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ABSTRACT

T h i s  t h e s i s  d e s c r i b e s  a s p e c t s  o f  t h e  p h e n o t y p e  o f  t h e  

D r o s o p h i l a  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n ,  g n u .

E m b r y o s  f r o m  f e m a l e s  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  g n u  m u t a t i o n  (GNU 

e m b r y o s )  a r e  d e f e c t i v e  i n  n u c l e a r  d i v i s i o n ,  b u t  n o t  DNA 

r e p l i c a t i o n ,  w h i c h  l e a d s  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a s m a l l  

n u m b e r  o f  g i a n t  n u c l e i  i n  t h e  s y n c y t i a l  b l a s t o d e r m .  I  

h a v e  s h o w n  t h a t  many o f  t h e  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s ,  o f  

m i t o s i s  a r e  p r e s e n t  a n d  f u n c t i o n a l  i n  GNU e m b r y o s .  I n  

p a r t i c u l a r ,  c e n t r o s o m e s  a r e  f o u n d  t o  r e p l i c a t e  

i n d e p e n d e n t l y  o f  n u c l e i ,  a n d  a r e  a b l e  t o  n u c l e a t e  

m i c r o t u b u l e  a s t e r s .  I n  c o n t r a s t  t o  w i l d  t y p e  e g g s ,  GNU 

e g g s  d e v e l o p  e v e n  i f  u n f e r t i l i z e d .  A n o t h e r  d i s t i n g u i s h i n g  

•  c h a r a c t e r i s t i c  o f  GNU e m b r y o s  i s  t h a t  t h e  DNA o f  t h e i r

p o l a r  b o d i e s  u n d e r g o e s  r e p l i c a t i o n ,  w h e r e a s  i n  w i l d  t y p e  

e g g s  t h i s  n e v e r  h a p p e n s .  T h e  g n u  m u t a t i o n  t h u s  a p p e a r s  t o  

c a u s e  a  ' r e p l i c a t i v e  e n v i r o n m e n t '  i n  GNU e m b r y o s ,  a l l o w i n g  

i n a p p r o p r i a t e  DNA s y n t h e s i s  t o  o c c u r .  I  h a v e  p r o p o s e d  

t h a t  t h e  p r i m a r y  l e s i o n  c a u s e d  b y  g n u  l i e s  i n  t h e  s y s t e m  

t h a t  r e p r e s s e s  DNA s y n t h e s i s  i n  n o r m a l  u n f e r t i l i z e d  e g g s ,  

a n d  I  h a v e  p r o v i d e d  f u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h i s  m o d e l .  T h e  

g n u  g e n e  h a s  b e e n  m ap p e d  g e n e t i c a l l y  a n d  c y t o l o g i c a l l y ,  

a n d  t h i s  w i l l  a l l o w  i t s  i s o l a t i o n .  S i n c e  r e p r e s s i o n  o f  

DNA s y n t h e s i s  i s  a f e a t u r e  common t o  u n f e r t i l i z e d  e g g s  o f  

a w i d e  r a n g e  o f  s p e c i e s ,  t h e  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  

t h e  c jnu g e n e  w i l l  b e  o f  g e n e r a l  i n t e r e s t .
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M i t o t i c  c e l l  d i v i s i o n  i s  t h e  p r o c e s s  b y  w h i c h  s o m a t i c  

c e l l s  d i v i d e  d u r i n g  m o s t  p e r i o d s  o f  g r o w t h ,  a n d  i s  o f  

f u n d a m e n t a l  i m p o r t a n c e  i n  a l l  e u k a r y o t i c  o r g a n i s m s .  One  

c e l l  r e p l i c a t e s  i t s  g e n e t i c  m a t e r i a l  a n d  t h e n  d i v i d e s ,  

g i v i n g  r i s e  t o  t w o  d a u g h t e r  c e l l s  w i t h  a n  i d e n t i c a l  

g e n e t i c  c o n t e n t .  S i n c e  t h e  n i n e t e e n t h  c e n t u r y  t h e r e  h a v e  

b e e n  d e t a i l e d  d e s c r i p t i v e  a c c o u n t s  o f  m i t o s i s  ( s e e  f o r  

e x a m p l e  V a n  B e n e d e n ,  1 8 8 3 ) ,  b u t  r e m a r k a b l y  l i t t l e  i s  known  

a b o u t  i t s  m e c h a n i s m  o r  r e g u l a t i o n .  T h e  e u k a r y o t i c  c e l l  

c y c l e  i s  d i v i d e d  i n t o  tw o  m a in  s t a g e s  o f  a c t i v i t y ,  S -  

p h a s e ,  i n  w h i c h  D N A  r e p l i c a t i o n  o c c u r s ,  a n d  M - p h a s e ,  when  

t h e  n u c l e u s  d i v i d e s .  T h e s e  p h a s e s  a r e  s e p a r a t e d  by  

' g a p s ' ,  G1 b e t w e e n  M- a n d  S - p h a s e ,  a n d  G2 b e t w e e n  S -  a n d  

M - p h a s e .  A l t h o u g h  n o  d r a m a t i c  b i o c h e m i c a l  o r  p h y s i c a l  

c h a n g e s  w h i c h  a f f e c t  t h e  c e l l  c y c l e  o c c u r  i n  G l  o r  G 2 ,  

t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  i m p o r t a n t  r e g u l a t o r y  e v e n t s  h a p p e n  

d u r i n g  t h e s e  p h a s e s  ( N u r s e  a n d  B i s s e t ,  1 9 8 1 ) .  ( F o r  

r e v i e w s  o f  m i t o s i s ,  s e e  P i c k e t t - H e a p s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  

M c I n t o s h ,  1 9 8 4 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  n e c e s s a r y  r e p l i c a t i o n  

a n d  d i v i s i o n  o f  t h e  DNA c o n t e n t  o f  a  c e l l  d u r i n g  t h e  c e l l  

c y c l e ,  t h e r e  i s  a l s o  a  n e e d  t o  p a r t i t i o n  t h e  c y t o p l a s m i c  

c o m p o n e n t s  o f  t h e  m o t h e r  c e l l .  A l t h o u g h  many  o f  t h e s e  a r e  

p r o b a b l y  p a s s i v e l y  a n d  r a n d o m l y  a l l o t t e d ,  t h e r e  a r e  o t h e r s  

t h a t  s h o w  a d i v i s i o n  c y c l e  a n a l a g o u s  t o  t h e  n u c l e a r  c y c l e  

( F r a s c h  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  P e r h a p s  t h e  b e s t  c h a r a c t e r i s e d  o f  

t h e s e  ' c y t o p l a s m i c  c y c l e s '  i s  t h e  r e p l i c a t i o n  a n d  d i v i s i o n  

o f  t h e  c e n t r o s o m e .  T h e  c e n t r o s o m e  i s  t h e  o r g a n e l l e  w h i c h  

n u c l e a t e s  m i c r o t u b u l e s  a t  t h e  p o l e  o f  t h e  m i t o t i c  s p i n d l e ,
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a n d  s o  i t  m u s t  r e p l i c a t e  s t r i c t l y  i n  u n i s o n  w i t h  t h e  

n u c l e a r  c y c l e  i n  o r d e r  t o  e n s u r e  t h a t  e a c h  new c e l l  

i n h e r i t s  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  a s p i n d l e  p o l e .  T h e  

c e n t r o s o m e  r e p l i c a t e s  d u r i n g  G1 o r  S - p h a s e  o f  t h e  c e l l  

c y c l e  a n d  t h e  t w o  n e w  c e n t r o s o m e s  t h e n  e a c h  f o r m  o n e  o f  

t h e  s p i n d l e  p o l e s  o f  t h e  d i v i d i n g  c e l l ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  

t h e  n e c e s s a r y  t r a n s m i s s i o n  o f  a c e n t r o s o m e  t o  e a c h  o f  t h e  

d a u g h t e r  c e l l s  ( W i l s o n ,  1 9 2 8 ) .  I t  c a n  be  s e e n  t h a t  t h e  

e u k a r y o t i c  m i t o t i c  c y c l e  i s  a c o m p l e x  s e t  o f  i n t e r a c t i n g  

n u c l e a r  a n d  c y t o p l a s m i c  e v e n t s  w h i c h  n e e d s  t o  be r e g u l a t e d  

i n  a m a n n e r  t h a t  a l l o w s  t h e  f a i t h f u l  r e p l i c a t i o n  a n d  

d i v i s i o n  o f  s o m a t i c  c e l l s .

One  a p p r o a c h  t h a t  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l  i n  t h e  a n a l y s i s  

o f  m i t o s i s  i s  t h e  g e n e t i c  d i s s e c t i o n  o f  t h e  v a r i o u s  

♦  p r o c e s s e s  i n v o l v e d  i n  t h e  y e a s t  c e l l  c y c l e  ( f o r  r e v i e w s

s e e  P r i n g l e  a n d  H a r t w e l l ,  1981?  N u r s e ,  1 9 8 1 ) .  T h e  m e t h o d  

u s e d  h a s  b e e n  t o  i s o l a t e  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  ( t s )  m u t a n t  

s t r a i n s  o f  y e a s t  i n  w h i c h  s t a g e - s p e c i f i c  m i t o t i c  d e f e c t s  

a r e  o b s e r v e d  a t  t h e  r e s t r i c t i v e  t e m p e r a t u r e .  O v e r  50  s u c h  

c e l l  d i v i s i o n  c y c l e  ( c d c ) c o m p l e m e n t a t i o n  g r o u p s  h a v e  b e e n  

i s o l a t e d ,  a n d  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  t h e s e  o n l y  r e p r e s e n t  

a  p r o p o r t i o n  o f  a l l  t h e  n e c e s s a r y  f u n c t i o n s  f o r  t h e  c e l l  

c y c l e  ( P r i n g l e  a n d  H a r t w e l l ,  1 9 8 1 ) .  T h e  g e n e t i c  a n a l y s i s  

o f  t h e s e  c e l l  c y c l e  m u t a n t s  h a s  l e d  t o  a f a i r l y  d e t a i l e d  

c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  y e a s t  c e l l  c y c l e  a l t h o u g h ,  a s  w i l l  

be  d e s c r i b e d ,  i t  i s  n o t  e a s y  d e t e r m i n e  t h e  how s i m i l a r  

t h i s  i s  t o  t h e  c e l l  c y c l e  o f  m u l t i c e l l u l a r  e u k a r y o t e s .

M an y  c d c  m u t a t i o n s  w h i c h  b l o c k  an  e v e n t  e a r l y  i n  t h e
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c e l l  c y c l e  a l s o  b l o c k  o t h e r  e v e n t s  t h a t  t a k e  p l a c e  l a t e r .  

F o r  e x a m p l e ,  H a r t w e l l  e t  a l .  ( 1 9 7 4 )  s h o w e d  t h a t  S.  

c e r e v i s i a e  m u t a n t s  b l o c k e d  i n  n u c l e a r  d i v i s i o n  a l s o  b e c am e  

b l o c k e d  i n  f u r t h e r  c y t o k i n e s i s  a n d  D N A  r e p l i c a t i o n ,  a n d  

t h a t  m u t a n t s  b l o c k e d  i n  D N A  r e p l i c a t i o n  b e c am e  b l o c k e d  i n  

n u c l e a r  d i v i s i o n  a n d  c y t o k i n e s i s .  I n  c o n t r a s t ,  m u t a n t s  

b l o c k e d  i n  c y t o k i n e s i s  c o n t i n u e d  t o  u n d e r g o  DNA 

r e p l i c a t i o n  a n d  n u c l e a r  d i v i s i o n .  T h e s e ,  a n d  s i m i l a r  

o b s e r v a t i o n s ,  l e d  t o  a m o d e l  o f  t h e  y e a s t  c e l l  c y c l e  i n  

w h i c h  t h e r e  a r e  tw o  l i n k e d  s e q u e n c e s  o f  e v e n t s ,  t h e  

n u c l e a r  c y c l e  a n d  c y t o k i n e s i s ,  a n d  i n  w h i c h  t h e  e v e n t s  

w i t h i n  a s e q u e n c e  s h o w  a l i n e a r  d e p e n d e n c e  u p o n  e a c h  

o t h e r .  C o n s i s t e n t  w i t h  t h e  i d e a  t h a t  t h e  e v e n t s  o f  

m i t o s i s  o c c u r  i n  s u c h  a  l i n e a r  p a t h w a y ,  i n  w h i c h  e a c h  

e v e n t  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  a c t i o n  o f  t h e  p r e v i o u s  o n e ,  h a s  

b e e n  t h e  t e m p o r a l  m a p p i n g  o f  t h e  d i f f e r e n t  c d c  f u n c t i o n s .  

T h e  t i m e  a t  w h i c h  a  p a r t i c u l a r  f u n c t i o n  h a s  c o m p l e t e d  i t s  

p a r t  i n  t h e  c e l l  c y c l e  c a n  b e  e s t i m a t e d  b y  s h i f t i n g  t s  

m u t a n t s  t o  t h e  r e s t r i c t i v e  t e m p e r a t u r e  a n d  m e a s u r i n g  how 

many  c e l l s  g o  on  t o  c o m p l e t e  d i v i s i o n .  O n l y  t h o s e  c e l l s  

t h a t  h a v e  c o m p l e t e d  t h e  t e m p e r a t u r e  s e n s i t i v e  f u n c t i o n  

w i l l  be  c a p a b l e  o f  c o m p l e t i n g  d i v i s i o n ,  a n d  t h e  p r o p o r t i o n  

o f  c e l l s  s o  c a p a b l e  c a n  be  u s e d  t o  c a l c u l a t e ,  w i t h  some 

a m b i g u i t y ,  t h e  t i m e  a t  w h i c h  t h e  f u n c t i o n  c o m p l e t e d  i t s  

r o l e ?  t h i s  t i m e  h a s  b e e n  c a l l e d  t h e  ' e x e c u t i o n  p o i n t '  

( H a r t w e l l ,  1 9 7 4 ) .  T h e  e x e c u t i o n  p o i n t s  o f  many c d c  g e n e s  

h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d ,  a n d  t h e y  a r e  f o u n d  t o  o c c u r  i n  

c l u s t e r s  a l o n g  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e ,  r a t h e r
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t h a n  b e i n g  e v e n l y  s paced. T h i s  o b s e r v a t i o n  h a s  b e e n  

i n t e r p r e t e d  a s  m e a n i n g  t h a t  t h e r e  a r e  o n l y  a s m a l l  n u m b e r  

o f  r a t e  l i m i t i n g  s t e p s  t h r o u g h o u t  t h e  c y c l e  (Nurse, 1 9 8 1 ) .  

H o w e v e r ,  t h e  s t r i c t l y  l i n e a r  m o d e l  of m i t o s i s  is n o t  

u p h e l d  b y  c h a r a c t e r i s i n g  t h e  i n t e r d e p e n d e n c e  o f  m u t a t i o n s  

t h a t  a f f e c t  v a r i o u s  d i f f e r e n t  p a r t s  of t h e  c e l l  c y c l e ,  a n d  

t h e r e  has e v o l v e d  a m o r e  c o m p l e x  m o d e l  in w h i c h  t h e  

p r o c e s s e s  of c y t o k i n e s i s ,  n u c l e a r  r e p l i c a t i o n  a n d  

d i v i s i o n ,  n u c l e a r  m i g r a t i o n ,  a n d  s p i n d l e  p o l e  b o d y  (the 

y e a s t  c e n t r o s o m e  a n a l o g u e )  r e p l i c a t i o n ,  a l l  l i e  on 

c o n n e c t e d  but p a r a l l e l  p a t h w a y s  ( P r i n g l e  a n d  H a r t w e l l ,

1 9 8 1 ) .  A n o t h e r  o b s e r v a t i o n  t h a t  is c o n s i s t e n t  w i t h  a m o r e  

c o m p l e x  s c h e m e  t h a n  a s t r i c t l y  l i n e a r  p a t h w a y  is t h a t  t h e  

CDC2 g e n e  o f  p o m b e  a p p e a r s  t o  be a n  i m p o r t a n t  r e g u l a t o r  

o f  t h e  c e l l  c y c l e ,  b u t  is f o u n d  t o  a c t  a t  t w o  d i f f e r e n t  

times, in G l ,  a n d  l a t e  in G2 ( N u r s e  a n d  B i s s e t ,  1 9 8 1 ) .

M o l e c u l a r  s t u d i e s  h a v e  l e d  t o  t h e  a s s i g n m e n t  o f  s e v e r a l  

o f  t h e  c d c  g e n e s  t o  s p e c i f i c  e n z y m e s ,  a n d  t h i s  a p p r o a c h  i s  

f u r t h e r  e l u c i d a t i n g  t h e  m e c h a n i s m s  w h i c h  u n d e r l i e  p a r t s  o f  

t h e  c e l l  c y c l e .  J o h n s t o n  a n d  N a s m y t h  ( 1 9 7 8 )  s h o w e d  t h a t  

c d c 9  m u t a n t s  w e r e  d e f e c t i v e  i n  DNA l i g a s e  a c t i v i t y ,  a n d  

t h e  r e c e n t  c l o n i n g  o f  t h e  t h e  C D C 9  g e n e  h a s  c o n f i r m e d  t h a t  

i t  i s  t h e  s t r u c t u r a l  g e n e  f o r  t h i s  e n z y m e  ( B a r k e r  a n d  

J o h n s t o n ,  1 9 8 3 ;  P e t e r s o n  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  S i m i l a r l y ,  t h e  

CDC21  g e n e  i s  t h o u g h t  t o  c o d e  f o r  t h y m i d y l a t e  s y n t h e t a s e ,  

a n d  t h e  c d c ! 9 - l  m u t a t i o n  a p p e a r s  t o  b e  d e f e c t i v e  i n  

p y r u v a t e  k i n a s e  ( P r i n g l e  a n d  H a r t w e l l ,  1 9 8 1 ) .  T h e  CDC25  

g e n e  o f  pombe  h a s  b e e n  c l o n e d  a n d  o v e r - e x p r e s s e d  i n

16



y e a s t  c e l l s  ( R u s s e l l  a n d  N u r s e ,  1 9 8 6 ) ,  a n d  h a s  b e e n  f o u n d  

t o  b e  a  d o s e  d e p e n d e n t  a c t i v a t o r  o f  m i t o s i s ;  t h e  h i g h e r  

t h e  l e v e l  o f  CDC25  e x p r e s s i o n ,  t h e  e a r l i e r  t h e  c e l l  e n t e r s  

m i t o s i s .  T h i s  o b s e r v a t i o n  i s  r e m i n i s c e n t  o f  t h e  m a j o r  

f i n d i n g  o f  a c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t  a p p r o a c h  t h a t  h a s  b e e n  

a d o p t e d  b y  o t h e r s  t o  t h e  s t u d y  o f  t h e  c e l l  c y c l e ,  n a m e l y  

t h e  d i s c o v e r y  o f  a  f a c t o r ,  m a t u r a t i o n  p r o m o t i n g  f a c t o r  

( M P F ) , w h i c h  a p p e a r s  t o  i n d u c e  m e t a p h a s e  i n  t h e  X e n o p u s  

o o c y t e .

