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L
a manifestación de los genes en
eucariotes presenta un patrón de ex-
presión específico en tiempo y espa-
cio durante el desarrollo de los dife-

rentes organismos. La expresión génica depende de
secuencias de control que se localizan en las regio-
nes promotoras y potenciadoras, �enhancers� de los
mismos. El promotor (cis-activadores) contiene se-
cuencias nucleotídicas que son reconocidas por pro-
teínas regulatorias que indican a la maquinaria trans-
cripcional general que el mensaje codificado debe
ser transcrito.1,2 En contraste, las secuencias
potenciadoras tienen diversas funciones, la más ge-
neral corresponde al incremento de la expresión
basal del gen al que pertenecen,3 así como determi-
nar el tejido y el tiempo de expresión de la unidad
génica que regulan.4 El estudio de estas regiones
regulatorias se ha realizado utilizando varias técni-
cas moleculares y diversos modelos experimentales
in vivo e in vitro. La expresión específica de ciertos
genes ha sido demostrada exitosamente en el cam-
po de la biología del desarrollo, usando diversos
genes reporteros mediante los cuales la localización
y el tiempo específico de expresión son determina-
dos a lo largo del desarrollo del organismo en estu-
dio o en el sistema in vitro seleccionado.

Uno de los genes reporteros más usados ha sido
la enzima bacteriana β-galactosidasa (β-Gal), utili-
zada por su fácil detección5 y recientemente el gen
que codifica para la proteína verde fluorescente
(GFP) se ha aislado de la medusa Aequorea victo-
ria.6,7 La GFP es una proteína de 27 kilo-Daltones
(kDa) que emite una luz color verde con una longi-
tud de onda de aproximadamente 508 nanómetros

(nm) cuando es excitada con luz ultravioleta (~395
nm) o incluso azul (~475 nm). Este gen presenta
muchas ventajas sobre los genes reporteros tradi-
cionalmente utilizados, ya que la detección se reali-
za in vivo, debido a que no depende de actividades
enzimáticas o catalíticas, y el tejido o célula no re-
quiere ningún tratamiento específico. Por otro lado,
la proteína GFP es inocua para el organismo o teji-
do que la expresa, porque no interviene o desequili-
bra ninguna vía metabólica.

La visualización de los patrones de expresión al
usar la proteína GFP como gen reportero general-
mente se realiza mediante el uso de microscopía de
fluorescencia, usando longitudes de onda capaces
de excitar al cromóforo específico. La microscopía
confocal láser6 presenta adicionalmente una alta
resolución y mayor contraste en las imágenes me-
diante el uso de un rayo láser de longitud de onda
específica que incide sobre el espécimen a estudiar.
Además, es posible efectuar cortes virtuales o barri-
dos de la imagen que se integra en tres dimensio-
nes, y éstas pueden sobreponerse para la detección
de un patrón de expresión específico integral en las
células o los tejidos observados. Por otro lado, la
microscopía confocal permite realizar experimentos
simultáneos con diferentes canales de excitación de
fluorocromos individuales, y detectar imágenes di-
námicas con cinéticas de tiempo que pueden inte-
grarse para proporcionar videoimágenes.8
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En el presente trabajo se expresó la proteína GFP
en diferentes discos imaginales de larvas del tercer
estadio de Drosophila melanogaster, utilizando el
sistema binario del factor de transcripción de leva-
dura GAL4. La expresión específica de tejido se ob-
tuvo mediante la cruza de una línea que expresa
este factor de transcripción, bajo la regulación de
un promotor o potenciador con otra línea que con-
tiene el gen reportero (GFP) bajo la regulación de
un promotor con las secuencias de unión al factor
trans-activador GAL4 (figura 1).

Fig. 1. Expresión de la proteína GFP usando el sistema GAL4.
En este sistema la línea de moscas transgénicas que expre-
sa el factor transcripcional GAL4 es dirigida por un
potenciador específico de tejido que se cruza con otra lí-
nea, la cual posee la región que codifica a la proteína ver-
de fluorecente (GFP) bajo la regulación de las secuencias
de unión para el factor GAL4 (UAS). Al expresarse GFP se
produce una proteína que al recibir radiación ultravioleta
se excita y emite luz verde.

