using glass knivcs. Sections of I l.lIn 
th iek were obtained, plaeed on sl ides, al1(l stained with toluid ine 
blue lor approximalcly 30 seeonds [45]. Finally, sections were 
mouuted in Entell<l ll (Eleelron Microscopy Scienees) <lnd vicwcd 
on a compollnd microscopc. Sections with fewer than 150 
ommatidia were always sclectcd for analysis, 10 assure that all 
ommalidia eX<lmined were at Ihe leveJ 01" Ihe R 7 rhabdomere. 

Analys is of loss-of-function clones in eyes 
Patches of tissue lacking si function were generated by the FLP

FRT system as described [46}, by subjecting 2--4 day old ]¡1I"Vae of 
gel10lype y w sP FRT I9A/ FRT I9A;hsFLP/+ to heat shock. 
I-Ieads containing al leasl one w- clone were embedded in resin, 
sect ioned and st<lined with tolu idine blue <lS describeel [44,45]. 
Ommatidia were seored for area of ¡he R I- R6 rhabdomeres as a 
series ofmatched pairs fi'orn each he<ld; caeh pair cOllsisted of one 
w+ ommatidium surrounded by all w+ ommatidia, and onc w
ommatidium surrounded by w- ommalidia. Eaeh membcr of the 
pair was separaled I"rom the other rnember by no more lhan 3 
other omm<ltidia, so that difTerences that oceur duelO lhe angle of 
section were minimized. ' I'he arca of each rhabdolllere was 
determined using the wand 1001 wilhin ImagqJ version 1.43u 
(Wayne Rasba nd, N<llional Instilutes 01" Health, Bethes<la, MO), 

small w ing constructs 
A series of COJlSlructs werc prcpared from a 10 kb genomic 

DNA fragment (X 10), lhat includes lhe entirc sltranscription unit. 
The X 1 O I"ragmclll was subclolled into pBlueseript KS, reisolatcd 
as a Kpnl/ No/ I eligest ancl liga!ed into the Kíml amI No!1 sites of 
pCaSptR-4. Modified versions 01" X I O were produced by silc, 
direeted lllut<lgellcsis using the Quikchange kil (Strawgene). T he 
X I O fragmelll was modilicd ill R619 tO A (R619 is a critical ¡¡mino 
aeid lor Ihe funClion 01" the N-S H2 dorna in) and independenlly in 
R 72610 A (R726 is a critic<ll ami no <lcid for Ihe I"unction of lbe C· 
SI-I 2 dOJll<lin), T he mut<llions were generaled in <l 1.7 kb Bam H 1 
fragmeIH subclolled from X I O and eonfi nned by sequence 
analysis. The Iragment~ were reconstructed in pBluescript and 
recloned into lhe K¡ml al1(l J\ 'o/I sites 01" pCaS¡JtR-4, T he plasmiels 
were ÍI~ected into syneytial bl<lstoderm embryos at a final 
concentration of 1 ].Ig/ III logether with 0.1 ].Ig/ ].11 .6.2- 3 hclper 
plasmid in a bu/lCr containing 0.1 mM sodium phosphatc (p l-l 7.8) 
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alld 5 mM KCI. 'f he plasmids \\"crc dctected by the presence of 
the w+ gene marker 01"pCaSpeR-4 in transformed progeny l35J. 

Statistica l Analysis 
Data are presented as mean ::!: SE:\,1. The mean values were 

compared using Stuelent 's I lest. 

Supporting Information 

Figure SI PKC53E nlutant flies have wing phenotypes. 
Homozygous mutant PKC53E!::Y1~09.1 /lies are viable and rertilc, 
but have redueed wings (A) amI ectopic wing "cins (B), yet nonnal 
numbers of R 7 pholoreceptors in the e)'e (C). [aeh test is 
aeeompan ieel by corresponding control siblings. *p<O.OO 1; error 
bars represenl SEM , n = 100 for (A) amI (8), and n = 4 eycs for 
e<lch genot)1)C, ~ 150 ommatidia examined per eyc. 
[ m ) 

Figure S2 Reduced gene dosage oC s ignaling genes on 
the st ectopic wing vein phenotype. 11 = 100. *p<O.OO 1; 
error bars represeIH SEi ... 1. 
(TII) 

Figure S3 "OS acts as a s trong enhancer oC si in the eye . 
(A) Shows a sC<lnning E:'\'I of <ln cye fi'om an aos beterozYOle male 
fly, with normal mOlvhology. (B) Shows a scanning Ei\'1 of an eye 
/I'om a male sr /ly, sibling to the fly in (C) that also eatTies a 
mutan! copy 01" aos (00l\ 7), Note slight roughness 01" the eye on (B), 
enhanced in Ihe eye in (C). Scale bar in (B) is 100 micromcters. 
[ rJI) 

Figure S4 Reduced gen e dosage oC signaling genes on Sil 

and st extra R7 phenotypes. (A, B) sho\\' histograms with Ihe 
efTeets of heterozygosity fOI" diffel"ent signal in~ gencs on the 
number or ommatidia wilh extra R7 cells in si (A) and sP (B) 
mutants. n = 50-100 ommatidia pcr cye, from 4-7 cyes. *¡J<O .OO 1; 
error bars represent SEM. 
[ ni) 

Figure SS HOIDOZygosity for sl'l does not nlodify the 
dominant Sl R7 phenotype in the eye. H istogram showing 
Ihe avemge number of R 7 eells per om tn<l tidium in eyes ¡rom 
hcterozygom § lIies, or I"rom /lies also mutant for sr. n = 5 eyes 
each wilh ~150 ommatidia per eye. Error bars represent SEM. 
(m ) 
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Supporting Information  

 

 

Figure S1. PKC53E mutant flies have wing phenotypes. Homozygous mutant 

PKC53EEY14093 flies are viable and fertile, but have reduced wings (A) and ectopic 

wing veins (B), yet normal numbers of R7 photoreceptors in the eye (C). Each test 

is accompanied by corresponding control siblings. *p<0.001; error bars represent 

SEM, n = 100 for (A) and (B), and n = 4 eyes for each genotype, ≤150 ommatidia 

examined per eye.  