T h i s  b i o c h e m i c a l  a p p r o a c h  t o  c e l l  c y c l e  a n a l y s i s  was  

i n i t i a t e d  when  R a o  a n d  J o h n s t o n  ( 1 9 7 0 )  s h o w e d  t h a t  when  

m a m m a l i a n  c e l l s  a r e  f u s e d ,  c e l l s  i n  m i t o s i s  c a n  i n d u c e  t h e  

o n s e t  o f  m e t a p h a s e  i n  n o n - m i t o t i c  c e l l s ,  a n d  t h a t  an  S -  

p h a s e  c e l l  c a n  i n d u c e  a c e l l  i n  G l  t o  u n d e r g o  DNA 

s y n t h e s i s .  T h i s  l e d  t o  t h e  i d e a  t h a t  t h e r e  a r e  d i f f u s i b l e  

f a c t o r s  w h i c h  c a n  t r i g g e r  t h e  v a r i o u s  s t a g e s  o f  t h e  c e l l  

c y c l e .  MPF was  f i r s t  d i s c o v e r e d  when  i t  w a s  s how n  t h a t  

t h e  c y t o p l a s m  f r o m  u n f e r t i l i z e d  a m p h i b i a n  e g g s  was  a b l e  t o  

i n d u c e  t h e  m a t u r a t i o n  o f  o o c y t e s ,  i n c l u d i n g  t h e  e n t r y  i n t o  

m e t a p h a s e  o f  m e i o s i s  I I  ( M a s u i  a n d  M a r k e r t ,  1 9 7 1 ;  S m i t h  

a n d  E c k e r ,  1 9 7 1 ) .  S u b s e q u e n t l y ,  s i m i l a r  a c t i v i t i e s  h a v e  

b e e n  f o u n d  i n  m i t o t i c  c e l l s  f r o m  a l l  s p e c i e s  t h a t  h a v e  

b e e n  e x a m i n e d  ( f o r  e x a m p l e ,  N e l k i n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  K i s h i m o t o  

e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  a n d  i t  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t h a t  an  MPF 

a c t i v i t y  p l a y s  a r o l e  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  m i t o t i c  

m e t a p h a s e  i n  a l l  c e l l s ,  a s  w e l l  a s  h a v i n g  a r o l e  i n  

m a t u r a t i o n  a n d  m e i o s i s .  T h u s  MPF a p p e a r s  t o  be  a d o s e  

d e p e n d e n t  a c t i v a t o r  o f  m i t o s i s  i n  a way  s i m i l a r  t o  t h e
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p r o d u c t  o f  t h e  CDC25  g e n e .  T h i s  r e s u l t  i s  e n c o u r a g i n g  a s  

i t  s u g g e s t s  t h a t  f u n d a m e n t a l  c e l l  c y c l e  m e c h a n i s m s  may be  

s i m i l a r  i n  u n i c e l l u l a r  e u k a r o t e s  s u c h  a s  y e a s t ,  a n d  

c o m p l e x  m e t a z o a n s  s u c h  a s  X e n o p u s , e v e n  t h o u g h  m i t o t i c  

r e g u l a t i o n  i n  t h e  l a t t e r  i s  e x p e c t e d  t o  b e  c o n s i d e r a b l y  

m o r e  c o m p l i c a t e d  t h a n  i n  t h e  f o r m e r  d u e  t o  t h e  n e c e s s i t y  

o f  m a i n t a i n i n g  f i n e  s p a t i a l  a n d  t e m p o r a l  c o n t r o l  o v e r  t h e  

p r o l i f e r a t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  w i t h i n  a  s i n g l e  

o r g a n i s m .  I n d e e d ,  t h e  m o d e l  w h i c h  h a s  b e e n  p r o p o s e d  f o r  

t h e  r e g u l a t i o n  o f  m i t o s i s  f r o m  i t s  s t u d y  i n  a m p h i b i a n s ,  

d i f f e r s  i n  a f u n d a m e n t a l  w ay  f r o m  t h a t  p r o p o s e d  f o r  y e a s t .  

H a r a  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  h a v e  s how n  t h a t  t h e r e  e x i s t s  a ' m a s t e r  

o s c i l l a t o r '  f u n c t i o n  i n  X e n o p u s  e g g s  t h a t  c o n t i n u e s  t o  

c y c l e  e v e n  when  t h e  e g g  i s  e n u c l e a t e d  a n d  c o n s e q u e n t l y  a l l  

t h e  n o r m a l  a p p a r a t u s  o f  m i t o s i s  i s  r e m o v e d .  T h i s  h a s  l e d  

t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  t h e  c e l l  c y c l e  i s  r e g u l a t e d  b y  a  

b a s i c  c l o c k  f u n c t i o n  t h a t  c o n t r o l s  t h e  t i m i n g  o f  t h e  

v a r i o u s  r a t e  l i m i t i n g  s t e p s ,  r a t h e r  t h a n  b y  a  c o n t i n u o u s  

p a t h w a y  o f  m u t u a l l y  d e p e n d e n t  e v e n t s .  T h e r e  a r e  c l e a r l y  

some f u n d a m e n t a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o  t y p e s  o f  

m o d e l  t h a t  h a v e  b e e n  p r o p o s e d ,  b u t  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  

s p e c u l a t e  a b o u t  w h e t h e r  t h e y  r e a l l y  a r e  m u t u a l l y  

i n c o m p a t i b l e .  T h e  a c c e p t e d  y e a s t  s c h e m e  i s  now f a r  f r o m  

b e i n g  a  s i m p l e  l i n e a r  s e q u e n c e ,  a n d  many  o f  t h e  e v e n t s  

d e s c r i b e d  a r e  on  p a r a l l e l  p a t h w a y s ;  p a r a l l e l  p a t h w a y s  

c o u l d  a l s o  f e a t u r e  i n  a m o d e l  t h a t  i n v o k e s  a m a s t e r  c l o c k  

m e c h a n i s m ,  e a c h  p a t h  b e i n g  i n d e p e n d e n t l y  r e g u l a t e d  b y  t h e  

t i m e r .  I t  w o u l d  be  w r o n g  t o  a s s u m e  t h a t  b o t h  m o d e l s  a r e
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t h e  same -  a s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  t h e r e  a r e  b a s i c  

d i f f e r e n c e s  -  b u t  i t  i s  n o t  c l e a r  t h a t  t h e y  a r e  a s  f a r  

a p a r t  a s  t h e y  f i r s t  s e em .  I t  may b e  t h a t  a s  t h e  tw o  

e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h e s ,  g e n e t i c  a n d  b i o c h e m i c a l ,  c o n v e r g e  

i n t o  m o l e c u l a r  b i o l o g y ,  s o  t h e  t w o  i n t e r p r e t a t i o n s  e q u a l l y  

come t o g e t h e r .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  d i f f e r e n c e s  may be  

r e a l ,  a n d  r e f l e c t  t h e  d i f f e r e n t  r e g u l a t o r y  n e e d s  o f  

u n i c e l l u l a r  a n d  m u l t i c e l l u l a r  o r g a n i s m s .

T h e  s t u d y  o f  t h e  c e l l  c y c l e  i n  D r o s o p h i l a  may h e l p  t o  

e l u c i d a t e  t h e  m e c h a n i s m s  o f  m i t o s i s  i n  h i g h e r  e u k a r y o t e s .  

T h e  e a s e  o f  i s o l a t i n g  m u t a t i o n s  a l l o w s  a g e n e t i c  a p p r o a c h  

t o  be  u s e d ;  t h e  a b i l i t y  t o  c a r r y  o u t  d e t a i l e d  c y t o l o g y  

a l l o w s  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  c e l l  c y c l e  t o  be 

a n a l y s e d ;  a n d  s o p h i s t i c a t e d  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  

f o r  c l o n i n g  g e n e s  t h a t  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  b y  m u t a t i o n s .  

A l l  t h e s e  f a c t o r s  m ake  D r o s o p h i l a  a n  i d e a l  s y s t e m  f o r  s u c h  

r e s e a r c h .  T h e  D r o s o p h i l a  e m b r y o  i s  a s y n c y t i u m  f o r  i t s  

f i r s t  t h i r t e e n  n u c l e a r  d i v i s i o n s ,  w h i c h  o c c u r  a t  a b o u t  t e n  

m i n u t e  i n t e r v a l s  ( Z a l o k a r  a n d  E r k ,  1 9 7 6 ) .  T h e  f i r s t  n i n e  

o f  t h e s e  d i v i s i o n s  a r e  w i t h i n  t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  e m b r y o ;  

m o s t  o f  t h e  n u c l e i  a n d  t h e i r  a s s o c i a t e d  c e n t r o s o m e s  t h e n  

m i g r a t e  o u t  t o w a r d s  t h e  c o r t e x ,  u n t i l  t h e y  a r e  o n l y  a b o u t  

lOpim b e l o w  t h e  s u r f a c e  m e m b ran e .  T h e s e  n u c l e i  d i v i d e  i n  

p a r a s y n c h r o n o u s  w a v e s  o f  m i t o s i s  t h a t  s t a r t  a t  t h e  tw o  

p o l e s  o f  t h e  e m b r y o  a n d  m o v e  t o w a r d s  t h e  c e n t r e  ( F o e  a n d  

A l b e r t s ,  1 9 8 3 ) .  T h i s  a l l o w s  s e v e r a l  s t a g e s  o f  m i t o s i s  t o  

be  s e e n  i n  a s i n g l e  e m b r y o .  C e l l u l a r i s a t i o n  o c c u r s  a t  

a b o u t  2 .5  h o u r s  o f  d e v e l o p m e n t ,  a t  w h i c h  s t a g e  t h e r e  a r e
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a b o u t  1 0 , 0 0 0  n u c l e i .  T h i s  c h a r a c t e r i s t i c  m i t o t i c  a c t i v i t y

i n  e a r l y  D r o s o p h i l a  e m b r y o s  i s  e a s y  t o  o b s e r v e  i n  f i x e d ,  

w h o l e - m o u n t  p r e p a r a t i o n s ,  s o  a n y  o b v i o u s  d e f e c t  i n  m i t o s i s  

a t  t h i s  s t a g e  i s  l i k e l y  t o  b e  r e a d i l y  d e t e c t e d .  A f t e r  

c e l l u l a r i s a t i o n ,  t h e  p a t t e r n  o f  m i t o s i s  c h a n g e s  

d r a m a t i c a l l y :  t h e  d i v i s i o n s  a r e  no  l o n g e r  s y n c h r o n o u s ,  a n d  

t h e  c e l l  c y c l e  t i m e  e l o n g a t e s  -  m o s t  n u c l e i  d i v i d e  t h r e e  

o r  f o u r  m o r e  t i m e s  i n  t h e  s u b s e q u e n t  20 h o u r s  b e f o r e  

h a t c h i n g .  D u r i n g  t h e  l a r v a l  s t a g e s  m o s t  c e l l  g r o w t h  

o c c u r s  b y  an  e n d o m i t o t i c  m e c h a n i s m ,  a n d  t h e  c e l l s  

t h e r e f o r e  b e c o m e  p o l y p l o i d .  T h e  m a j o r  e x c e p t i o n s  t o  t h i s  

a r e  t h e  i m a g i n a l  d i s c s ,  w h i c h  a r e  t h e  p r i m o r d i a  o f  a d u l t  

s t r u c t u r e s  a n d  h a v e  no  r o l e  i n  t h e  l a r v a ,  a n d  t h e  

n e u r o b l a s t s  o f  t h e  l a r v a l  b r a i n .  B o t h  o f  t h e s e  t i s s u e s  

c o n t i n u e  t o  u n d e r g o  n o r m a l  d i p l o i d  c e l l  d i v i s i o n ;  m o s t  

a d u l t  s t r u c t u r e s  a l s o  g r o w  b y  d i p l o i d  m i t o s i s .  T h i s  

c h a r a c t e r i s t i c  a n d  w e l l  s t u d i e d  p a t t e r n  o f  c e l l  d i v i s i o n  

t h r o u g h o u t  t h e  D r o s o p h i l a  l i f e  c y c l e  a l l o w s  m i t o s i s  t o  be  

a n a l y s e d  i n  s e v e r a l  d i f f e r e n t  w a y s .  F i r s t l y ,  i t  i s  e a s y  

t o  t o  e x a m i n e  t h e  n u c l e i  i n  t h e  e a r l y  e m b r y o ,  a s  h a s  

a l r e a d y  b e e n  d e s c r i b e d .  S e c o n d l y ,  c y t o l o g i c a l  

p r e p a r a t i o n s  o f  l a r v a l  n e u r o b l a s t s  c a n  b e  u s e d  t o  e x a m i n e  

m i t o t i c  f i g u r e s  l a t e r  i n  d e v e l o p m e n t .  T h i r d l y ,  r e c e s s i v e  

c u t i c l e  m a r k e r s  c a n  be  u s e d  t o  i d e n t i f y  m i t o t i c  

a b n o r m a l i t i e s  i n  a d u l t  s t r u c t u r e s :  i n  f l i e s  h e t e r o z y g o u s  

f o r  a p p r o p r i a t e  v i s i b l e  m a r k e r s ,  s o m a t i c  c l o n e s  e x p r e s s i n g  

t h e  m a r k e r s  c a n  a r i s e  a s  a c o n s e q u e n c e  o f  m i t o t i c  

r e c o m b i n a t i o n ,  c h r o m o s o m e  l o s s ,  m u t a t i o n ,  o r  c h r o m o s o m e
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b r e a k a g e  t h a t  r e s u l t s  i n  t h e  l o s s  o f  a  f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  

a w i l d  t y p e  c o p y  o f  t h e  m a r k e r  g e n e .  T h e s e  t h r e e  

d i f f e r e n t  w a y s  o f  s t u d y i n g  D r o s o p h i l a  m i t o s i s  h a v e  b e e n  

e x p l o i t e d  t o  i s o l a t e  many  p o t e n t i a l  c e l l  c y c l e  m u t a t i o n s  

( B a k e r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ?  B a k e r  e t  a l . ,  1 9 7 8 ?  G a t t i  e t  a l . ,  

1 983 ?  G e l b a r t ,  1 974?  K i p o l l  e t  a l . ,  1 985 ?  S m i t h  e t  a l . ,

1 9 8 5 )  .

B a k e r  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  e x a m i n e d  a n u m b e r  o f  m u t a t i o n s  t h a t  

w e r e  kn o w n  t o  b e  d e f e c t i v e  i n  m e i o s i s ,  o r  t o  be  

h y p e r s e n s i t i v e  t o  m u t a g e n s ,  a n d  f o u n d  t h a t  s e v e r a l  a l s o  

s h o w e d  m i t o t i c  d e f e c t s ,  a s  a s s a y e d  b y  t h e  e x i s t e n c e  o f  

s o m a t i c  c l o n e s  o f  r e c e s s i v e  c u t i c l e  m a r k e r s .  T h e y  

c o n c l u d e d  t h a t  many  o f  t h e  p r o c e s s e s  o f  D N A  m e t a b o l i s m  

r e q u i r e d  d u r i n g  m e i o s i s  a n d  D N A  r e p a i r  a r e  a l s o  r e q u i r e d  

d u r i n g  m i t o s i s ,  a n d  t h e s e  m i t o t i c  m u t a t i o n s  h a v e  s i n c e  

b e e n  s t u d i e d  i n  some d e t a i l .  F o r  e x a m p l e ,  G a t t i  e t  a l .

( 1 9 8 3 )  s h o w e d  t h a t  t h e  m u t a g e n  s e n s i t i v e  m u t a t i o n ,  m u s l O l ,  

w as  i n v o l v e d  i n  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  h e t e r o c h r o m a t i n .  A  

d i f f e r e n t  a p p p r o a c h  h a s  b e e n  t o  s c r e e n  a c o l l e c t i o n  o f  t s  

l e t h a l  m u t a t i o n s  f o r  m i t o t i c  d e f e c t s  a t  a  s e m i - r e s t r i c t i v e  

t e m p e r a t u r e  ( S m i t h  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  15 o u t  o f  168  t s

l e t h a l s  s h o w e d  m i t o t i c  d e f e c t s ,  w h i c h  f e l l  i n t o  t h r e e  m a i n  

c l a s s e s :  m u t a t i o n s  a f f e c t i n g  c h r o m o s o m e  c o n d e n s a t i o n  ( l i k e  

m u s l O l ) , m u t a t i o n s  c a u s i n g  c h r o m o s o m e  b r e a k a g e s ,  a n d  

m u t a t i o n s  w h i c h  c a u s e d  t h e  d e f e c t i v e  t r a n s m i s s i o n  o f  

c h r o m o s o m e s  t o  d a u g h t e r  c e l l s .

I t  h a s  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  a h i g h  p r o p o r t i o n  o f  

l e t h a l  m u t a t i o n s  t h a t  c a u s e  d e a t h  a t  t h e  l a r v a l - p u p a l
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b o u n d a r y  s h o w  m i t o t i c  d e f e c t s .  T h i s  i s  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  

m i t o t i c  l e s i o n s  d u r i n g  l a r v a l  g r o w t h  w i l l  p r i m a r i l y  c a u s e  

t h e  f a i l u r e  o f  i m a g i n a l  d i s c  g r o w t h ;  t h i s  w i l l  o n l y  b e com e  

l e t h a l  when  t h e  i m a g i n a l  d i s c s  b e c o m e  e s s e n t i a l ,  t h a t  i s ,  

d u r i n g  p u p a r i a t i o n .  T h i s  o b s e r v a t i o n  i m p l i e s  t h a t  t h e  

m i t o s i s  t h a t  i s  r e q u i r e d  p r i o r  t o  t h e s e  l a t e  l a r v a l  

s t a g e s ,  n o t a b l y  t h e  n u c l e a r  d i v i s i o n s  o f  c l e a v a g e ,  m u s t  

e i t h e r  be  d e p e n d e n t  on  a  d i f f e r e n t  s e t  o f  z y g o t i c a l l y  

e x p r e s s e d  g e n e s ,  o f  w h i c h  n o n e  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  

d e s p i t e  much  s t u d y ,  o r  be  d e p e n d e n t  on  m a t e r n a l l y  

c o n t r i b u t e d  p r o d u c t s .  T h i s  l a t t e r  p o s s i b i l i t y  i s  

s u p p o r t e d  b y  t h e  f a c t  t h a t  l i t t l e  o r  n o  z y g o t i c  g e n e  

e x p r e s s i o n  i s  d e t e c t e d  p r i o r  t o  a b o u t  t w o  h o u r s  o f  

e m b r y o g e n e s i s  ( A n d e r s o n  a n d  L e n g y e l ,  1 9 7 9 ) ,  a t  w h i c h  s t a g e  

11 o r  12 r a p i d  n u c l e a r  d i v i s i o n s  h a v e  a l r e a d y  t a k e n  p l a c e .  