Las secuencias potenciadoras utilizadas corres-
pondieron a dos genes de D. melanogaster y distal-
less (Dll), el cual produce un factor de transcripción
específico que está involucrado en la formación de
las regiones distales de los apéndices como las pa-
tas, antenas y alas.10 Además, se analizó una de las
regiones potenciadoras del gen M2 (M2-576), el cual
no se ha descrito, aunque se ha postulado que tiene
expresión específica en la antena. Los discos
imaginales en las larvas de las cruzas de las moscas
transgénicas se analizaron mediante microscopía
confocal láser, para determinar los patrones de ex-
presión del gen reportero bajo la dirección de las
regiones reguladoras de los genes Distal-less (Dll) y
M2.

Materiales y métodos

Mantenimiento y cruzas de D. melanogaster

Las moscas transgénicas utilizadas se obtuvieron de
la colección del Laboratorio de Biología del Desa-
rrollo del Departamento de Biología Celular y Ge-
nética de la Facultad de Ciencias Biológicas de la
UANL, al igual que del Centro Bloomington de la
Universidad de Indiana, en Estados Unidos. Se utili-
zaron las líneas productoras con el DNA comple-
mentario al RNA mensajero (DNAc) de la proteína
GAL4, bajo la regulación de las regiones
potenciadoras con expresión específica de tejido
Distal-less (Dll) y M2-576. Las dos primeras se cru-
zaron con la línea reportera UAS-GFP11 que contie-
ne el DNAc de la proteína GFP, bajo la regulación
de las secuencias de unión al factor GAL4 (UAS,
figura 2).

Fig. 2. Diagrama de las construcciones contenidas en los
genomas de las moscas transgénicas utilizadas. Las líneas
productoras (izquierda) esquematizan los potenciadores uti-
lizados regulados al gen del factor transcripcional de leva-
dura GAL4. La línea reportera (derecha) contiene la región
que codifica para GFP regulada por las secuencias UAS
con los sitios de unión al factor GAL4.

Todas las líneas transgénicas fueron mantenidas
como homocigotas viables o líneas balanceadas a
18°C, en tubos con medio de cultivo para
Drosophila. Las líneas transgénicas se dejaron
ovopositar durante dos días y se pasaron a tubos de
cultivo frescos, y así sucesivamente hasta completar
el número de copias requeridas. Los embriones se
desarrollaron a 25°C hasta la eclosión de los adul-
tos, lo cual corresponde a aproximadamente de diez
a once días después de la ovoposición.

La colecta de hembras vírgenes de las líneas pro-
ductoras se realizó de la siguiente manera: por la
mañana se desecharon las moscas eclosionadas de
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cada línea transgénicas, dejándose desarrollar a
25°C. Cada tres horas se revisó el cultivo aneste-
siando a las moscas con CO2, y colectando la po-
blación las hembras recién eclosionadas en tubos
separados con medio de cultivo fresco. En el caso
de la línea reportera, se colectaron machos. Las cru-
zas se realizaron colocando tres hembras de la línea
productora por cada macho de la línea reportera
en un tubo de cultivo con medio fresco. Se dejaron
cruzar durante un par de días a 25°C, y se pasaron
a otro tubo hasta tener al menos cinco copias de
cada cruza. La progenie se dejó desarrollar a 25°C
hasta obtener larvas del tercer estadio.

Disección de discos imaginales
de D. melanogaster

Durante el desarrollo de la D. melanogaster, los
apéndices del cuerpo se desarrollan a partir de
primordios de células conocidos como discos
imaginales. Éstos presentan una morfología deter-
minada, por lo que es fácil su identificación durante
la disección de larvas (figura 3). Para este estudio se
utilizaron larvas del tercer estadio, de las cuales se
disecaron con la ayuda de pinzas y agujas de disec-
ción los discos imaginales de pata, ojo-antena y ala
en una gota de amortiguador de fosfatos a pH 8 o
PBS 1X (8g NaCL, 0.2g KCl, 1.44g Na2HPO4 y 0.24g
KH2PO4 en 1L de agua). Éstos se colocaron en PBS
1X y se fijaron en una solución de glutaraldehído al
0.75% preparado en PBS 1X, durante 3 min. Poste-
riormente, se lavaron varias veces en PBS 1X y se
montaron en glicerol al 40% para su posterior ob-
servación.