 

 

 

 

 

 

Figure S2. Reduced gene dosage of signaling genes on the sl9 ectopic wing 

vein phenotype. n = 100. *p<0.001; error bars represent SEM.  
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Figure S3. aos acts as a strong enhancer of sl in the eye. (A) Shows a 

scanning EM of an eye from an aos heterozyote male fly, with normal morphology. 

(B) Shows a scanning EM of an eye from a male sl2 fly, sibling to the fly in (C) that 

also carries a mutant copy of aos (aosΔ7). Note slight roughness of the eye on (B), 

enhanced in the eye in (C). Scale bar in (B) is 100 micrometers. 

 

 

Figure S4. Reduced gene dosage of signaling genes on sl1 and sl9 extra R7 

phenotypes. (A, B) show histograms with the effects of heterozygosity for different 

signaling genes on the number of ommatidia with extra R7 cells in sl1 (A) and sl9 

(B) mutants. n = 50–100 ommatidia per eye, from 4–7 eyes. *p<0.001; error bars 

represent SEM. 
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Figure S5. Homozygosity for sl2 does not modify the dominant S2 R7 

phenotype in the eye. Histogram showing the average number of R7 cells per 

ommatidium in eyes from heterozygous S2 flies, or from flies also mutant for sl2. n 

= 5 eyes each with ≤150 ommatidia per eye. Error bars represent SEM. 
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8. CONCLUSIONES 

 

En D. melanogaster, la PLC- promueve el crecimiento y suprime la diferenciación 

celular durante el desarrollo del ala y del ojo. En el ala, la PLC- estimula el 

crecimiento celular en conjunto con la vía de la insulina y de las MAPKs. En el ojo, 

la PLC- promueve tanto el crecimiento como la proliferación celular. La función de 

la PLC- en el crecimiento, aunque discreta, parece requerirse en el organismo 

completo, ya que el peso de organismos mutantes es menor.  

 

Durante la diferenciación de fotorreceptores en el ojo y de venas en el ala, la PLC-

, activada por el receptor de insulina, suprime la diferenciación celular mediante la 

regulación negativa de la vía de las MAPKs. Tanto en el crecimiento como durante 

la diferenciación, la función de la PLC- requiere de proteínas efectoras de la vía 

de señalización clásica para modular posiblemente el procesamiento de ligandos 

homólogos al EGF de vertebrado. La PLC- emplea modos de acción diferentes 

para estimular el crecimiento y suprimir la diferenciación dado que el requerimiento 

de los dominios SH2 es diferente en cada proceso.   

 

En conclusión, se propone que la PLC-, después de ser activada por el receptor 

de insulina, favorece el crecimiento e inhibe la diferenciación celular permitiendo 

que las células alcancen un número y un tamaño adecuados antes de que éstas 

se diferencien. El mecanismo de acción de la PLC- se circunscribe 

aparentemente a regular la producción de ligandos del EGFR, lo que explicaría los 

fenotipos mutantes estudiados en este trabajo. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

Sin duda, la obtención de nuevos datos trae consigo nuevas interrogantes que 

serán la motivación para nuevas investigaciones.  

 

Con un enfoque principalmente genético, el proyecto tuvo el objetivo de 

caracterizar la función del gen small wing que codifica para la PLC-, en el 

crecimiento y la diferenciación celular durante el desarrollo del ala y del ojo de D. 

melanogaster. Los resultados  contenidos en el presente trabajo amplían nuestros 

conocimientos a cerca de la función de la PLC- en Drosophila. Sin embargo, una 

caracterización completa de la función de la PLC- requerirá estudios adicionales 

que aborden aspectos bioquímicos y moleculares como son: un análisis 

bioquímico en donde se evalúen las características y funciones de los productos 

lipídicos así como del calcio generados de la reacción enzimática de la PLC-, 

estudios moleculares para confirmar las interacciones genéticas de sl con las vías 

de señalización de las MAPKs y de la insulina como por ejemplo, determinar si se 

modifica la actividad de las vías de señalización (utilizando elementos reporteros 

como la expresión de genes de respuestas a la vía de las MAPKs) en las mutantes 

de sl o determinar la presencia de interacciones físicas entre las proteínas 

implicadas mediante ensayos de interacción proteína-proteína.  

 

Además de lo anterior, una cuestión que resalta de los resultados obtenidos es 

saber cómo la PLC- regula el procesamiento de los ligandos del EGFR. Una 

forma de abordar el tema es determinar la localización de la PLC- y éstos 

ligandos o sus precursores a un nivel celular, a través de estudios de co-

localización con marcadores de retículo endoplásmico, del aparato de Golgi, de la 

membrana celular, etc. La distribución de los ligandos a nivel celular puede 

evaluarse también en condiciones mutantes para sl. Estudios posteriores podrían 

encaminarse a evaluar la conservación de estos procesos moleculares en otros 

sistemas biológicos. 
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