C l e a r l y ,  f o r  t h e s e  i n i t i a l  d i v i s i o n s  a t  l e a s t ,  t h e  

n e c e s s a r y  c o m p o n e n t s  a r e  p r o v i d e d  m a t e r n a l l y .  T h e s e  tw o  

o b s e r v a t i o n s ,  t h e  h i g h  n u m b e r  o f  m i t o t i c  m u t a n t s  a m o n g s t  

l a t e  l a r v a l  l e t h a l s ,  a n d  t h e  l a c k  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  

c l e a v a g e  e m b r y o s ,  p r o v i d e  t h e  r a t i o n a l e  f o r  t h e  p r o j e c t  

t h a t  i s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s .

I t  w a s  d e c i d e d  t o  l o o k  f o r  p o t e n t i a l  m i t o t i c  d e f e c t s  

a m o n g s t  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n s  i n  w h i c h  e m b r y o s  

f r o m  h o m o z y g o u s  f e m a l e s  d i e d  e a r l y  i n  e m b r y o g e n e s i s .  I f ,  

a s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  a b o v e ,  t h e  c o m p o n e n t s  o f  e a r l y  

m i t o s i s  a r e  l a i d  down i n  t h e  o o c y t e ,  a d e f e c t  i n  o n e  o f  

t h e s e  p r o c e s s e s  w o u l d  be e x p e c t e d  t o  c a u s e  m i t o t i c  

a b n o r m a l i t i e s  i n  t h e  d e v e l o p i n g  e m b r y o .  T h e r e  i s  a m a j o r
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a s s u m p t i o n  b u i l t  i n t o  t h i s  e x p e r i m e n t a l  s t r a t e g y ,  t h a t  o f  

s p e c i f i c i t y  o f  t h e  d e f e c t  t o  e m b r y o g e n e s i s .  T h e r e  a r e  

t h r e e  w a y s  i n  w h i c h  a  f e m a l e  h o m o z y g o u s  f o r  a  m a t e r n a l  

e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n  t h a t  c a u s e s  d e f e c t s  i n  e m b r y o n i c  

m i t o s i s  c a n  s u r v i v e  h e r s e l f  ( a s  s h e  m u s t  i f  t h e  m u t a t i o n  

i s  t o  b e  i s o l a t e d  a t  a l l ) .  T h e  f i r s t  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  

t h e  m u t a t i o n  l i e s  i n  a g e n e  w h o s e  p r o d u c t  i s  o n l y  r e q u i r e d  

v e r y  e a r l y  i n  d e v e l o p m e n t ;  s i n c e  t h e  f e m a l e  m u s t  h a v e  come 

f r o m  a h e t e r o z y g o u s  m o t h e r ,  t h e r e  w o u l d  h a v e  b e e n  some 

w i l d  t y p e  f u n c t i o n  i n  t h e  e g g  t o  a l l o w  t h e  h o m o z y g o u s  

f e m a l e  t o  c o m p l e t e  e m b r y o g e n e s i s .  T h e  s e c o n d  p o s s i b i l i t y  

i s  t h a t  a  g e n e  c o d i n g  f o r  a p r o d u c t  i m p o r t a n t  f o r  a l l  

m i t o s i s  h a s  s t a g e  s p e c i f i c  p r o m o t e r s  o r  e x o n s ;  a m u t a t i o n  

t h a t  a f f e c t e d  p a r t  o f  t h e  g e n e  w h i c h  was  a c t i v e  o n l y  

d u r i n g  o o g e n e s i s  m i g h t  b e  m a n i f e s t  a s  a  m a t e r n a l  e f f e c t  

l e t h a l .  T h e  t h i r d  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h e  m u t a t i o n  i s  a  

l e a k y  a l l e l e  o f  a  g e n e  r e q u i r e d  f o r  m i t o s i s  a t  a l l  s t a g e s :  

i f  t h i s  i s  t h e  c a s e ,  i t  m i g h t  b e  a b l e  t o  p r o v i d e  e n o u g h  

w i l d  t y p e  f u n c t i o n  t h r o u g h o u t  t h e  r e l a t i v e l y  s l o w  m i t o t i c  

c y c l e  o f  l a r v a l  a n d  a d u l t  g r o w t h  ( o f  a b o u t  12  h o u r s  

d u r a t i o n ) ,  b u t  b e  u n a b l e  t o  f u l f i l  i t s  r o l e  u n d e r  t h e  

' m i t o t i c  s t r e s s '  o f  t h e  e x t r e m e l y  r a p i d  n u c l e a r  d i v i s i o n s  

o f  e a r l y  e m b r y o g e n e s i s .  A p r i o r i , i t  s e e m s  p o s s i b l e  t h a t  

p r o d u c t s  s p e c i f i c  t o  e a r l y  e m b r y o n i c  m i t o s i s  d o  e x i s t ,  

g i v e n  t h e  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

i t  a n d  m i t o s i s  a t  o t h e r  s t a g e s ,  i n c l u d i n g  i t s  h i g h  s p e e d  

( a t  l e a s t  1 0 0 - f o l d  m o r e  r a p i d  t h a n  a t  o t h e r  t i m e s ) ,  t h e  

l a c k  o f  c y t o k i n e s i s ,  a n d  t h e  a b s e n c e  o f  s i g n i f i c a n t  l e v e l s
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o f  t r a n s c r i p t i o n  ( A n d e r s o n  a n d  L e n g y e l ,  1 9 7 9 ) .  A m u t a t i o n  

i n  a  g e n e  c o d i n g  f o r  t h i s  t y p e  o f  s p e c i f i c  p r o d u c t  w o u l d  

n o t  b e  e x p e c t e d  t o  c a u s e  d e f e c t s  a t  a n y  s t a g e  o t h e r  t h a n  

e a r l y  e m b r y o g e n e s i s .  I n  c o n t r a s t ,  a  w e a k  a l l e l e  o f  a  g e n e  

r e q u i r e d  a t  o t h e r  t i m e s  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  a s  w e l l ,  m i g h t  

s h o w  m i n o r  m i t o t i c  d e f e c t s  i n  t i s s u e s  f r o m  l a r v a e  o r  

a d u l t s  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  a l l e l e .  T h u s  t h e  d e t e r m i n a t i o n  

o f  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  s u c h  z y g o t i c  d e f e c t s  c a n  be 

u s e d  t o  i n d i c a t e  t h e  n a t u r e  o f  a  g e n e  a f f e c t e d  b y  a 

m u t a t i o n  o f  i n t e r e s t .

T h e r e  h a s  b e e n  s o m e  d e b a t e  o v e r  t h e  r e l a t i v e  m e r i t s  of 

t h e  t e r m s  ' f e m a l e  s t e r i l e '  a n d  ' m a t e r n a l  e f f e c t  lethal'.

I  u s e  t h e  l a t t e r  t o  m e an  m u t a t i o n s  i n  w h i c h  t h e  l e s i o n s  

a r e  n o t  m a n i f e s t  u n t i l  e m b r y o g e n e s i s ,  a n d  a s  s u c h ,  

m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l s  a r e  a  s u b s e t  o f  a l l  f e m a l e  

s t e r i l e s ,  w h i c h  a l s o  i n c l u d e  m u t a t i o n s  t h a t  a c t  e a r l i e r  i n  

o o g e n e s i s .  T h e  i s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  f e m a l e  

s t e r i l e  a n d  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n s  o f  D r o s o p h i l a  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  s e v e r a l  t i m e s  ( B a k k e n ,  1 9 7 3 ;  R i c e  a n d  

G a r e n ,  1975*; G a n s  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  M o h l e r ,  1 9 7 7 ;

K o m i t o p o u l o u ,  1 9 8 3 ;  Z a l o k a r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  W i e s c h a u s  e t  

a l . ,  1 9 8 1 ;  P e r r i m o n  a n d  G a n s ,  1 9 8 3 ) ,  a l t h o u g h  n o n e  o f  

t h e s e  s t u d i e s  h a v e  h a d  t h e  p r i m a r y  a i m  o f  i d e n t i f y i n g  

m i t o t i c  m u t a t i o n s .  N e v e r t h e l e s s ,  d e s c r i p t i o n s  o f  t h e  

p h e n o t y p e s  t h a t  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  s u g g e s t  t h a t  many o f  

t h e  m u t a t i o n s  w h i c h  r e s u l t  i n  t h e  e a r l y  d e a t h  o f  e m b r y o s  

may  s h o w  m i t o t i c  d e f e c t s .  H o w e v e r ,  i t  i s  i m p o s s i b l e  t o  

k n ow  f r o m  p r e l i m i n a r y  a n a l y s e s  w h e t h e r  t h e s e  d e f e c t s  o c c u r
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p r i m a r i l y  i n  m i t o t i c  m e c h a n i s m s ,  o r  w h e t h e r  t h e y  a r e  

s e c o n d a r y  e f f e c t s  o f  o t h e r  l e s i o n s .  B a k k e n  ( 1 9 7 3 )  

i s o l a t e d  19 a u t o s o m a l ,  r e c e s s i v e ,  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  

m u t a t i o n s  o f  t h i s  k i n d .  B y  s t a i n i n g  t h e  c h r o m a t i n  o f  t h e  

e g g s  f r o m  h o m o z y g o u s  f e m a l e s  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  

m a j o r i t y  o f  t h e s e  m u t a t i o n s  c a u s e d  m i t o t i c  a b n o r m a l i t i e s ,  

i n c l u d i n g  t r i p o l a r  s p i n d l e s ,  a m o r p h o u s  c h r o m a t i n  b o d i e s ,  

p o l y p l o i d  n u c l e i ,  u n e v e n l y  d i s t r i b u t e d  c l e a v a g e  n u c l e i ,  

a n d  a n a p h a s e  b r i d g e s .  S i m i l a r  d e f e c t s  w e r e  o b s e r v e d  b y  

Z a l o k a r  e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  i n  many  o f  t h e  X - l i n k e d  f e m a l e  

s t e r i l e  m u t a t i o n s  i s o l a t e d  b y  G a n s  e t  a l .  ( 1 9 7 5 ) .  A g a i n ,  

i t  s h o u l d  be  s t r e s s e d  t h a t  t h e  a p p e a r a n c e  o f  m i t o t i c  

l e s i o n s  d o e s  n o t  p r o v e  t h e  p r e s e n c e  o f  a p r i m a r y  d e f e c t  i n  

a  c o m p o n e n t  o f  m i t o s i s .  I n d e e d ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  

e g g s  w h i c h  a r e  t r e a t e d  w i t h  X - r a y s  ( S o n n e n b l i c k ,  1 9 4 0 )  o r  

u l t r a s o u n d  ( C o u n c e  a n d  S e l m a n ,  1 9 5 1 )  s h o w  a b n o r m a l i t i e s  

w h i c h  f r e q u e n t l y  i n c l u d e  r e g i o n s  o f  d i s o r g a n i s e d  

c h r o m a t i n ,  a n d  a b n o r m a l  s p i n d l e  a n d  c e n t r o s o m e  

c o n f i g u r a t i o n s  v e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e  s e e n  i n  m u t a n t s .

T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a p p a r e n t  m i t o t i c  l e s i o n s  c a n  b e  i n d u c e d  

b y  a g e n t s  t h a t  p r o d u c e  r a t h e r  n o n - s p e c i f i c  d e f e c t s ,  a n d  

t h e r e f o r e  t h a t  much  c a u t i o n  s h o u l d  b e  e x e r c i s e d  w hen  

i n t e r p r e t i n g  m u t a n t  p h e n o t y p e s  a n d  t r y i n g  t o  d e d u c e  t h e i r  

c a u s e .

We h a v e  e x a m i n e d  a  c o l l e c t i o n  o f  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  

m u t a t i o n s  t h a t  w e r e  i n d u c e d  on  t h e  t h i r d  c h r o m o s o m e  b y  

e t h y l  m e t h a n e s u l p h o n a t e  (C.  N u s s l e i n - V o l h a r d ,  G. J u r g e n s ,

K. A n d e r s o n ,  R. L e h m a n n ,  pers. comm.). S e v e r a l  m u t a t i o n s
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h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  w h i c h  s h o w  t h e  s a m e  k i n d s  of l e s i o n  

a s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  a n d  t h e s e  a r e  c u r r e n t l y  b e i n g  a n a l y s e d  

in d e t a i l  (D. G l o v e r ,  M. L e i b o w i t z ,  J. R a ff, C. S u n k e l ,  

p e r s .  comm.). I h a v e  s t u d i e d  a m u t a t i o n  in w h i c h  n u c l e a r  

d i v i s i o n ,  b u t  n o t  D N A  r e p l i c a t i o n ,  a p p e a r s  t o  be 

d e f e c t i v e ,  l e a d i n g  to t h e  f o r m a t i o n  of a s m a l l  n u m b e r  of 

g i a n t  n u c l e i  in t h e  s y n c y t i a l  b l a s t o d e r m .  I h a v e  n a m e d 

t h i s  m u t a t i o n  g n u , a s  it r e s u l t s  in g i a n t  n u c l e i ,  a n d  

r e f e r  to t h e  e m b r y o s  f r o m  f e m a l e s  h o m o z y g o u s  for the 

m u t a t i o n  as G N U  e m b r y o s .  T h e  s t r i k i n g  p h e n o t y p e  of G N U 

e m b r y o s  s t r o n g l y  s u g g e s t e d  t h a t  it a f f e c t e d  a g e n e  

i n v o l v e d  in n u c l e a r  d i v i s i o n ,  a n d  t h u s  w a s  t h e  t y p e  of 

m u t a t i o n  in w h i c h  w e  w e r e  i n t e r e s t e d .  U s i n g  i n d i r e c t  

i m m u n o f l u o r e s c e n t  l a b e l l i n g ,  it h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  m a n y  

p a r t s  o f  t h e  m i t o t i c  a p p a r a t u s  a r e  p r e s e n t  a n d  

f u n c t i o n a l l y  a d e q u a t e  in G N U  e m b r y o s ,  a n d  it s e e m s  t h a t  

t h e  p h e n o t y p e  is not, in fact, l i k e l y  t o  b e  c a u s e d  by a 

l e s i o n  in o n e  of t h e  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s  of n u c l e a r  

d i v i s i o n .  I h a v e  a l s o  s h o w n  t h a t  G N U  e m b r y o s  d e v e l o p  e v e n  

w h e n  u n f e r t i l i z e d ,  a n d  t h a t  t h e  p r i m a r y  d e f e c t  of the g n u  

m u t a t i o n  a p p e a r s  a c t u a l l y  t o  b e  in t h e  r e p r e s s i o n  of D N A  

s y n t h e s i s  t h a t  is n o r m a l l y  o b s e r v e d  in u n f e r t i l i z e d  eggs. 

T h e  g n u  g e n e  h a s  b e e n  m a p p e d ,  b o t h  g e n e t i c a l l y  a n d  

c y t o l o g i c a l l y ,  a n d  t h e r e  e x i s t s  a p r a c t i c a b l e  c l o n i n g  

s t r a t e g y  t h a t  s h o u l d  a l l o w  its i s o l a t i o n .  T h i s  w i l l  m e a n  

t h a t  t h e  e v e n t s  i n v o l v e d  in t h e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  

u n f e r t i l i z e d  egg, a m a j o r  d e v e l o p m e n t a l  s w i t c h  t h a t  is 

c o m m o n  to a v e r y  w i d e  r a n g e  o f  s p e c i e s ,  c a n  be
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c h a r a c t e r i s e d  a t  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l  f o r  t h e  f i r s t  t i m e .

I t  s h o u l d  a l s o  be  p o s s i b l e  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  r e l a t i o n s h i p  

b e t w e e n  t h i s  a c t i v a t i o n  p r o c e s s ,  a n d  t h e  i n i t i a t i o n  o f  t h e  

f i r s t  c e l l  c y c l e  i n  t h e  e m b r y o .
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CHAPTER 2

M a t e r i a l s  a n d M e t h o d s
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2 . 1  O r i g i n  o f  t h e  g n u  Mu t a t i o n

T h e  g n u  m u t a t i o n  w a s  r e c o v e r e d  i n  a  s y s t e m a t i c  s c r e e n  

f o r  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l s  on  e t h y l  m e t h a n e s u l p h o n a t e  

t r e a t e d  r u  t h  s t  r i  r o e  p E  e^ c a  c h r o m o s o m e s  (C .  N i i s s l e i n -  

V o l h a r d ,  G .  J u r g e n s ,  K.  A n d e r s o n ,  a n d  R. L e h m a n n ,  

u n p u b l i s h e d ) .  The  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n s  

l o d e s t a r , p o l o , a n d  t h u l e , w e r e  a l s o  r e c o v e r e d  f r o m  t h i s  

s c r e e n .