Detección de la expresión de GFP

Una vez disecados y montados los discos imaginales
provenientes de las cruzas entre las líneas producto-
ras y reporteras, se observaron mediante microsco-
pía confocal láser con un microscopio confocal
Olympus IX70. La observación se realizó con una
longitud de onda de excitación de 490 nm y de
emisión de 520 nm, que corresponde al canal de
visualización para el cromóforo fluorescente FITC
(Isotiocianato de fluoresceína 5). Los filtros de ab-
sorción usados para este canal fueron BA510IF y
BA550RIF, y se utilizó el tiempo de barrido de ima-
gen más lento con la apertura confocal menor para
obtener la máxima resolución en las imágenes. Se
detectaron las regiones específicas en las que se

Fig. 3. Discos imaginales de larvas de tercer estadio de D.
melanogaster. El diagrama muestra la equivalencia de cada
disco imaginal de las larvas (izquierda) con las partes co-
rrespondientes en el adulto de D. melanogaster (derecha)
(Modificado de Fristom y cols., 1969 y Bodenstein 1950).12,13

expresó GFP en los diferentes discos imaginales que
originan a las patas, antenas-ojos y alas en adultos.
Se fotodocumentaron las imágenes digitales median-
te el programa de Flouview versión 1.263A (Media
Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, E.U.), y se al-
macenaron en formato TIFF y BMP para su procesa-
miento e interpretación posteriores.

Resultados

Las imágenes de cada disco imaginal de pata, ala y
antena-ojo se analizaron en luz visible y fluorescen-
cia. Para la descripción de los patrones de expre-
sión observados se utilizaron al menos cinco larvas
por cada cruza realizada, usando la nomenclatura
de los discos previamente publicada.14

Potenciador Dll

El potenciador Dll dirige la expresión en las regio-
nes distales de los discos imaginales en D.
melanogaster. En la figura 4 se muestra la expre-
sión de GFP obtenido con este potenciador en los
discos imaginales de pata, ala y ojo-antena.

En el disco de pata, la expresión es concéntrica
a lo largo de cada uno de los segmentos distales
del disco. Así, se observa una expresión decreciente
desde los segmentos distales, tarso (Ta), tibia (Ti) y
fémur (Fe), disminuyendo en trocanter (Tr) y coxa
(Co). En la región que originará el protorax (Pt) la
expresión es muy débil o casi nula (figura 4a).
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El disco imaginal de ala muestra el patrón ca-
racterístico de este potenciador, localizando la fluo-
rescencia de la franja correspondiente a la región
distal del ala. Se observa la expresión más intensa
en la región que corresponde a la doble y triple fila
de cerdas del ala adulta (TfB y DfB), disminuyendo
hacia los extremos de esta región (figura 4b).

Dll mostró un patrón de expresión en el disco de
ojo-antena localizado solamente en la región que
originará la antena, en todos los segmentos
antenales con excepción aparente del segundo seg-
mento de la antena (An2, figura 4c).

Potenciador M2-576

En el potenciador M2-576, la expresión de GFP se
localiza en los discos de pata en las regiones de la
coxa y fémur de manera concéntrica (figura 5a). Se
observa claramente la presencia de GFP en cada
uno de los segmentos distales; asimismo, la defini-
ción de cada segmento.

M2-576 en el disco de ala muestra un patrón de
expresión complejo. La mayor parte de la fluores-
cencia se localiza en la región anterior del disco en
varias de las regiones que formarán la superficie
dorsal del ala (S-Do) de manera estriada, mientras
que en la región de la superficie ventral (S-Ve) la
expresión es continua. Sin embargo, también se en-
cuentra expresión en las áreas que formarán el
prescutum (Pr) y scutum del ala (Sc, figura 5b).

La expresión de GFP dirigida por el potenciador
M2-576 en el disco de ojo-antena muestra una se-
ñal muy tenue en la región de la arista, similar a la
expresión en la región distal del disco, como se en-
contró en el disco de pata. También se encuentra
expresión tenue de GFP en la zona en la que se
unen el disco de ojo y el de antena (figura 5c).