2 . 2  D r o s o p h i l a  S t o c k s  U s e d

U n l e s s  o t h e r w i s e  r e f e r r e d  t o ,  a l l  g e n e t i c  l o c i  a r e  a s  

d e s c r i b e d  i n  L i n d s l e y  a n d  G r e l l  ( 1 9 6 8 ) .  W i l d  t y p e  s t o c k s  

u s e d  w e r e  O r e g o n  R o r  C a n t o n  S ( L i n d s l e y  a n d  G r e l l ,  1 9 6 8 )  

f r o m  c u l t u r e s  t h a t  a r e  c o n t i n u o u s l y  m a i n t a i n e d  i n  t h i s  

l a b o r a t o r y .  T h e  d e f i c i e n c y  s t o c k s  u s e d  f o r  t h e  

c y t o l o g i c a l  m a p p i n g  o f  g n u  ( C h a p t e r  5) w e r e  t h o s e  

d e s c r i b e d  i n  T a b l e  5 . 2 .  T h e  l i n e  o f  f l i e s  b e a r i n g  t h e  

b a c t e r i a l  c h l o r a m p h e n i c o l  a c e t y l t r a n s f e r a s e  (CAT)  g e n e  

( s e e  C h a p t e r  4 ) ,  w a s  t h e  l i n e  T 3 . 1  a s  d e s c r i b e d  i n  D a v i e s  

e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) .  B r i e f l y ,  f l i e s  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  m u t a t i o n

A  0
r y —  w e r e  t r a n s f o r m e d ,  u s i n g  s t a n d a r d  t e c h n i q u e s  ( R u b i n  

a n d  S p r a d l i n g ,  1 9 8 2 ) ,  w i t h  a  c o n s t r u c t  c o n t a i n i n g  t h e  CAT  

g e n e ,  a n d  1 . 6 5 k b  f r o m  t h e  5 '  e n d  o f  t h e  D r o s o p h i l a  l a r v a l  

s e r u m  p r o t e i n  ( L S P )  l a  g e n e ,  i n  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  v e c t o r  

C a r n e g i e  2 0 .  T h e  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  made  h o m o z y g o u s  f o r  

t h e  i n s e r t e d  D N A  ( on  t h e  2 nd  c h r o m o s o m e ) .  T h e  P - s t r a i n
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u s e d  i n  t h e  h y b r i d  d y s g e n i c  s c r e e n  ( C h a p t e r  5) h a s  b e e n  

d e s c r i b e d  b y  E n g e l s  ( 1 9 8 5 b ) .  I t  h a s  a r e c e s s i v e  l e t h a l  

c h r o m o s o m e  b a l a n c e d  w i t h  t h e  t h i r d  c h r o m o s o m e  b a l a n c e r ,  

T M 6 b ,  a n d  h a s  b e e n  sh o w n  t o  be  a  ' s t r o n g '  P - s t r a i n .  T h e  

M - s t r a i n  f e m a l e s  cam e  f r o m  a  s t o c k  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  

m a r k e r s  r e d  a n d  e b o n y , a n d  w e r e  s h o w n  b y  DNA h y b r i d i s a t i o n  

t o  b e  f r e e  o f  a n y  P - e l e m e n t  s e q u e n c e s  (K .  K a r e s s ,  p e r s .  

comm.) .  T h e  m u l t i p l y  b a l a n c e d  s t o c k ,  B a s c / B a s c ;  Bw /CyO?  

S b / T M 2  ( s e e  F i g u r e  4 . 3 )  i s  c a l l e d  H41 ,  a n d  w as  t h e  g i f t  o f  

K.  K a r e s s .

2 . 3  A n t i b o d i e s

I  h a v e  u s e d  t h e  f o l l o w i n g  a n t i b o d i e s  i n  t h i s  s t u d y :  

a g a i n s t  n u c l e a r  l a m i n ,  T 4 7  (H. S a u m w e b e r ,  p e r s .  comm.) ;  

a g a i n s t  c e n t r o s o m e s ,  B x 6 3  ( F r a s c h  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) ;  a n d  

a g a i n s t  t u b u l i n ,  B x 6 9  ( F r a s c h ,  1 9 8 5 ) .  I n  t h e  d o u b l e  

l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t  a  w e l l  c h a r a c t e r i s e d  r a t  m o n o c l o n a l  

a n t i - t u b u l i n  ( f r o m  S e r a - l a b ,  O K ) ,  Y L 1 / 2 ,  w as  u s e d  

( K i l m a r t i n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ;  t h i s  h a s  b e e n  show n  t o  r e c o g n i s e  

s p e c i f i c a l l y  a - t u b u l i n  i n  D r o s o p h i l a  (W a rn  a n d  W a rn ,

1 9 8 5 ) .  A n t i - a c t i n  w a s  a  m o u se  m o n o c l o n a l  f r o m  A m e r s h a m  

I n t e r n a t i o n a l  (U K ) .  I  u s e d  d i l u t i o n s  o f  b e t w e e n  1 i n  5 

a n d  1 i n  15 f o r  h y b r i d o m a  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t ,  a n d  o f  1 i n  

500  f o r  a s c i t e s  f l u i d ,  a l l  i n  B u f f e r  A ( s e e  S e c t i o n  2 . 8 ) .  

t t h o d a m in e  a n d  f l u o r o s c e i n  c o n j u g a t e d  s e c o n d  a n t i b o d i e s  

w e r e  b o u g h t  f r o m  J a c k s o n  I m m u n o r e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s  I n c .  

( U S A ) ,  a n d  w e r e  u s e d  a t  d i l u t i o n s  o f  1 i n  500  a n d  1 i n  100
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r e s p e c t i v e l y  .

2 . 4  DNA H y b r i d i s a t i o n  P r o b e s

T h e  DNA u s e d  f o r  h y b r i d i s a t i o n  p r o b e s  w a s  t h e  k i n d  g i f t  

o f  S .  D e l a n e y  a n d  D. H a y w a r d .  T h e  ' L S P '  p l a s m i d  w a s  a

1 . 6 5 k b  BamHI f r a g m e n t  f r o m  t h e  5 '  e n d  o f  t h e  D r o s o p h i l a 

l a r v a l  s e r u m  p r o t e i n  l a  g e n e ,  c l o n e d  i n  t o  p E M B L 8 (+ )

( D e n t e  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  T h e  ' C A T '  p l a s m i d  w a s  a  1 . 6 4 k b  

BamHI -  B g l l l  f r a g m e n t  o f  p S V O C A T  (G o rm an  e t  a l . ,  1 98 2 )  

w h i c h  c o n t a i n s  t h e  EL c o l  i  c h l o r a m p h e n i c o l  

a c e t y l  t r a n s f e r a s e  g e n e ,  c l o n e d  i n t o  p E M B L 9 ( + )  ( D e n t e  e t  

a l . ,  1 9 8 3 ) .

2 . 5  D r o s o p h i l a  C u l t u r e

U n l e s s  s t a t e d  o t h e r w i s e ,  a l l  f l i e s  w e r e  k e p t  a t  2 4 ° C ,  

o n  y e a s t ,  t r e a c l e ,  c o r n m e a l  f o o d  ( 4 5 m l  b r e w e r ' s  y e a s t ,

6 2 m l  t r e a c l e ,  1 1 0 m l  m a i z e  m e a l ,  1 5 g  a g a r ,  p e r  l i t r e  o f  

w a t e r ;  3 0 m l  10% N i p a g i n  a n d  7 m l  p r o p i o n i c  a c i d  a d d e d  a f t e r  

b o i l i n g ) .  S t o c k s  w e r e  r e a r e d  i n  p l a s t i c  v i a l s  o f  25mm x  

80mm, o r  i n  1 / 3  p i n t  m i l k  b o t t l e s ,  a n d  t h e  f o o d  w a s  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  d r i e d  y e a s t .  S t a n d a r d  f l y  h a n d l i n g  

t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  ( R o b e r t s ,  1 9 8 6 ) .

F o r  t h e  p a i r - m a t i n g s  a n d  t h e  s t e r i l i t y  t e s t i n g  o f  t h e  

h y b r i d  d y s g e n i c  s c r e e n ,  g l a s s  t u b e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  10mm 

x  100mm w e r e  u s e d .

E m b r y o s  w e r e  c o l l e c t e d  o n  p e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  g r a p e
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j u i c e  a g a r  ( 8 0 g  s u c r o s e ,  8 g  y e a s t ,  4 8 m l  c o n c e n t r a t e d  g r a p e  

j u i c e ,  a n d  2 5 g  a g a r  p e r  l i t r e  o f  w a t e r ;  1 5 m l  N i p a g i n  a n d  

7 m l  p r o p i o n i c  a c i d  a d d e d  a f t e r  b o i l i n g ) ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  

a  y e a s t  p a s t e .  T h e s e  p e t r i  d i s h e s  w e r e  f i t t e d  t o  t h e  

b o t t o m  o f  1 / 3  p i n t  m i l k  b o t t l e s  t h a t  h a d  h a d  t h e i r  b a s e  

r e m o v e d .

2 . 6  C y t o l o g i c a l  Ma p p i n g  C r o s s e s

B a l a n c e d  s t o c k s  h e t e r o z y g o u s  f o r  a  k n o w n  c y t o l o g i c a l  

d e f i c i e n c y  on  t h e  t h i r d  c h r o m o s o m e  w e r e  c r o s s e d  w i t h  

g n u / T M 3  S b  f l i e s ,  a n d  t h e  r e s u l t i n g  D f ( 3 L ) / g n u  f e m a l e s  

w e r e  t h e n  t e s t e d  f o r  s t e r i l i t y  b y  p l a c i n g  t h e m  w i t h  2 o r  3 

m a l e s ,  a n d  s c o r i n g  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  e g g s  a n d  

l a r v a e  a f t e r  s e v e r a l  d a y s .

2 . 7  C y t o l o g i c a l  D e t e r m i n a t i o n  o f  D e f i c i e n c i e s

D f ( 3 L ) / +  l a r v a e  w e r e  g r o w n  on  r i c h  y e a s t ,  g l u c o s e  f o o d  

( lO O g  d r i e d  y e a s t ,  lO Og  g l u c o s e ,  15g  a g a r  p e r  l i t r e ;  1 5 m l  

n i p a g i n  a d d e d  a f t e r  b o i l i n g )  a t  1 8 ° C .  T h i r d  i n s t a r  l a r v a e  

t h a t  h ad  r e c e n t l y  c r a w l e d  o u t  o f  t h e  f o o d  w e r e  s e l e c t e d  

f o r  d i s s e c t i o n .  S a l i v a r y  g l a n d s  w e r e  r a p i d l y  d i s s e c t e d  i n  

p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  (140mM N a C l ,  50mM p h o s p h a t e  

b u f f e r ,  pH 7 . 4 ) ,  a n d  t r a n s f e r r e d  i m m e d i a t e l y  t o  a 4 m l  

g l a s s  v i a l  c o n t a i n i n g  e t h a n o l : p r o p i o n i c  a c i d  ( 3 : 1 ,  made 

f r e s h ) .  A f t e r  a t  l e a s t  30 s e c o n d s  o f  f i x i n g ,  t h e  g l a n d s  

w e r e  p i p e t t e d  o n t o  a c l e a n ,  d u s t - f r e e  s l i d e ,  a n d  a l l
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f i x a t i v e  w a s  c a r e f u l l y  r e m o v e d  w i t h  a b s o r b e n t  t i s s u e .  A 

d r o p  ( a p p r o x i m a t e l y  0 . 1 m l )  o f  p r o p i o n i c  o r c e i n  (1% 

s y n t h e t i c  o r c e i n  i n  45% p r o p i o n i c  a c i d ;  r e f l u x e d  f o r  30 

m i n u t e s ,  a n d  f i l t e r e d )  was  p l a c e d  o v e r  t h e  g l a n d s  a n d  t h e n  

a  c l e a n  18mm^ g l a s s  c o v e r s l i p .  T h e  s l i d e  w a s  t h e n  w r a p p e d  

i n  a  p i e c e  o f  f i l t e r  p a p e r ,  a n d  t a p p e d  f i r m l y ,  s e v e r a l  

t i m e s  w i t h  a  b l u n t  i n s t r u m e n t  s u c h  a s  a  p e n c i l  i n s i d e  a 

r u b b e r  p i p e t t e  b u l b .  T h e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  e x a m i n e d  u n d e r  

p h a s e  c o n t r a s t  o p t i c s  u s i n g  a 6 3 x  o r  lO O x  o b j e c t i v e .  

P h o t o g r a p h s  w e r e  t a k e n  on  K o d a k  2 41 5  t e c h n i c a l  f i l m .

2 . 8  F i x a t i o n  a n d  D e v i t e l 1 i n i s a t i o n  o f  E m b r y o s

E m b r y o s  w e r e  f i x e d  a n d  p r e p a r e d  f o r  s t a i n i n g  b y  a 

s l i g h t l y  m o d i f i e d  v e r s i o n  o f  t h e  m e t h o d  o f  D e q u i n  e t  a l .

( 1 9 8 4 ) ,  w h i c h  i t s e l f  i s  b a s e d  o n  t h e  t e c h n i q u e  o f  

M i t c h i s o n  a n d  S e d a t  ( 1 9 8 3 ) .  E m b r y o s  w e r e  d e c h o r i o n a t e d  

i n  60% h y p o c h l o r i t e  b l e a c h  i n  0.7% N a C l /  0.1% T r i t o n  X - 1 0 0  

a n d  t h e n  r i n s e d  e x t e n s i v e l y  i n  N a C l / T r i t o n .  E x c e s s  l i q u i d  

w a s  r e m o v e d  b y  b l o t t i n g  t h e m  o n  t i s s u e  p a p e r  a n d  t h e y  w e r e  

t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  a 7 m l  g l a s s  v i a l  c o n t a i n i n g  2 5 p l  37% 

f o r m a l d e h y d e  ( F i s o n s  S c i e n t i f i c ,  (JK),  l O O p l  w a t e r ,  2 5 p l  

l O x  B u f f e r  B ( lOOmM p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 6 . 8 ,  

450mM K C l ,  150mM N a C l ,  20mM M g C l 2 ) ,  a n d  2 . 2 5 m l  h e p t a n e ,  

a n d  s h a k e n  v i g o r o u s l y  f o r  10 m i n u t e s .  I n  some  e x p e r i m e n t s  

0 .5 p M  t a x o l  ( 1 . 2 5 p l  o f  a ImM s o l u t i o n  i n  DMSO) w as  

i n c l u d e d  i n  t h e  m i x t u r e  t o  w h i c h  t h e  e m b r y o s  w e r e  a d d e d ;  

i n  t h e s e  c a s e s  t h e  e m b r y o s  w e r e  s h a k e n  f o r  1 5 - 3 0  s e c o n d s
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b e f o r e  t h e  f o r m a l d e h y d e  w a s  a d d e d .  In o r d e r  for t h e  

r e s u l t s  u s i n g  t a x o l  t o  b e  v a l i d  it is i m p o r t a n t  t h a t  it 

o n l y  s t a b i l i s e s  e x i s t i n g  s t r u c t u r e s ,  a n d  d o e s  n o t  c a u s e  a 

c h a n g e  in t h e  m i c r o t u b u l e  d i s t r i b u t i o n ,  a s  it h a s  b e e n  

s h o w n  t o  d o  u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s  ( H o r w i t z  e t  al.,

1 9 8 1 ;  De B r a b a n d e r  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  De B r a b a n d e r  e t  a l .  

h a v e  s h o w n  t h a t  i n  m a m m a l i a n  c e l l s  tw o  k i n d s  o f  

m i c r o t u b u l e  a r t e f a c t  a r e  f o u n d  u p o n  t r e a t i n g  t h e m  w i t h  

d o s e s  o f  t a x o l  f r o m  2 . 5 p M  t o  l O O p M  f o r  p e r i o d s  o f  g r e a t e r  

t h a n  30 m i n u t e s :  t h e y  s e e  b u n d l e s  o f  p a r a l l e l  m i c r o t u b u l e  

f i b r e s  f o r m i n g  w h e r e  n o n e  u s u a l l y  e x i s t ,  a n d  a l s o  a s t e r s  

w h i c h  a r e  n o t  n u c l e a t e d  b y  c e n t r o s o m e s .  U n d e r  t h e  

e x t r e m e l y  m i l d  c o n d i t i o n s  o f  t a x o l  t r e a t m e n t  i n  t h e  

p r e s e n t  s t u d y  (0.5p iM f o r  15  t o  30  s e c o n d s  b e f o r e  f i x i n g )  I  

s e e  no  o b v i o u s  a r t e f a c t s  i n  w i l d  t y p e  e m b r y o s  ( F i g u r e  

3 . 6 ) .  T h i s  a g r e e s  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  K a r r  a n d  A l b e r t s  

( 1 9 8 6 )  who  f o u n d  n o  m i c r o t u b u l e  a r t e f a c t s  u n d e r  i d e n t i c a l  

c o n d i t i o n s ,  n o r  u s i n g  f i v e  t i m e s  a s  m uch  t a x o l ,  b u t  

s t a r t e d  t o  s e e  s p u r i o u s  m i c r o t u b u l e  a r r a y s  when  t h e y  u s e d  

l O p M  t a x o l  f o r  f i v e  m i n u t e s  p r i o r  t o  f i x a t i o n .

F u r t h e r m o r e ,  I  h a v e  sh o w n  t h a t  a l l  t h e  a s t e r s  i n  GNU 

e m b r y o s  a r e  n u c l e a t e d  b y  c e n t r o s o m e s  ( F i g u r e  3 . 9 ) .  T a k e n  

t o g e t h e r  t h e s e  a r g u m e n t s  p r o v i d e  s t r o n g  e v i d e n c e  t h a t  

t a x o l  i s  n o t  f o r m i n g  s p u r i o u s  s t r u c t u r e s  u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s ,  a n d  t h a t  t h e  m i c r o t u b u l e  d i s t r i b u t i o n  t h a t  i s  

s e e n  i s  a  r e a l  p h e n o m e n o n  t h a t  o c c u r s  ^ n  y ^ i v o .  A f t e r  10  

m i n u t e s  s h a k i n g ,  2 . 5 m l  o f  m e t h a n o l  was  a d d e d  a n d  t h e  

m i x t u r e  s h a k e n  f o r  a  f u r t h e r  30 s e c o n d s  t o  2 m i n u t e s ;
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e m b r y o s  t h a t  h a v e  l o s t  t h e i r  v i t e l l i n e  m e m b ran e  s i n k  t o  

t h e  b o t t o m  o f  t h e  v i a l ,  w h i l e  t h e  r e s t  r e m a i n  a t  t h e  

h e p t a n e / m e t h a n o l  i n t e r f a c e .  T h e  l i q u i d  a n d  t h e  f l o a t i n g  

e m b r y o s  w e r e  t h e n  a s p i r a t e d  a w a y ,  a n d  t h e  d e v i t e l  1 i n i s e d  

e m b r y o s  r i n s e d  t w i c e  i n  m e t h a n o l ,  f o r  a  t o t a l  o f  10  

m i n u t e s .  T h e y  w e r e  t h e n  r i n s e d  a t  l e a s t  t h r e e  t i m e s  o v e r  

a n  h o u r  i n  B u f f e r  A (15mM T r i s - H C l  p H 7 . 4 ,  60mM K C 1 , 15mM 

N a C l ,  1.5mM s p e r m i n e ,  0.5mM s p e r m i d i n e )  p l u s  0.1% T r i t o n  

X - 1 0 0 ,  a n d  l e f t  i n  f r e s h  B u f f e r  A / T r i t o n  f o r  a t  l e a s t  2 

h o u r s  b e f o r e  s t a i n i n g .

2 . 9  A n t i b o d y  S t a i n i n g  o f  E m b r y o s

B e t w e e n  50 a n d  200  e m b r y o s  w e r e  t r a n s f e r r e d  i n t o  

s t a i n i n g  n e t s  t h a t  w e r e  made b y  c u t t i n g  o f f  t h e  b o t t o m  3cm 

o f  a 1 . 5 m l  p l a s t i c  m i c r o f u g e  t u b e  a n d  r e p l a c i n g  i t  w i t h  a 

s t a i n l e s s  s t e e l  m esh  o f  a f i n e  e n o u g h  g a u g e  t o  r e t a i n  

e m b r y o s .  A l l  s u b s e q u e n t  s t a g e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t h e s e  

n e t s ,  p l a c e d  i n  w e l l s  o f  a 2 4 - w e l l  t i s s u e  c u l t u r e  p l a t e .

T h e  e m b r y o s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  B u f f e r  A c o n t a i n i n g  10% 

f o e t a l  c a l f  s e r u m  f o r  1 h o u r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  b l o t t e d  

d r y ,  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  i n  f i r s t  a n t i b o d y  f o r  12 -  16 

h o u r s  a t  4 ° C .  A f t e r  t h i s  p e r i o d  e x c e s s  l i q u i d  w a s  r e m o v e d  

b y  b l o t t i n g  a n d  t h e  e m b r y o s  w e r e  w a s h e d  i n  B u f f e r  A f o r  1 -  

2 h o u r s  w i t h  t h r e e  c h a n g e s ,  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  i n  s e c o n d  

a n t i b o d y  f o r  12 -  16 h o u r s  a t  4 ° C .  A t  t h e  e n d  o f  t h i s  

i n c u b a t i o n  t h e y  w e r e  w a s h e d  f o r  a t  l e a s t  2 h o u r s  w i t h  f o u r  

c h a n g e s  o f  B u f f e r  A , a n d  t h e n  f o r  10 m i n u t e s  i n  B u f f e r  A
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c o n t a i n i n g  l p g / m l  o f  H o e c h s t  3 3 2 5 8  ( R i e d e l  De H a e n  AG, 

H a n n o v e r ,  F D R ) ,  f i n a l l y  b e i n g  r i n s e d  t w i c e  i n  B u f f e r  A. 

T h e  s t a i n e d  e m b r y o s  w e r e  m o u n t e d  i n  85% g l y c e r o l  

c o n t a i n i n g  2.5% n - p r o p y l  g a l l a t e  ( G i l o h  a n d  S e d a t ,  1 9 8 2 ) .  

S l i d e s  w e r e  v i e w e d  w i t h  a Z e i s s  S t a n d a r d  o r  N i k o n  

M i c r o p h o t  FX  m i c r o s c o p e  f i t t e d  w i t h  e p i f l u o r e s c e n t  o p t i c s  

u s i n g  a p p r o p r i a t e  f i l t e r s  f o r  H o e c h s t ,  f l u o r o s c e i n ,  a n d  

r h o d a m i n e .  E m b r y o s  w e r e  p h o t o g r a p h e d  on  K o d a k  2 41 5  

T e c h n i c a l  f i l m  a n d  d e v e l o p e d  w i t h  K o d a k  D - 1 9  d e v e l o p e r .

T h e  l e v e l  of n o n - s p e c i f i c  s t a i n i n g  w a s  d e t e r m i n e d  by 

i n c u b a t i n g  e m b r y o s  w i t h  s e c o n d  a n t i b o d y  a l o n e .  T h e r e  w a s 

f o u n d  to be a l o w  l e v e l  of u n i f o r m  b a c k g r o u n d  s t a i n i n g  

u s i n g  b o t h  r h o d a m i n e  a n d  f l u o r o s c e i n  c o n j u g a t e d  

a n t i b o d i e s ,  b u t  no s p e c i f i c  s t r u c t u r e s  w e r e  d e t e c t e d .

2 . 1 0  P r e p a r a t i o n  o f  L a r v a l  N e u r o b l a s t  Me t a p h a s e  

C h r o m o s o m e s

L a r v a l  n e u r o b l a s t s  w e r e  c y t o l o g i c a l l y  p r e p a r e d  b y  t h e  

m e t h o d  o f  M. G a t t i  ( p e r s .  comm.) .  T h i r d  i n s t a r  l a r v a e  

t h a t  h a d  c r a w l e d  o u t  o f  t h e  f o o d  w e r e  s e l e c t e d ,  a n d  t h e  

b r a i n  w as  d i s s e c t e d  o u t  i n  p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e  (0.7% 

N a C l ) .  A s  much  a s  p o s s i b l e  o f  t h e  a t t a c h e d  c h i t o n o u s  a n d  

f a t t y  m a t e r i a l  w as  r e m o v e d ,  a s  w e r e  t h e  a t t a c h e d  i m a g i n a l  

d i s c s .  T h e  b r a i n  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  i n  c o l c h i c i n e  

( A l d r i c h ,  a p p r o x i m a t e l y  1 0 “ ^M) f o r  90  m i n u t e s .  A f t e r  t h i s  

p e r i o d ,  t h e  b r a i n s  w e r e  t r a n s f e r r e d ,  u s i n g  f o r c e p s ,  t o  a 

d e p r e s s i o n  s l i d e  c o n t a i n i n g  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  (0.5%
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s o d i u m  c i t r a t e )  f o r  10 m i n u t e s .  T h i s  t r e a t m e n t  w a s  

f o l l o w e d  b y  15 -  30 s e c o n d s  f i x i n g  i n  a s m a l l  p e t r i  d i s h ,  

a n d  t h e n  e a c h  b r a i n  w a s  p l a c e d  i n  a s m a l l  d r o p  o f  3.5% 

a c e t o - o r c e i n  o n  a  c l e a n ,  d u s t - f r e e  c o v e r s l i p .  T h e  

f i x a t i v e  w a s  9 . 2 5 m l  m e t h a n o l ,  9 . 2 5 m l  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d ,  

1 . 5 m l  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a n d  t h e  a c e t o - o r c e i n  w a s  p r e p a r e d  

b y  g e n t l y  r e f l u x i n g  0 . 3 5 g  o f  N a t u r a l  o r c e i n  ( A l d r i c h )  i n  

45% g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  f o r  45  m i n u t e s ;  t h e  s t a i n  w a s  

f i l t e r e d ,  a n d  w as  c l e a r e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  (2 m i n u t e s  i n  

an  E p p e n d o r f  M i c r o f u g e )  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e .  The  

c o v e r s l i p  w i t h  t h e  b r a i n s  was  p i c k e d  u p  w i t h  a c l e a n  

m i c r o s c o p e  s l i d e  a f t e r  t h e  b r a i n s  h ad  i n c u b a t e d  f o r  1 - 2  

m i n u t e s  i n  s t a i n ,  a n d  t h e  p r e p a r a t i o n  w as  s q u a s h e d  a s  h a r d  

a s  p o s s i b l e  w i t h  t h e  t hum b .  T h e  e d g e s  o f  t h e  c o v e r s l i p  

w e r e  t h e n  s e a l e d  w i t h  n a i l  v a r n i s h ,  a n d  t h e  c h r o m o s o m e  

s p r e a d s  w e r e  v i e w e d  w i t h  p h a s e  c o n t r a s t  o p t i c s  u s i n g  a 6 3 x  

o r  lO O x  o b j e c t i v e .

2 . 1 1  P r e p a r a t i o n  o f  DNA f r o m  D r o s o p h i l a  E m b r y o s

B e t w e e n  50  a n d  5 0 0  e m b r y o s  w e r e  p l a c e d  i n  a g l a s s  1 m l  

h o m o g e n i s e r  t h a t  h a d  b e e n  p r e c o o l e d  i n  a  e t h a n o l / d r y  i c e  

b a t h ,  a n d  w e r e  g r o u n d  t o  a p o w d e r .  l O O p l  o f  S o l u t i o n  1 

( lOmM T r i s - H C l , p H 7 . 5 ,  60mM N a C l ,  lOmM E D T A ,  0 .15mM 

s p e r m i n e ,  0 .15mM s p e r m i d i n e ,  5% s u c r o s e )  w a s  a d d e d  t o  t h e  

p o w d e r ,  a n d  a s  t h e  m i x t u r e  t h a w e d ,  t h e  t i s s u e  was  

h o m o g e n i s e d .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  1 . 5 m l  

p o l y p r o p y l e n e  t u b e  a n d  t h e  h o m o g e n i s e r  r i n s e d  w i t h  5 0 p l
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m o r e  o f  S o l u t i o n  1 ,  w h i c h  w a s  a l s o  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  

1 . 5 m l  t u b e .  1 5 0 p l  o f  S o l u t i o n  2 (1.25% s o d i u m  d o d e c y l  

s u l p h a t e  ( S D S ) ,  0 .3M  T r i s - H C l f p H 9 . 0 ,  O . lM  EDTA ,  5% 

s u c r o s e )  w a s  a d d e d ,  t h e  t u b e  v o r t e x e d  f o r  a  s e c o n d ,  a n d  

t h e n  i n c u b a t e d  a t  6 5 ° C  f o r  40  m i n u t e s .  T h e  t u b e  was  

c o o l e d  a n d  4 5 p l  o f  S o l u t i o n  3 (8M  p o t a s s i u m  a c e t a t e )  was  

a d d e d .  A f t e r  45 m i n u t e s  o n  i c e ,  t h e  d e b r i s  was  p e l l e t e d  

i n  a n  E p p e n d o r f  M i c r o f u g e  f o r  10 m i n u t e s ,  a n d  t h e  

s u p e r n a t a n t  c a r e f u l l y  r e m o v e d  t o  a c l e a n  t u b e .  D N A  was  

p r e c i p i t a t e d  b y  i n c u b a t i o n  f o r  15 m i n u t e s  a t  - 7 0 ° C  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  2 v o l u m e s  o f  e t h a n o l ,  a n d  t h e n  p e l l e t e d  f o r  10 

m i n u t e s  i n  a n  E p p e n d o r f  M i c r o f u g e .  The  p e l l e t  was  

r e s u s p e n d e d  i n  TE ( lOmM T r i s - H C l ,  pH8? ImM EDTA) .

T h e  DNA p r e p a r a t i o n s  w e r e  r o u t i n e l y  t r e a t e d  w i t h  

p r o t e i n a s e  K ( l O O p g / m l )  f o r  1 h o u r  a t  4 5 ° C ,  f o l l o w e d  b y  a 

p h e n o l  e x t r a c t i o n  ( M a n i a t i s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  a n d  a f u r t h e r  

e t h a n o l  p r e c i p i t a t i o n  s t e p .  I n i t i a l l y ,  s a m p l e s  w e r e  

t r e a t e d  w i t h  R N A se  ( l p g ,  3 7 ° C ,  1 h o u r ) ,  h o w e v e r  t h i s  was  

f o u n d  t o  m a k e  n o  d i f f e r e n c e  t o  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  

e x p e r i m e n t s ,  a n d  t h i s  p r o c e d u r e  w a s  n o t  c o n t i n u e d .

2 , 1 2  I m m o b i l i s a t i o n  o f  DNA o n  N i t r o c e l l u l o s e  F i l t e r s

D N A  w as  i m m o b i l i s e d  o n t o  n i t r o c e l l u l o s e  u s i n g  a ' s l o t -  

b l o t '  o r  a ' d o t - b l o t '  a p p a r a t u s ,  w h i c h  c o n s i s t s  o f  a 

m a n i f o l d  o f  h o l e s  t h r o u g h  w h i c h  D N A  s o l u t i o n s  a r e  d r a w n  

u s i n g  a v a c u u m  pump; a n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r  i s  p l a c e d  

b e t w e e n  t h e  h o l e s  a n d  t h e  s o u r c e  o f  t h e  v a c u u m ,  s o  t h a t
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DNA i n  s o l u t i o n  i s  r e t a i n e d  o n  a l o c a l i s e d  a r e a  o f  t h e  

f i l t e r .  T h e  DNA s o l u t i o n s  w e r e  i n i t i a l l y  d e n a t u r e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  0 . 1  v o l u m e  o f  3M NaOH f o l l o w e d  b y  a t e n  m i n u t e  

i n c u b a t i o n  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  s o l u t i o n s  w e r e  

n e u t r a l i s e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  2M amm on ium  a c e t a t e ,  

a n d  t h e  s a m p l e s  l o a d e d  i n t o  t h e  m a n i f o l d ;  t h e  

n i t r o c e l l u l o s e  h ad  b e e n  s o a k e d  i n  w a t e r  f o r  5 m i n u t e s  

p r e v i o u s l y ,  a n d  t h e  s l o t s  w e r e  r i n s e d  t h r o u g h  w i t h  1M 

ammon ium  a c e t a t e  p r i o r  t o  l o a d i n g  t h e  DNA, a n d  a g a i n  a f t e r  

l o a d i n g .  The  f i l t e r  w a s  r i n s e d  i n  2x SSC  ( l x  SSC  i s  150mM 

N a C l ,  15mM s o d i u m  c i t r a t e ) ,  a n d  b a k e d  f o r  2 h o u r s  a t  8 0 ° C .

2 . 1 3  DNA H y b r i d i s a t i o n

F i l t e r s  w e r e  p r e h y b r i d i s e d  f o r  4 h o u r s  a t  6 5 ° C  i n  5 x  

S S C ,  l O x  D e n h a r d t ' s  s o l u t i o n  (0.2% p o l y v i n y l p y r o l i d i n e ,  

0.2% b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ,  0.2% f i c o l l ) ,  0.1% SDS ,  a n d  

5 0 n g / m l  s o n i c a t e d  s a l m o n  s p e r m  DNA w h i c h  h a d  b e e n  

d e n a t u r e d  b y  b o i l i n g  f o r  5 m i n u t e s  a n d  t h e n  q u e n c h e d  o n  

i c e .  H y b r i d i s a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  a s o l u t i o n  o f  t h e  

same c o m p o s i t i o n  f o r  1 6 - 1 8  h o u r s ,  w i t h  t h e  r a d i o a c t i v e  

p r o b e  b e i n g  p r e s e n t  a t  1 0 - 5 0 n g / m l .  T h e  f i l t e r s  w e r e  w a s h e d  

o v e r  2 h o u r s  a t  6 5 ° C  i n  t w o  c h a n g e s  o f  2 x  S S C ,  0.1% SDS ,  

f o l l o w e d  b y  tw o  c h a n g e s  o f  0 . 2 x  S S C ,  0.1% SDS ,  a n d  t h e n  

a l l o w e d  t o  a i r  d r y .  B e f o r e  a u t o r a d i o g r a p h y ,  t h e  f i l t e r s  

w e r e  w r a p p e d  i n  c e l l o p h a n e  ( S a r a n  W r a p ) .  A u t o r a d i o g r a p h y  

w as  c a r r i e d  o u t  a t  - 7 0 ° C  u s i n g  a n  i n t e n s i f y i n g  s c r e e n .
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2 . 1 4  H a d i o l a b e l  l i n g  o f  DNA

DNA w a s  l a b e l l e d  w i t h  t h e  i s o t o p e  ^2p u s i n g  n i c k  

t r a n s l a t i o n  ( R i g b y  e t  a l . ,  1 9 7 7 )  o f  a  w h o l e  p l a s m i d ,  o r  b y  

' o l i g o - l a b e l 1 i n g '  ( F e i n b e r g  a n d  V o g e l s t e i n ,  1 9 8 3 ,  a n d  

a d d e n d u m ,  1 9 8 4 )  a  p l a s m i d  i n s e r t  t h a t  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  

i s o l a t e d  o n  a n  a g a r o s e  g e l .

A s t a n d a r d  n i c k  t r a n s l a t i o n  p r o t o c o l  w a s  u s e d .  A 

t y p i c a l  r e a c t i o n  c o n t a i n e d  i n  a t o t a l  o f  l O p l :  2 5 0 n g  o f  

DNA, 2 0 p g  DNAse  I ,  5 u n i t s  o f  c o l i  DNA p o l y m e r a s e  I ,  

50mM T r i s  H C l ,  p H 7 . 5 ,  5mM M g C ^ *  5 0 p g / m l  b o v i n e  s e r u m  

a l b u m i n  ( B S A ) ,  u n l a b e l l e d  d N T P s  a t  25^M,  a n d  5 0 p C i  o f  

adN T P  ( s p e c i f i c  a c t i v i t y  >3 0 0 0 C i / m m o l e ,  A m e r s h a m  

I n t e r n a t i o n a l ) .  T h e  r e a c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  1 4 ° C  f o r  

60 m i n u t e s .

T h e  o l i g o - l a b e l l i n g  p r o t o c o l  w a s  e x a c t l y  t h a t  o f  

F e i n b e r g  a n d  V o g e l s t e i n  ( 1 9 8 4 ) .  B r i e f l y ,  t h e  f r a g m e n t  o f  

i n t e r e s t  w a s  c u t  o u t  o f  a  1% l o w  g e l l i n g  t e m p e r a t u r e  

a g a r o s e  g e l ,  a n d  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  ( 3 m l / g  o f  g e l )  b y  

h e a t i n g  t o  1 0 0 ° C  f o r  7 m i n u t e s .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  t h e n  

s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  u s e d .  B e f o r e  s e t t i n g  u p  t h e  

r e a c t i o n ,  t h i s  s o l u t i o n  was  b o i l e d  f o r  7 m i n u t e s ,  a n d  t h e n  

i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  10 m i n u t e s .  T h e  l a b e l l i n g  r e a c t i o n  

w a s  c a r r i e d  o u t  i n  5 0 p l  a n d  c o n t a i n e d :  l O p l  

o l i g o l a b e l 1 i n g  b u f f e r ,  2 p l  BSA ( l O m g / m l ) ,  3 2 . 5 p l  DNA 

f r a g m e n t  i n  g e l  s o l u t i o n  ( a p p r o x i m a t e l y  2 5 0 n g  DNA) ,  5 0 | j C i  

^ P a d C T P  ( > 3 0 0 0 C i / m m o l e ,  A m e r s h a m  I n t e r n a t i o n a l ) ,  a n d  2 

u n i t s  o f  K l e n o w  f r a g m e n t  o f  c o l i  DNA p o l y m e r a s e  I .
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0 1  i g o l a b e l  1 i n g  b u f f e r  i s :  1 2 5|aM u n l a b e l l e d  d N T P s  ( u s a l l y  

A ,  G ,  a n d  T ) ,  260m M T r i s  H C l ,  p H 8 . 0 ,  750m M  H E P E S ,  p H 6 . 6 ,  

320mM M g C ^ /  62mM 2 - m e r c a p t o e t h a n o l , a n d  34 o p t i c a l  

d e n s i t y  u n i t s / m l  o f  r a n d o m  6 - m e r  o l i g o n u c l e o t i d e  (P .  L .  