Visualización de la expresión
de GFP en cortes transversales

Debido a que la expresión de GFP en los discos
muestra un patrón de expresión variable en las dife-
rentes regiones del disco según el enfoque realiza-
do, se hicieron secciones utilizando el programa
Flouview del microscopio confocal láser. Así se ana-
lizó la expresión de GFP en secciones continuas de
2 µm de grosor para estudiar la expresión de GFP
dirigida por el potenciador Dll, de una manera trans-
versal en el disco de antena.

Fig. 4. Patrón de expresión de la GFP dirigido por el
potenciador Dll. Las imágenes de los discos de pata (a), ala
(b) y ojo-antena (c) muestran los patrones de expresión de
GFP dirigidos por el potenciador del gen Dll. Para el disco
de la pata: Pt = protorax, Co = coxa, Fe = fémur, Tr =
trocanter, Ti = Ttbia y Ta = tarso. Para el disco del ala: Me
= mesopleura, Pt = pteropleura, Pr = prescutum, Sc =
scutum, Scu = scutellum, Po = postnotum, DfB = doble fila
de cerdas, TfB = triple fila de cerdas, S-Do = superficie
dorsal, S-Ve = superficie ventral, cP = coxa posterior, cM
= coxa Media, cD = coxa dorsal, y fPP = fila posterior
pelos. Para el disco de ojo-antena: An1 = 1er segmento
antenal, An2 = 2do segmento antenal, An3 = 3er segmento
antenal, Ar = arista y E = ojo.

En la figura 6 se muestran 15 secciones obteni-
das donde GFP se localiza en distintas regiones de-
pendiendo de la profundidad del corte. En el extre-
mo más distal del disco de la antena que formará la
arista presenta una alta expresión de GFP, la cual
disminuye hasta que prácticamente desaparece (fi-
gura 6, e-i) mientras se expresa en otras regiones
más proximales del disco. De esta manera se puede
comprobar que la expresión de GFP se encuentra
presente en el segundo segmento antenal (An2), a
diferencia de los niveles de expresión casi nula mos-
trados previamente sólo en una sección (figura 4c) y
en las tres primeras secciones de la figura 6 (a-c).
Las imágenes posteriores corroboran claramente la
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Fig. 5. Patrón de expresión de GFP dirigido por el
potenciador M2-576. Las imágenes de los discos imaginales
de pata (a), ala (b) y ojo-antena (c) en luz visible se repre-
senta a la izquierda y la correspondiente imagen fluores-
cente a la derecha. Cada segmento de los discos imaginales
muestra la nomenclatura con iniciales como se describe en
la figura 4.

expresión en el segundo segmento antenal (figura
6, d-g).

Discusión y conclusiones

En este trabajo fueron descritos los patrones de ex-
presión de la proteína verde fluorescente (GFP) diri-
gida por dos diferentes potenciadores de Drosophila
melanogaster, mediante la visualización de GFP,
utilizando microscopía confocal láser.

Se utilizaron las regiones potenciadoras de los
genes Dll y M2-576 de D. melanogaster. El patrón
de expresión del potenciador Dll en los discos
imaginales ha sido descrito utilizando β-Gal como
gen reportero.15 En este trabajo se encontraron pa-
trones muy similares para estos potenciadores en
concordancia con lo reportado previamente. Esto
último es importante, ya que se han encontrado li-
geras diferencias entre la sensibilidad detectada para
β-Gal y GFP.16,17 Sin embargo, los altos niveles de
transcripción que promueven estos potenciadores

Fig. 6. Expresión de GFP dirigida por Dll en cortes transver-
sales de un disco imaginal de ojo-antena. La imagen del
disco de ojo-antena muestra el disco en luz visible, los cor-
tes transversales (a-o) muestran las secciones realizadas en
cortes de 2 µm de grosor. Se muestra la expresión de GFP
en el disco de antena donde la expresión mayor se observa
en las partes distales del mismo mientras que los últimos
cortes (l-o) muestran expresión en las regiones proximales.
El disco del ojo no muestra expresión de GFP.

permitieron visualizar con una alta eficiencia la ex-
presión de GFP en los discos analizados.