B i o c h e m i c a l s ) .  T h e  r e a c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  r o om  

t e m p e r a t u r e  f o r  12 -  16 h o u r s .

I n  b o t h  c a s e s ,  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  r e a c t i o n  w as  

a s s a y e d  b y  m e a s u r i n g  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  l a b e l l e d  

n u c l e o t i d e  i n t o  a c i d  p r e c i p i t a b l e  c o u n t s .  T h e  DNA f r o m  an  

a l i q u o t  o f  t h e  r e a c t i o n  w as  p r e c i p i t a t e d  w i t h  1 m l  o f  a c i d  

w a s h  (1M  H C l ,  1% NaH 2 PC>4 , 1% Na4P20-y)  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

5 0 p g  o f  c a r r i e r  s a l m o n  s p e r m  DNA. A f t e r  5 m i n u t e s  on  i c e  

t h e  m i x  w as  f i l t e r e d  t h r o u g h  a 1cm G F / C  d i s c  (W h a tm a n ) ,  

a n d  t h e  p r e c i p i t a t e d  c o u n t s  m e a s u r e d  b y  C h e r e n k o v  

r a d i a t i o n .  N i c k  t r a n s l a t i o n s  s h o w e d  t y p i c a l  

i n c o r p o r a t i o n s  o f  b e t w e e n  30% a n d  60%, a n d  o l i g o - l a b e l 1 i n g  

e f f i c i e n c y  was  u s u a l l y  b e t w e e n  60% a n d  90%, g i v i n g  p r o b e s

o q
w i t h  s p e c i f i c  a c t i v i t i e s  o f  b e t w e e n  1 x  10  a n d  1 x  10  

d p m / j i g .

L a b e l l e d  DNA w as  s e p a r a t e d  f r o m  u n i n c o r p o r a t e d  

n u c l e o t i d e s  b y  p a s s i n g  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  o v e r  a 

S e p h a d e x  G50 (m ed ium )  c o l u m n  w h i c h  h ad  b e e n  p r e v i o u s l y  

e q u i l i b r a t e d  w i t h  lOmM T r i s - H C l ,  p H 7 . 5 ,  20mM N a C l ,  2mM 

EDTA,  0.1% S D S , a n d  c o l l e c t i n g  t h e  f i r s t  r a d i o a c t i v e  p e a k  

t o  b e  e l u t e d  f r o m  t h e  c o l u m n .  I n  t h e  c a s e  o f  o l i g o -  

l a b e l l i n g  r e a c t i o n s ,  t h e  r e a c t i o n  m i x  w a s  h e a t e d  t o  6 5 ° C  

f o r  5 m i n u t e s  p r i o r  t o  l o a d i n g  i t  o n t o  t h e  S e p h a d e x  

c o l u m n .
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CHAPTER 3

gnu: A  N u c l e a r  D i v i s i o n  M u t a t i o n  of D r o s o p h i l a  

t h e  D i s s o c i a t i o n  of N u c l e a r  a n d  C e n t r o s o m a l

T h a t  C a u s e s  

D i v i s i o n
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3.1 INTRODUCTION

Some a s p e c t s  o f  t h e  p h e n o t y p e  o f  a  m a t e r n a l  e f f e c t  

l e t h a l  m u t a t i o n  o f  D r o s o p h i l a  t h a t  i s  d e f e c t i v e  i n  n u c l e a r  

d i v i s i o n ,  b u t  a p p a r e n t l y  n o t  DNA r e p l i c a t i o n ,  t h u s  c a u s i n g  

t h e  f o r m a t i o n  o f  g i a n t  n u c l e i  i n  t h e  s y n c y t i a l  b l a s t o d e r m ,  

a r e  d e s c r i b e d  i n  t h i s  c h a p t e r .  T h i s  m u t a t i o n  w as  i s o l a t e d  

d u r i n g  an  e t h y l  m e t h a n e  s u l p h o n a t e  m u t a g e n e s i s  s c r e e n  f o r  

m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n s  on  t h e  t h i r d  c h r o m o s o m e  

(C .  N i i s s l e i n - V o l h a r d ,  p e r s .  comm.;  s e e  M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s  f o r  m o r e  d e t a i l s ) .  I  h a v e  named t h i s  m u t a t i o n  

g n u , a s  i t  r e s u l t s  i n  g i a n t  n u c l e i ,  a n d  u s e  t h e  t e r m  ’ GNU 

e m b r y o s '  t o  d e s c r i b e  t h e  e m b r y o s  f r o m  h o m o z y g o u s  f e m a l e s .

B e c a u s e  n u c l e a r  d i v i s i o n  i s  s o  d r a m a t i c a l l y  d i s r u p t e d  

i n  GNU e m b r y o s ,  I  d e c i d e d  t o  e x a m i n e  t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  

c e l l  c y c l e  a p p a r a t u s  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  

g i a n t  n u c l e u s  p h e n o t y p e  c o u l d  b e  c o r r e l a t e d  w i t h  a 

p a r t i c u l a r  d e f e c t  i n  m i t o s i s .  T o  t h i s  e n d ,  a  s e r i e s  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  d i f f e r e n t  c o m p o n e n t s  o f  t h e  

m i t o t i c  a p p a r a t u s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  s t a i n  t h e s e  e m b r y o s  

w i t h  i n d i r e c t  i m m u n o f l u o r e s c e n t  t e c h n i q u e s .  T h e  r e s u l t s  

o f  t h i s  a n a l y s i s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  w h i l s t  t h e  n u c l e a r  

c y c l e  o f  GNU e m b r y o s  i s  d i s r u p t e d ,  m any  a s p e c t s  o f  t h e  

c y t o p l a s m i c  c y c l e  a r e  u n a f f e c t e d .  S p e c i f i c a l l y ,  t h e  

c e n t r o s o m e s  r e p l i c a t e  i n d e p e n d e n t l y  o f  n u c l e i  i n  m u t a n t  

e m b r y o s  a n d  a r e  f u n c t i o n a l l y  c a p a b l e  o f  n u c l e a t i n g  

m i c r o t u b u l e  g r o w t h .
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C e n t r o s o m e s  a r e  t h e  o r g a n e l l e s  t h a t  o r g a n i s e  t h e  

s p i n d l e  p o l e s  a n d  t h u s  m u s t  d i v i d e  o n c e  e a c h  c e l l  c y c l e  i n  

o r d e r  t o  m a i n t a i n  t h e i r  r a t i o  w i t h  n u c l e i ;  t h e i r  

r e p l i c a t i o n  i s  a  m a j o r  e v e n t  i n  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  

m i t o s i s .  A  n u m b e r  o f  g r o u p s  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  u n d e r  

some c o n d i t i o n s  a  l i m i t e d  a m o u n t  o f  c e n t r o s o m a l  

r e p l i c a t i o n  c a n  o c c u r  i n  t h e  a b s e n c e  o f  n u c l e a r  d i v i s i o n  

( f o r  e x a m p l e  s e e  M a z i a  e t  a l . ,  1 9 6 0 ;  S l u d e r  a n d  B e g g ,

1 9 8 5 ;  W o l f ,  1 9 8 0 ) .  T h e r e  h a s ,  h o w e v e r ,  b e e n  some  

s p e c u l a t i o n  a b o u t  t h e  e x t e n t  t o  w h i c h  t h i s  o c c u r s .  I t  i s  

i m p o r t a n t  t o  k n ow  w h e t h e r  t h e s e  m a j o r  e v e n t s  o f  t h e  c e l l  

c y c l e  a r e  r e g u l a t e d  i n d e p e n d e n t l y ,  o r  w h e t h e r  t h e y  a r e  

p a r t  o f  a c a s c a d e ,  e a c h  e v e n t  d e p e n d e n t  o n  t h e  p r e v i o u s  

o n e  i n  t h e  p a t h w a y .  I n  t h e  f o r m e r  c a s e  o n e  w o u l d  e x p e c t  

t o  b e  a b l e  t o  u n c o u p l e  t h e  e v e n t s ,  w h e r e a s  i n  t h e  l a t t e r  

t h e  d i s r u p t i o n  o f  o n e  w o u l d  n e c e s s a r i l y  l e a d  t o  d i s r u p t i o n  

o f  t h e  o t h e r .  My o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  c e n t r o s o m e s  i n  GNU 

e m b r y o s  r e p l i c a t e  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  n u c l e i ,  s u g g e s t s  

t h a t  a t  l e a s t  t h e s e  t w o  m a j o r  p r o c e s s e s  a r e  r e g u l a t e d  

i n d e p e n d e n t l y  d u r i n g  t h e  c e l l  c y c l e ,  r a t h e r  t h a n  o n e  b e i n g  

a  n e c e s s a r y  p r e l i m i n a r y  t o  t h e  o t h e r .

S i n c e  t h e  g n u  m u t a t i o n  a p p e a r s  to a f f e c t  n u c l e a r  

d i v i s i o n ,  a p r o c e s s  c o m m o n  t o  a l l  m i t o t i c a l l y  d i v i d i n g  

c e l l s ,  t h e  f a c t  t h a t  it is a m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l ,  a n d  

t h a t  a d u l t s  h o m o z y g o u s  for t h e  m u t a t i o n  a r e  a p p a r e n t l y  

u n a f f e c t e d  is s u r p r i s i n g .  A c y t o l o g i c a l  a n a l y s i s  of 

l a r v a l  n e u r o b l a s t s  of h o m o z y g o t e s  has f a i l e d  to
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d e m o n s t r a t e  a n y  z y g o t i c  e f f e c t s  o f  g n u .  T h i s  s u g g e s t s  

t h a t  t h e  p r o c e s s  i n  w h i c h  t h e  g n u  g e n e  p r o d u c t  i s  i n v o l v e d  

i s  l i m i t e d  t o  o o g e n e s i s  a n d  e a r l y  e m b r y o g e n e s i s .  S i n c e  

m i t o s i s  o c c u r s  a t  o t h e r  s t a g e s  o f  t h e  D r o s o p h i l a  l i f e  

c y c l e  a s  w e l l  a s  a t  t h e s e  t i m e s ,  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  

g n u  g e n e  p r o d u c t  i s  n o t  n e c e s s a r y  f o r  a l l  m i t o s i s ,  b u t  

i n s t e a d  m e d i a t e s  a p r o c e s s  u n i q u e  t o  t h e s e  v e r y  e a r l y  

s t a g e s .
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R E S U L T S

3 . 2  DNA R e p l i c a t i o n  W i t h o u t  N u c l e a r  D i v i s i o n  C a u s e s  G i a n t  

N u c l e i  i n  GNU E m b r y o s

T h e  m o s t  s t r i k i n g  c h a r a c t e r i s t i c  o f  e m b r y o s  f r o m  a 

h o m o z y g o u s  g n u  m o t h e r  c a n  b e  s e e n  b y  s t a i n i n g  t h e i r  D N A  

w i t h  t h e  f l u o r e s c e n t  d y e  H o e c h s t  3 3 2 5 8 .  Two s u c h  e m b r y o s  

a r e  a s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 1 .  I t  i s  c l e a r  f r o m  t h e  s i z e  o f  

t h e  n u c l e i ,  a n d  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  f l u o r e s c e n c e  t h a t  D N A  

r e p l i c a t i o n  o c c u r s  w i t h i n  t h e s e  e m b r y o s ,  b u t  t h e r e  i s  

l i t t l e  o r  n o  n u c l e a r  d i v i s i o n ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  f o r m a t i o n  

o f  a s m a l l  n u m b e r  o f  g i a n t  n u c l e i .  T h i s  c o n t r a s t s  w i t h  

t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  t h r e e  w i l d  t y p e  e m b r y o s  i n  F i g u r e

3 . 1 .  T h e s e  a r e  a t  d i v i s i o n  c y c l e s  9 ,  1 0 ,  a n d  13  a n d  

c o n t a i n  p r o g r e s s i v e l y  g r e a t e r  n u m b e r s  o f  n u c l e i  w i t h  a 

d i p l o i d  D N A  c o n t e n t ,  g n u  m aps  t o  t h e  l e f t  a rm  o f  t h e  

t h i r d  c h r o m o s o m e ,  j u s t  t o  t h e  l e f t  o f  t h r e a d , a t  map 

p o s i t i o n  4 2 . 5 ,  a n d  s e v e r a l  d e l e t i o n s  o f  s e g m e n t s  o f  

C h r o m o s o m e  3 t h a t  u n c o v e r  t h e  g n u  m u t a t i o n  h a v e  b e e n  

i d e n t i f i e d  ( s e e  C h a p t e r  5 ) .  E m b r y o s  f r o m  m o t h e r s  

h e t e r o z y g o u s  f o r  g n u  a n d  t h e s e  d e f i c i e n c i e s  e x h i b i t  t h e  

G N U  p h e n o t y p e .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  g n u  m u t a t i o n  

d e s c r i b e d  h e r e  p r o d u c e s  v e r y  l i t t l e  o r  n o  w i l d  t y p e  g e n e  

p r o d u c t  a n d  t h u s  c a n  be  c o n s i d e r e d  a n  e x t r e m e  g n u  a l l e l e .

I h a v e  f o l l o w e d  the d e v e l o p m e n t  of t h e  n u c l e i  in G N U  

e m b r y o s .  T e n  m i n u t e s  a f t e r  e g g  d e p o s i t i o n  a p p a r e n t l y
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Figure 3.1

N u c l e i  o f  W i l d  T y p e  a n d  G N U  E m b r y o s

E m b r y o s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s  ( S e c t i o n  2 . 8 ) ,  a n d  t h e i r  DNA s t a i n e d  w i t h  

H o e c h s t .  I n  t h i s  f i e l d  t h r e e  w i l d  t y p e  e m b r y o s  o f  s t a g e s  

9 ,  1 0 ,  a n d  13 w i t h  a p p r o x i m a t e l y  5 0 0 ,  1 0 0 0 ,  a n d  3000  

n u c l e i  a r e  l y i n g  a l o n g s i d e  tw o  GNU e m b r y o s  w i t h  g i a n t  

n u c l e i .



Figure 3.1



n o r m a l  m e i o t i c  p r o d u c t s ,  t h r e e  p o l a r  b o d i e s  a n d  t h e  f e m a l e  

p r o n u c l e u s  c a n  b e  s e e n ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  

( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h e r e  i s  a  c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n  o f  

t h e  m o r p h o l o g y  o f  t h e s e  h a p l o i d  n u c l e i  i n  b o t h  w i l d  t y p e  

a n d  GNU e m b r y o s ,  w h i c h  m a k e s  i t  d i f f i c u l t  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  t h e r e  a r e  a n y  m i n o r  a b n o r m a l i t i e s  i n  t h e  GNU 

e m b r y o s  a t  t h i s  s t a g e .  F i g u r e  3 .2  s h o w s  r e p r e s e n t a t i v e  

e m b r y o s  t h a t  h a v e  b e e n  a l l o w e d  t o  d e v e l o p  f o r  i n c r e a s i n g  

a m o u n t s  o f  t i m e  b e f o r e  f i x i n g  a n d  s t a i n i n g .  A t  2 5 - 4 0  

m i n u t e s  t h e  e m b r y o s  a r e  a l r e a d y  q u i t e  d i s t i n c t  f r o m  w i l d  

t y p e  e m b r y o s  ( F i g u r e  3 . 2 ;  p a n e l s  A & B ) ,  b e i n g  l a r g e r  a n d  

h a v i n g  a m o re  d i f f u s e  a p p e a r a n c e .  M o s t  e m b r y o s  h a v e  

b e t w e e n  o n e  a n d  t h r e e  n u c l e i  a n d  t h e  n u m b e r  o f  n u c l e i  p e r  

e m b r y o  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  i n c r e a s e  w i t h  t i m e :  i n s t e a d  t h e  

i t  s e e m s  t o  b e  s e t  a t  a n  e a r l y  s t a g e  a n d  t h o s e  n u c l e i  t h e n  

c o n t i n u e  t o  g r o w  w i t h o u t  f u r t h e r  d i v i s i o n  ( F i g u r e  3 .2 ;  

p a n e l s  C - F ) .  T h e  n u c l e i  d o  n o t  a p p e a r  t o  u n d e r g o  a 

s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  s i z e  a f t e r  8 h o u r s  ( F i g u r e  3 . 2 ;  

p a n e l  F ) ,  b y  w h i c h  s t a g e  i n  w i l d  t y p e  e m b r y o s  g a s t r u l a t i o n  

a n d  g e r m - b a n d  e l o n g a t i o n  h a v e  o c c u r r e d  w i t h  c o n s i d e r a b l e  

d i f f e r e n t i a t i o n  o f  g u t  a n d  n e u r a l  t i s s u e s .  B y  24 h o u r s  

t h e  g i a n t  n u c l e i  b e g i n  t o  b r e a k  down a n d  r e l e a s e  p i e c e s  o f  

c h r o m a t i n  t h r o u g h o u t  t h e  e m b r y o  ( F i g u r e  3 . 2 ;  p a n e l  H ) .  B y  

s t u d y i n g  t i m e  c o u r s e s  l i k e  t h e  o n e  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 2 ,  i t  

i s  c l e a r  t h a t  g i a n t  n u c l e i  a r e  f r e q u e n t l y  d e r i v e d  f r o m  t h e  

p o l a r  b o d i e s  o f  GNU e g g s ,  a s  w e l l  a s  f r o m  t h e  p r o n u c l e i .

I n  c o n t r a s t ,  t h e  p o l a r  b o d i e s  o f  w i l d  t y p e  e m b r y o s  n e v e r
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Figure 3.2

T h e  D e v e l o p m e n t  o f  G N U  E m b r y o s

E m b r y o s  w e r e  c o l l e c t e d  f o r  a p e r i o d  o f  15 m i n u t e s  a n d  

t h e n  a l l o w e d  t o  d e v e l o p  a t  2 5 ° C  u n t i l  t h e y  r e a c h e d  3 0 - 4 5  

m i n u t e s ,  p a n e l  B; 6 0 - 7 5  m i n u t e s ,  p a n e l  C ;  9 0 - 1 0 5  m i n u t e s ,  

p a n e l  D; 1 2 0 - 1 3 5  m i n u t e s ,  p a n e l  E ;  8 h o u r s ,  p a n e l  F ;  16 

h o u r s ,  p a n e l  G? a n d  24 h o u r s ,  p a n e l  H. T h e y  w e r e  t h e n  

f i x e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  H o e c h s t .  A r e p r e s e n t a t i v e  e m b r y o  

f r o m  e a c h  a g e  g r o u p  i s  s h o w n .  P a n e l s  B - H  a r e  a t  t h e  same  

m a g n i f i c a t i o n ,  a n d  t h e  b a r  i n  p a n e l  r e p r e s e n t s  80pm.