Por otro lado, el patrón de expresión correspon-
diente al potenciador del gen M2-576 es descrito
por primera vez. En los discos de pata, M2-576 pre-
senta una expresión en las regiones más distales (fi-
gura 5a), en el ala la expresión es principalmente
en la región anterior del disco, así como un diferen-
te patrón de expresión en las superficies ventrales y
dorsales del mismo (figura 5b). Finalmente, en el
disco de ojo-antena, la expresión de GFP se encuen-
tra en la región que originará la arista de la antena.
Mientras que no fue posible detectar la expresión de
GFP en la región que formará el ojo (figura 5c). Los
patrones de expresión aquí mostrados fueron corro-
borados en nuestro laboratorio, al utilizar β-Gal (re-
sultados no mostrados).

De manera adicional, logramos la visualización
de la expresión específica de GFP en diferentes sec-
ciones del disco de antena dirigido por el potenciador
Dll (figura 6). Estos resultados muestran las ventajas
de esta técnica sin necesidad de hacer cortes histo-
lógicos y confirma la capacidad del análisis fino que
posee la microscopía confocal láser  para detectar
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la expresión específica de la proteína reportera GFP.
Los patrones de expresión revelados por la ex-

presión de la proteína reportera GFP dirigida por
los potenciadores de los genes Dll y M2-576 estu-
diados en este trabajo serán útiles para dirigir con
alta precisión específica de tejido y tiempo la expre-
sión de proteínas de interés como homeoproteínas
y factores de regulación expresados de manera
ectópica en tiempos y tejidos diferentes en la mosca
D. melanogaster.

El conocimiento de los patrones de expresión
específicos de tejido dirigidos por secuencias regu-
latorias, como las estudiadas aquí, constituyen una
de las herramientas mas útiles para el estudio de la
compleja red de eventos de activación y represión
génica que permiten el desarrollo de la mosca de la
fruta D. melanogaster, la cual, a su vez, constituye
uno de los mejores modelos animales en el campo
de la biología del desarrollo.
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Resumen

En el presente trabajo mostramos la proteína GFP
en diferentes discos imaginales de larvas del tercer
estadio de D. melanogaster utilizando el sistema
binario del factor de transcripción de levadura GAL4.
Este sistema consiste en  la cruza de una línea pro-
ductora que expresa GAL4 con una línea reportera
que contiene el gen de la proteína verde fluorescen-
te (GFP), bajo la regulación de un promotor con las
secuencias de unión al factor transactivador GAL4
(UAS). Las larvas resultantes de las cruzas se diseca-
ron para obtener los discos imaginales que se ob-
servaron mediante microscopía confocal láser
(Olympus IX70). Se detectó la expresión de GFP en
los diferentes discos imaginales que originan a las
patas, ojo-antena y alas en adultos, sobreponiendo

las imágenes obtenidas con las registradas en luz
transmitida. La localización de la expresión precisa
de GFP dirigida por cada uno de las regiones
potenciadoras fue para M2-576 una expresión
concéntrica en los discos de pata y del ala en la
región anterior. Dll en las regiones distales del disco
de pata, en la zona media del ala y los segmentos
distales del disco de antena. Estos patrones facilita-
rán realizar estudios de la expresión de proteínas
funcionales de interés en regiones tejido específicas
basándonos en los patrones de expresión de GFP
visualizados en este trabajo.

Palabras clave: Expresión genética, Drosophila,
Genes reporteros, Proteína verde fluorescente, Sis-
tema binario GAL4.

Abstract

We express green fluorescent protein in Drosophila
melanogaster third instar imaginal discs using the
GAL4 binary system. This system allows a tissue spe-
cific expression by crossing a producer line, which
expresses the tissue specific GAL4 protein expression,
with a reporter line, expressing the GFP reporter gene
binding sequence (UAS sequences). The resulting
larvae were dissected in order to obtain the imagi-
nal disc visualized by Confocal Laser Microscopy
(Olympus IX70). We use 490 nm as excitation light
and 520 nm as emission light in FITC visualization
channel. The GFP specific expression pattern directed
by each one of the enhancer genes M2-576 and
distal-less will help in the study of other regulatory
proteins directed expression cell or tissue visualized
in this work.

Keywords: Genetic expression, Drosophila, Reporter
gene, Green flourecent protein, GAL4 binary system.
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