P a n e l  A i s  a h i g h  p o w e r  v i e w  o f  t h e  n u c l e u s  w h i c h  i s  

i n d i c a t e d  by  an  a r r o w  i n  p a n e l  B, w i t h  t h e  b a r  

r e p r e s e n t i n g  20pm .



F i gur e  3.2
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r e p l i c a t e ,  a n d  c a n  o f t e n  s t i l l  b e  s e e n  i n  t h e i r  o r i g i n a l  

h a p l o i d  f o r m  a f t e r  many  r o u n d s  o f  c l e a v a g e  h a v e  o c c u r r e d  

( S o n n e n b l i c k ,  1 9 5 0 ) .  T h i s  p h e n o m e n o n  i s  e x a m i n e d  i n  m o re  

d e t a i l  i n  C h a p t e r  4 .  E x a m i n a t i o n  o f  a s i m i l a r  s e r i e s  o f  

GNU e m b r y o s  b y  p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p y  h a s  s h ew n  t h a t  

t h e  p o l e  c e l l  b u d s  n e v e r  f o r m  ( a s  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  

o c c u r s  a t  c y c l e  10 o f  w i l d  t y p e  e m b r y o s ) ,  a n d  t h a t  t h e r e  

i s  no  c e l l u l a r i s a t i o n  o f  t h e  e m b r y o  a s  w o u l d  o c c u r  a t  

c y c l e  14 i n  w i l d  t y p e  e m b r y o s .  T h e  o b s e r v a t i o n s  t h a t  h a v e  

b e e n  d e s c r i b e d  s u g g e s t  t h a t  w h i l e  n u c l e a r  d i v i s i o n  i s  

a l m o s t  c o m p l e t e l y  a b s e n t  i n  GNU e m b r y o s ,  DNA r e p l i c a t i o n  

o c c u r s  i n  a r e l a t i v e l y  u n r e g u l a t e d  m a n n e r ,  l e a d i n g  t o  t h e  

f o r m a t i o n  o f  g i a n t  n u c l e i  d e r i v e d  f r o m  t h e  p r o n u c l e i  a n d  

p o l a r  b o d i e s .

3 . 3  T h e  G i a n t  N u c l e i  H a v e E n v e l o p e s  C o n t a i n i n g  L a m in

T h e  l a m i n s  a r e  a  g r o u p  o f  p r o t e i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

n u c l e a r  m e m b ran e  o f  e u k a r y o t i c  c e l l s .  T h e  s t a i n i n g  g i v e n  

b y  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  a g a i n s t  n u c l e a r  l a m i n s  i n  w i l d  t y p e  

D r o s o p h i l a  e m b r y o s  h a s  b e e n  e x a m i n e d  by  F u c h s  e t  a l .

( 1 9 8 3 ) .  T h e s e  a n t i b o d i e s  s t a i n  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e  

s t r o n g l y  a t  i n t e r p h a s e .  A t  m e t a p h a s e ,  s t a i n i n g  b y  a n t i -  

l a m i n  a n t i b o d i e s  i s  g r e a t l y  r e d u c e d  a n d  t h e  a n t i g e n  

a p p e a r s  t o  be  d i s p e r s e d .  T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  g i a n t  

n u c l e i  i n  GNU e m b r y o s  a r e  s u r r o u n d e d  b y  e n v e l o p e  p r o t e i n s
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w i t h  s i m i l a r  c h a r a c t e r i s t i c s ,  I  s t a i n e d  t h e m  w i t h  a n  

a n t i b o d y  t h a t  r e c o g n i s e s  D r o s o p h i l a  n u c l e a r  l a m i n  ( T 4 7 ,  H. 

S a u m w e b e r ,  p e r s .  comm.) .  T h e  s t a i n i n g  p a t t e r n  o b t a i n e d  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  g i a n t  n u c l e i  a r e  e n v e l o p e d  b y  a l a m i n -  

c o n t a i n i n g  m e m b ra n e  ( F i g u r e  3 . 3 ) .  I t  s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  

n o t  a l l  t h e  n u c l e i  d o  s t a i n  w i t h  a n t i - l a m i n  ( c o m p a r e  t h e  

DNA a n d  l a m i n  s t a i n i n g  i n  F i g u r e  3 . 3 a ) ,  a l t h o u g h  i t  i s  n o t  

p o s s i b l e  t o  s a y  w h e t h e r  t h i s  i s  d u e  t o  t h e  a b s e n c e  o f  a 

n u c l e a r  e n v e l o p e  a r o u n d  some  g i a n t  n u c l e i ,  o r  w h e t h e r  t h e  

e n v e l o p e  r e m a i n s  b u t  t h e  a n t i g e n  r e c o g n i s e d  b y  T 47  i s  

a b s e n t  o r  m o d i f i e d .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  v a r i a t i o n  may be  

an  a r t e f a c t  o f  s t a i n i n g  o r  f i x i n g ,  a l t h o u g h  t h i s  s e e m s  

r a t h e r  u n l i k e l y  s i n c e  i t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  w h i l e  

s t a i n i n g  e f f i c i e n c y  o f  m o s t  a n t i b o d i e s  v a r i e s  b e t w e e n  

e m b r y o s ,  i t  i s  u s u a l l y  c o n s i s t e n t  w i t h i n  a n  e m b r y o  ( d a t a  

n o t  s h o w n ) .

3 . 4  C e n t r o s o m e s  C o n t i n u e  I n d e p e n d e n t  R e p l i c a t i o n  a n d  

D i v i s i o n

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  n u c l e a r  d i v i s i o n  c y c l e ,  c y c l i c a l  

m i t o t i c  a c t i v i t i e s  o c c u r  w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  n o r m a l  

c e l l s ,  o n e  o f  w h i c h  i s  t h e  d i v i s i o n  o f  t h e  c e n t r o s o m e  a n d  

t h e  s u b s e q u e n t  m o v e m e n t  o f  t h e  d a u g h t e r  c e n t r o s o m e s  t o  t h e  

p o l e  p o s i t i o n s  o f  w h a t  w i l l  b e c o m e  t h e  m i t o t i c  s p i n d l e .

I n  f e r t i l i z e d  s e a  u r c h i n  e g g s  o n e  r o u n d  o f  c e n t r o s o m a l  

d i v i s i o n  c a n  be i n d u c e d  i n d e p e n d e n t l y  o f  n u c l e a r  d i v i s i o n
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Figure 3.3

T h e  N u c l e a r  L a m i n  S t a i n i n g  o f  G N O  E m b r y o s

GNU e m b r y o s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  a n  a n t i b o d y  a g a i n s t  

D r o s o p h i l a  n u c l e a r  l a m i n ,  T 4 7 ,  a n d  t h e n  w i t h  r h o d a m i n e  

c o n j u g a t e d  a n t i - m o u s e  I g G ,  a n d  H o e c h s t  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s ) .  P a n e l  ' a '  s h o w s  a GNU e m b r y o  c o n t a i n i n g  t h r e e  

g i a n t  n u c l e i ;  i t  c a n  be s e e n  t h a t  tw o  o f  t h e s e  a r e  

s u r r o u n d e d  by  a  m e m b r a n e - 1 i k e  s t r u c t u r e  t h a t  i s  s t a i n e d  

by  T 4 7 ,  w h e r e a s  t h e  t o p  n u c l e u s  i n  t h e  e m b r y o  s h o w s  no  T 47  

s t a i n i n g .  P a n e l  ' b '  i s  a h i g h e r  m a g n i f i c a t i o n  v i e w  o f  

a n o t h e r  g i a n t  n u c l e u s .  T h e  b a r  i n  P a n e l  ' a '  r e p r e s e n t s

8 0 p m ,  a n d  t h a t  i n  ' b ' ,  2 0p m .
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u n d e r  c e r t a i n  c o n d i t i o n s  ( M a z i a  e t  a l . ,  1 9 6 0 ) .  T h e  

e x t r e m e  d i s r u p t i o n  o f  n u c l e a r  d i v i s i o n  i n  GNU e m b r y o s  

r a i s e s  q u e s t i o n s  a b o u t  t h e  p r e s e n c e ,  a n d  d i s t r i b u t i o n ,  o f  

c e n t r o s o m e s  a n d  r e l a t e d  c o m p o n e n t s  o f  t h e  n o r m a l  m i t o t i c  

c y c l e .  T h e  a n t i b o d y  B x 6 3 ,  w h i c h  r e c o g n i s e s  D r o s o p h i l a  

c e n t r o s o m e s  ( F r a s c h  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) ,  h a s  b e e n  u s e d  t o  

d i s c o v e r  w h e t h e r  GNU e m b r y o s  h a v e  a n y  r e c o g n i s a b l e  

c e n t r o s o m e s .  A d e t a i l e d  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  s t a i n i n g  o f  

w i l d  t y p e  e m b r y o s  w i t h  t h i s  a n t i b o d y  h a s  b e e n  g i v e n  by  

F r a s c h  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) .  B r i e f l y ,  t h e r e  a r e  tw o  c o m p o n e n t s  

t o  t h e  s t a i n i n g  p a t t e r n :  c e n t r o s o m e s  a r e  s t a i n e d  s t r o n g l y ,  

a n d  t h e r e  i s  a l s o  a w e a k e r  n u c l e a r  s t a i n i n g  t h a t  p e r s i s t s  

i n t o  m e t a p h a s e  a n d  a n a p h a s e  i n  a n  a r e a  o v e r  t h e  s p i n d l e .  

T h e  u p p e r  p a n e l  o f  F i g u r e  3 . 4  s h o w s  a f i e l d  o f  n u c l e i  i n  

l a t e  a n a p h a s e  i n  t h e  c o r t e x  o f  a  b l a s t o d e r m  e m b r y o  o f  w i l d  

t y p e  D r o s o p h i l a? c e n t r o s o m e  s t a i n i n g  i s  s e e n  a s  d i s t i n c t  

d o t s  a t  t h e  s p i n d l e  p o l e s .

A s  t h e r e  h a s  b e e n  no  r e p o r t  o f  a n y t h i n g  o t h e r  t h a n  

v e r y  l i m i t e d  i n d e p e n d e n t  c e n t r o s o m a l  r e p l i c a t i o n ,  i t  was  

s u r p r i s i n g  t o  f i n d  t h a t  GNU e m b r y o s  d o  c o n t a i n  c e n t r o s o m e s  

t h a t  a r e  a p p a r e n t l y  c o m p l e t e l y  d i s s o c i a t e d  f r o m  t h e  

n u c l e i .  S i n c e  e g g s  t h a t  h a v e  b e e n  r e c e n t l y  l a i d  c o n t a i n  

n o  v i s i b l e  c e n t r o s o m e s ,  t h e i r  p r e s e n c e  i n  GNU e m b r y o s  

i m p l i e s  t h a t  c e n t r o s o m e s  c o n t i n u e  t o  r e p l i c a t e  a n d  m i g r a t e  

t o  t h e  c o r t e x  i n  a m a n n e r  u n a f f e c t e d  b y  t h e  a b s e n c e  o f  

n u c l e a r  d i v i s i o n .  T h e i r  d i s t r i b u t i o n  v a r i e s  b e t w e e n  

e m b r y o s  a n d  b e t w e e n  a r e a s  w i t h i n  t h e  same e m b r y o .  I n  some
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F i g u r e  3.4

C e n t r o s o m e  S t a i n i n g  o f  W i l d  T y p e  a n d  GNU E m b r y o s

W i l d  t y p e  (WT) a n d  GNU ( a - c )  e m b r y o s  w e r e  i n c u b a t e d  

w i t h  an  a n t i b o d y  d i r e c t e d  a g a i n s t  c e n t r o s o m e s ,  B x 6 3 ,  a n d  

t h e n  w i t h  r h o d a m i n e  c o n j u g a t e d  a n t i - m o u s e  I g G ,  a n d  H o e c h s t  

( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .  T h e  u p p e r  p a n e l  (WT) s h o w s  a 

f i e l d  o f  a n a p h a s e  c h r o m o s o m e s  f r o m  a w i l d  t y p e  e m b r y o  i n  

w h i c h  c e n t r o s o m e s  a r e  f o u n d  a t  t h e  s p i n d l e  p o l e s .  T h e  

p o l e s  o f  o n e  a n a p h a s e  f i g u r e  a n d  t h e i r  c o r r e s p o n d i n g  

c e n t r o s o m e s  a r e  i n d i c a t e d  b y  a r r o w s .  I n  GNU e m b r y o s  t h e r e  

i s  no  c o r r e s p o n d e n c e  b e t w e e n  t h e  p o s i t i o n s  o f  c e n t r o s o m e s  

a n d  n u c l e i .  Weak n u c l e a r  s t a i n i n g  i s  a l s o  s o m e t i m e s  

a p p a r e n t  w i t h  t h e  B x63  a n t i b o d y  ( p a n e l  ' c ' ) .  T h e  b a r s  

r e p r e s e n t  20[jm.
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DNA Bx63
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r e g i o n s  t h e y  f o r m  a r a t h e r  r e g u l a r  a r r a y  j u s t  b e l o w  t h e  

s u r f a c e  o f  t h e  e m b r y o  ( s e e  F i g u r e  3 . 4 a ) .  T h e y  o f t e n  f o r m  

c l u s t e r s ,  r a n g i n g  i n  n u m b e r  f r o m  3 o r  4 t o  m o r e  t h a n  20 ,  

w h i c h  a r e  f r e q u e n t l y ,  b u t  n o t  e x c l u s i v e l y ,  i n  t h e  

p r o x i m i t y  o f  a  g i a n t  n u c l e u s  ( F i g u r e s  3 . 4 b  a n d  3 . 4 c ) .  I n  

some e m b r y o s  a w e a k  s t a i n i n g  o v e r  g i a n t  n u c l e i  i s  a l s o  

f o u n d  w i t h  B x 6 3  ( F i g u r e  3 . 4 c ) .  B e c a u s e  e m b r y o s  a r e  r a t h e r  

l a r g e  a n d  o p a q u e  s t r u c t u r e s ,  t h e  c e n t r o s o m e s  a r e  m o s t  

e a s i l y  s e e n  c l o s e  t o  t h e  s u r f a c e .  H o w e v e r ,  i n  a f e w  c a s e s  

i n  w h i c h  t h e  e m b r y o s  h a v e  b e e n  d a m a g e d ,  c e n t r o s o m e s  may be 

s e e n  d e e p e r  w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m .

3 .5  T h e  D i s t r i b u t i o n  o f  Mi c r o t u b u l e s  i n  GNU e m b r y o s

M i c r o t u b u l e s  a r e  n u c l e a t e d  b y  c e n t r o s o m e s  i n t o  a s t e r s ,  

a n d  d u r i n g  m e t a p h a s e  b e com e  a t t a c h e d  t o  t h e  k i n e t o c h o r e s  

o f  c h r o m o s o m e s  on  t h e  m e t a p h a s e  p l a t e  t o  f o r m  t h e  m i t o t i c  

s p i n d l e ;  t h e y  a r e  t h u s  a  c r u c i a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  m i t o t i c  

a p p a r a t u s .  F i g u r e  3 .5  s h o w s  t h e  s t a i n i n g  o f  w i l d  t y p e  a n d  

GNU e m b r y o s  w i t h  a n  a n t i b o d y  a g a i n s t  D r o s o p h i l a  t u b u l i n ,  

B x6 9  ( F r a s c h ,  1 9 8 5 ) .  M i c r o t u b u l e s  a r e  f a i r l y  l a b i l e  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  f o r m a l d e h y d e ,  i n  w h i c h  t h e s e  e m b r y o s  a r e  

f i x e d ,  b u t  n e v e r t h e l e s s  t h e  m e t a p h a s e  s p i n d l e s  a r e  

p r e s e r v e d  a n d  s t a i n e d  i n  t h e  w i l d  t y p e  e m b r y o  ( F i g u r e  3 .5 ,  

WT). I n  GNU e m b r y o s  tw o  f o r m s  o f  s t a i n i n g  w e r e  o b s e r v e d .  

F i g u r e  3 .5 a  s h o w s  a r a t h e r  w e a k  s t a i n i n g  t h a t  l i e s  o v e r  a 

g i a n t  n u c l e u s ,  w h e r e a s  5b  s h o w s  t h e  s t a i n i n g  o f  an
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F i g u r e  3 .5

T u b u l i n  S t a i n i n g  o f  W i l d  T y p e  a n d  GNO E m b r y o s  W i t h o u t

T a x o l

W i l d  t y p e  (WT) a n d  GNU (a  a n d  b) e m b r y o s  w e r e  i n c u b a t e d  

w i t h  B x 6 9 ,  a n  a n t i b o d y  a g a i n s t  D r o s o p h i l a  t u b u l i n ,  t h e n  

w i t h  r h o d a m i n e  c o n j u g a t e d  a n t i - m o u s e  I g G ,  a n d  H o e c h s t  ( s e e  

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .  I n  t h e  w i l d  t y p e  e m b r y o  s p i n d l e  

m i c r o t u b u l e s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  s e t  o f  m e t a p h a s e  

c h r o m o s o m e s .  I n  p a n e l  ' a '  w e a k  a n t i - t u b u l i n  s t a i n i n g  i s  

a p p a r e n t  o v e r  a g i a n t  n u c l e u s .  I n  p a n e l  ' b '  a s i n g l e  

s p i n d l e  c a n  be s e e n  t o  l i e  o v e r  a s m a l l  p i e c e  o f  c h r o m a t i n  

i n  a l a t e  GNU e m b r y o .  T h e  b a r s  r e p r e s e n t  20pm i n  p a n e l s  

'W T '  a n d  ' a ' ,  a n d  12pm i n  p a n e l  ' b ' .
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a p p a r e n t l y  n o r m a l  s p i n d l e .  S p i n d l e s  l i k e  t h i s  a r e  r a t h e r  

r a r e ,  b u t  w hen  f o u n d ,  a r e  i n v a r i a b l y  a s s o c i a t e d  w i t h  s m a l l  

p i e c e s  o f  c h r o m a t i n  r e l e a s e d  f r o m  t h e  b r e a k d o w n  o f  a g i a n t  

n u c l e u s ,  o f  t h e  t y p e  s h o w n  i n  F i g u r e  3 .2H .  T h e  p r e s e n c e  

o f  s p i n d l e s  w i t h  a p p a r e n t l y  n o r m a l  m o r p h o l o g y  s u g g e s t s  

t h a t  t h e r e  i s  no  m a j o r  a b n o r m a l i t y  o f  t h e  s p i n d l e  

c o m p o n e n t s  c a u s e d  b y  t h e  g n u  m u t a t i o n .

T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  m i c r o t u b u l e s  b y  i n d i r e c t  

i m m u n o f l u o r e s c e n c e  a f t e r  a v e r y  b r i e f  e x p o s u r e  t o  t a x o l ,  a 

m i c r o t u b u l e  s t a b i l i s i n g  t o x i n  (W a n i  e t  a l .  1 9 7 1 ) ,  h a s  a l s o  

b e e n  e x a m i n e d .  T h e  p a t t e r n  o f  m i c r o t u b u l e s  t h r o u g h o u t  

m i t o s i s ,  u n d e r  t h e s e  f i x a t i o n  c o n d i t i o n s  h a s  b e e n  

d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  b y  K a r r  a n d  A l b e r t s  ( 1 9 8 6 ) .  I  was  

a b l e  t o  r e p e a t  t h e i r  o b s e r v a t i o n s ,  a n d  i n  F i g u r e  3 .6  s h ow  

j u s t  t w o  s t a g e s  o f  m i t o s i s  i n  t h e  c o r t e x  o f  t h e  w i l d  t y p e  

e m b r y o .  A t  a n a p h a s e  t h e r e  a r e  s p i n d l e s  w i t h  s m a l l  a s t e r s  

a l s o  g r o w i n g  f r o m  t h e  c e n t r o s o m e s  ( F i g u r e  3 . 6 a ) ,  a n d  a t  

i n t e r p h a s e  we o b s e r v e  a s i n g l e  a s t e r  p e r  n u c l e u s  ( F i g u r e  

3 . 6 b ) .  I n  t a x o l  t r e a t e d  GNU e m b r y o s  a  v a r i e t y  o f  

m i c r o t u b u l e  s t a i n i n g  p a t t e r n s  a r e  s e e n .  I n  e a r l y  e m b r y o s  

( t h o s e  w i t h  s m a l l  n u c l e i )  a  c o r t i c a l  l a y e r  o f  t u b u l i n  w i t h  

t h e  a p p e a r a n c e  o f  a f i n e  n e t w o r k  i s  s t a i n e d  ( d a t a  n o t  

s h o w n ) ;  t h i s  i s  s i m i l a r  t o  t h e  c o r t i c a l  s t a i n i n g  o f  e a r l y  

w i l d  t y p e  e m b r y o s  ( K a r r  a n d  A l b e r t s ,  1 9 8 6 ) .  L a t e r  GNU 

e m b r y o s  s h o w  s t r u c t u r e s  t h a t  a r e  l i k e  a s t e r s  e x c e p t  t h a t  

t h e y  g r o w  t o  be  v e r y  l a r g e  ( F i g u r e  3 . 7 ) :  F i g u r e  3 .7 b  s h o w s  

o n e  a s t e r  t h a t  i s  a b o u t  t w e n t y  t i m e s  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e
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T u b u l i n  S t a i n i n g  o f  W i l d  T y p e  E m b r y o s  F i x e d  in t h e  P r e s e n c e  o f

T a x o l

E m b r y o s  w e r e  f i x e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 5 p M  t a x o l  ( s e e  

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ,  S e c t i o n  2 . 8 ) ,  a n d  w e r e  t h e n  im m u n o -  

s t a i n e d  w i t h  B x 6 9  a s  i n  F i g u r e  3 .5 .  Two p h a s e s  o f  t h e  

m i t o t i c  c y c l e  a r e  s h ow n .  P a n e l  ' a '  s h o w s  a n a p h a s e  

c h r o m o s o m e s  w i t h  c o r r e s p o n d i n g  s p i n d l e s ,  a n d  s m a l l  a s t e r s  

t h a t  p r o j e c t  f r o m  t h e  c e n t r o s o m e s  i n  t h e  o p p o s i t e  

d i r e c t i o n  f r o m  t h e  s p i n d l e s .  P a n e l  ' b '  s h o w s  i n t e r p h a s e  

n u c l e i ,  e a c h  a s s o c i a t e d  w i t h  a s i n g l e  a s t e r .  T h e  b a r s

r e p r e s e n t  20pm.
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w i l d  t y p e  i n t e r p h a s e  a s t e r s  i n  F i g u r e  3 . 6 b .  T h e s e  a s t e r s  

i n v a r i a b l y  o c c u r  n e a r  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  e m b r y o ,  a n d  t h e i r  

d i s t r i b u t i o n  a p p e a r s  t o  be  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  l o c a t i o n  o f  

g i a n t  n u c l e i .  When t h e  g i a n t  n u c l e i  b e g i n  t o  b r e a k  down 

tw o  new t y p e s  o f  s t a i n i n g  a p p e a r .  F i g u r e  3 . 7 c  s h o w s  t h e  

p r e s e n c e  o f  s p i n d l e - l i k e  s t r u c t u r e s  ( m a r k e d  w i t h  a r r o w s )  

w h i c h  a r e  f r e q u e n t l y  f o u n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t a x o l .  T h e y  

a r e  f o r m e d  o v e r  s m a l l  p i e c e s  o f  c h r o m a t i n  a n d  c o r r e s p o n d  

t o  t h e  s t r u c t u r e s  t h a t  w e r e  o b s e r v e d  i n  e m b r y o s  t h a t  h a d  

n o t  b e e n  t r e a t e d  w i t h  t a x o l  ( F i g u r e  3 . 5 b ) .  F i n a l l y ,

F i g u r e  3 .7 d  s h o w s  t h e  i r r e g u l a r  mesh  o f  m i c r o t u b u l e s  t h a t  

c a n  o f t e n  b e  f o u n d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  o l d  e m b r y o s  w h o s e  

n u c l e i  a r e  b r e a k i n g  down

3 . 6  T h e  A s t e r s  i n  GNU E m b r y o s  A r e  N u c l e a t e d  b y  

C e n t r o s o m e s

In o r d e r  to t r y  a n d  u n d e r s t a n d  t h e  u n u s u a l  d i s t r i b u t i o n  

of m i c r o t u b u l e s  f o u n d  in G N U  e m b r y o s  I w a s  i n t e r e s t e d  to 

d i s c o v e r  w h e t h e r  c e n t r o s o m e s  in G N U  e m b r y o s  a r e  a b l e  to 

n u c l e a t e  m i c r o t u b u l e s  i n t o  a s t e r s  a s  in w i l d  t y p e  e m b r y o s .  

U s i n g  w e l l  c h a r a c t e r i s e d  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  t u b u l i n ,

Y L 1 / 2 ,  a n d  a g a i n s t  c e n t r o s o m e s ,  B x 6 3  ( F r a s c h  e t  a l . ,

1 9 8 6 ) ,  I  s t a i n e d  b o t h  s e t s  o f  s t r u c t u r e s  s i m u l t a n e o u s l y  b y  

i n d i r e c t  i m m u n o f l u o r e s c e n c e .  F i g u r e  3.8 s h o w s  tw o  f i e l d s ,  

o n e  o f  w h i c h  c o n t a i n s  t h r e e  c e n t r o s o m e s  i n  a f i e l d  i n  

w h i c h  t h e r e  a r e  no  n u c l e i ,  t h e  o t h e r  s h o w i n g  many
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F i g u r e  3.7

T u b u l i n  S t a i n i n g  o f  G N U  E m b r y o s  F i x e d  in t h e  P r e s e n c e  of

T a x o l

E m b r y o s  w e r e  f i x e d  a n d  s t a i n e d  a s  i n  F i g u r e  3 .6 .  The  

p l a n e  o f  f o c u s  i s  j u s t  b e l o w  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  e m b r y o  i n  

e a c h  c a s e .  I n  p a n e l  ' a '  a s t e r s  c a n  b e  s e e n  i n  a r e g i o n  

w h e r e  t h e r e  i s  no  g i a n t  n u c l e u s .  P a n e l  ' b '  s h o w s  a l a r g e  

a s t e r  w i t h  a g i a n t  n u c l e u s  l y i n g  u n d e r  i t .  I n  p a n e l  ' c '  

t h e  g i a n t  n u c l e u s  o f  a n  e m b r y o  i s  b r e a k i n g  d o w n ,  a n d  tw o  

s p i n d l e s  ( i n d i c a t e d  b y  a r r o w s )  c a n  b e  s e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  

s m a l l  d i s c r e t e  p i e c e s  o f  c h r o m a t i n .  P a n e l  ' d '  s h o w s  

a n o t h e r  o l d  e m b r y o  w i t h  a d i s i n t e g r a t i n g  n u c l e u s ,  i n  w h i c h  

t h e r e  i s  an  i r r e g u l a r  n e t w o r k  o f  m i c r o t u b u l e s .  B a r s  

r e p r e s e n t  20^m.
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Tubulin

67



c e n t r o s o m e s  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  a g i a n t  n u c l e u s .  I n  a l l  

c a s e s  a c e n t r o s o m e  i s  s e e n  a t  t h e  c e n t r e  o f  e a c h  a s t e r ,  

h o w e v e r  l a r g e .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  c e n t r o s o m e s  c a n  

n u c l e a t e  m i c r o t u b u l e s  i n  GNU e m b r y o s ,  s o  t h e  s t r u c t u r e s  

s e e n  a r e  g e n u i n e l y  a n a l a g o u s  t o  a s t e r s  a n d  n o t  s p u r i o u s  

m i c r o t u b u l e  a r r a y s .  I n t e r e s t i n g l y ,  l a r g e  c l u s t e r s  o f  

c e n t r o s o m e s  a p p e a r  u n a b l e  t o  n u c l e a t e  m i c r o t u b u l e s  

e f f e c t i v e l y  ( F i g u r e  3 . 8 b ) .

3 . 7  T h e  D i s t r i b u t i o n  o f  C o r t i c a 1 A c t i n

T h e  s u r f a c e  o f  t h e  e a r l y  w i l d  t y p e  D r o s o p h i l a  e m b r y o  

e x h i b i t s  a c h a r a c t e r i s t i c  p a t t e r n  o f  a c t i n  r i c h  ' c a p s '  

w h i c h  d i v i d e  r o u g h l y  i n  u n i s o n  w i t h  t h e  u n d e r l y i n g  n u c l e i  

(W a rn  a n d  M a g c a t h ,  1 9 8 2 ;  W a rn  e t  a l . ,  1985"; K a r r  a n d  

A l b e r t s ,  1 9 8 6 ) .  C o n s e q u e n t l y  t h e r e  i s  a c l o s e  a s s o c i a t i o n  

b e t w e e n  t h e  c e n t r o s o m e s  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  n u c l e u s  a n d  

t h e  a c t i n  c a p  a l s o  a s s o c i a t e d  w i t h  t h a t  n u c l e u s .  D u r i n g  

t h e  l a s t  tw o  o r  t h r e e  d i v i s i o n s  o f  t h e  s y n c y t i a l  

b l a s t o d e r m ,  t h e s e  c a p s  o f  a c t i n  a r e  c l o s e l y  a b u t t e d ,  t h u s  

g i v i n g  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a c t i n - r i c h  f u r r o w s  b e t w e e n  e a c h  

n u c l e u s .  F i g u r e  3 .9a  s h o w s  s u c h  a w i l d  t y p e  e m b r y o  w i t h  

t h e  p o l e  c e l l s  i n  t h e  b o t t o m  r i g h t - h a n d  c o r n e r .  T h e  

u n u s u a l  p a t t e r n  o f  s t a i n i n g  o b s e r v e d  i n  GNU e m b r y o s  i s  

s how n  i n  F i g u r e  3 . 9 b .  T h e  s u r f a c e  o f  l a t e  e m b r y o s  i s  

c o v e r e d  w i t h  an  i r r e g u l a r  a r r a y  o f  a c t i n - s p a r s e  h o l e s  i n  a 

b a c k g r o u n d  o f  c o r t i c a l  a c t i n  s t a i n i n g .  E a r l y  GNU e m b r y o s ,
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F i g u r e  3 .8

D o u b l e  I m m u n o s t a i n i n g  o f  GNU E m b r y o s  w i t h  A n t i - T u b u l i n  

a n d  A n t i - C e n t r o s o m e  A n t i b o d i e s

E m b r y o s  w e r e  i n c u b a t e d  s e q u e n t i a l l y  w i t h  B x 6 3  a n t i b o d y  

(m o u se  a n t i - c e n t r o s o m e ) ; t h e n  w i t h  r h o d a m i n e  c o n j u g a t e d  

a n t i - m o u s e  I g G ;  t h e n  w i t h  Y L l / 2  ( r a t  a n t i - t u b u l i n ) ;  t h e n  

w i t h  f l u o r o s c e i n  c o n j u g a t e d  a n t i - r a t  I g ,  a n d  f i n a l l y  w i t h  

H o e c h s t  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .  P a n e l  ' a 1 s h o w s  

t h r e e  l a r g e  a s t e r s  n u c l e a t e d  b y  s i n g l e  c e n t r o s o m e s .  P a n e l  

' b '  s h o w s  a f i e l d  o f  c e n t r o s o m e s  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  a 

g i a n t  n u c l e u s .  A s t e r s  o f  m i c r o t u b u l e s  r a d i a t e  f r o m  t h e  

w e l l  s e p a r a t e d  c e n t r o s o m e s ,  w h e r e a s  t h e  c l u s t e r  o f  

c e n t r o s o m e s  a p p e a r s  n o t  t o  n u c l e a t e  m i c r o t u b u l e s  

e f f i c i e n t l y .  B a r s  r e p r e s e n t  10pm.
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on t h e  o t h e r  hand, s h o w  c o n t i n u o u s  c o r t i c a l  a c t i n  s t a i n i n g  

m u c h  l i k e  e a r l y  w i l d  t y p e  e m b r y o s  (data n o t  shown). T h i s  

n e t w o r k  of h o l e s  in t h e  s u r f a c e  a c t i n  d o e s  n o t  c o r r e s p o n d  

t o  a n y  t y p e  of a c t i n  s t a i n i n g  in t h e  w i l d  t y p e  e m b r y o ,  so 

i t s  c a u s e  is n o t  o b v i o u s .  H o w e v e r  it is c l e a r  t h a t  t h e  

s u r f a c e  a c t i n  d i s t r i b u t i o n  in G N U  e m b r y o s  d o e s  c h a n g e  w i t h  

time, in t h e  a b s e n c e  of n u c l e a r  d i v i s i o n .

D o u b l e - l a b e l  i n d i r e c t  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  to m o n i t o r  the 

d i s t r i b u t i o n  of b o t h  c e n t r o s o m e s  a n d  a c t i n  h a s  a l s o  b e e n 

c a r r i e d  out. Thes«- d a t a  (not s h o w n )  d e m o n s t r a t e  t h a t  

t h e r e  is no c o r r e s p o n d e n c e  b e t w e e n  the d i s t r i b u t i o n  of 

a c t i n  h o l e s  a n d  the p o s i t i o n s  of c e n t r o s o m e s  in G N U  

e m b r y o s .

3 . 8  g n u  H a s  No D e t e c t a b l e  Z y g o t i c  E f f e c t s

H o m o z y g o u s  g n u  p r o g e n y  o f  h e t e r o z y g o u s  f e m a l e s  a r e  

a p p a r e n t l y  q u i t e  h e a l t h y  a n d  h a v e  n o  o b v i o u s  

a b n o r m a l i t i e s .  I f  t h e  g n u  g e n e  p a r t i c i p a t e s  i n  a p r o c e s s  

e s s e n t i a l  t o  a l l  m i t o s i s ,  m i t o t i c  d e f e c t s  m i g h t  be  

e x p e c t e d  i n  t h e s e  h o m o z y g o t e s .  An  e a s y  w ay  o f  l o o k i n g  f o r  

s u c h  d e f e c t s  i n  t h e s e  i n d i v i d u a l s  i s  t o  p r e p a r e  

c y t o l o g i c a l  s q u a s h e s  o f  t h e  l a r v a l  b r a i n s  w h i c h  a r e  o n e  o f  

t h e  f e w  l a r v a l  t i s s u e s  t o  g r o w  b y  d i p l o i d  c e l l  d i v i s i o n .  

F i g u r e  3 .1 0  s h o w s  t h r e e  e x a m p l e s  e a c h  o f  w i l d  t y p e  

n e u r o b l a s t  s q u a s h e s  a n d  s q u a s h e s  f r o m  l a r v a e  h o m o z y g o u s  

f o r  t h e  g n u  m u t a t i o n .  T h e  f r e q u e n c y  o f  m e t a p h a s e s  h a s
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F i g u r e  3.9

A c t i n  S t a i n i n g  o f  W i l d  T y p e  a n d  GNU E m b r y o s

E m b r y o s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  a n  a n t i b o d y  a g a i n s t  a c t i n ,  

t h e n  w i t h  r h o d a m i n e  c o n j u g a t e d  a n t i - m o u s e  IgG, a n d  f i n a l l y  

w i t h  H o e c h s t  (see M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .  P a n e l  'a' s h o w s  

t h e  p o s t e r i o r  e n d  of a w i l d  t y p e  b l a s t o d e r m  e m b r y o .  T h e  

a c t i n  c a p s  a r e  c l o s e l y  a b u t t e d ,  g i v i n g  a c t i n  r i c h  f u r r o w s  

b e t w e e n  e a c h  n u c l e u s .  P a n e l  'b' s h o w s  t h e  a n t i - a c t i n  

s t a i n i n g  p a t t e r n  of G N U  e m b r y o s .  A c o r t i c a l  l a y e r  of 

a c t i n  is seen, in w h i c h  t h e r e  is a r a t h e r  i r r e g u l a r  

n e t w o r k  of a c t i n - s p a r s e  h o l e s .  T h e  a c t i n  s t a i n i n g  p a t t e r n  

is n o t  a l t e r e d  in t h e  v i c i n i t y  o f  a g i a n t  n u c l e u s .  T h e  

b a r s  r e p r e s e n t  20pm.
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b e e n  e s t i m a t e d  t o  be  n o r m a l ,  a n d  no  o b v i o u s  c y t o l o g i c a l  

d e f e c t s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d .  H o w e v e r ,  s i n c e  i t  i s  n o t  

f e a s i b l e  t o  s t u d y  m i t o s i s  i n  a l l  t i s s u e s ,  t h e  p o s s i b i l i t y  

t h a t  t h e  g n u  m u t a t i o n  d o e s  c a u s e  some  m i n o r  m i t o t i c  

d e f e c t s  i n  h o m o z y g o u s  f l i e s  c a n n o t  b e  r u l e d  o u t .  

N e v e r t h e l e s s ,  i t  d o e s  seem  t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  g n u  a r e  

l a r g e l y ,  i f  n o t  c o m p l e t e l y ,  l i m i t e d  t o  e a r l y  

e m b r y o g e n e s i s .
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F i g u r e  3 . 1 0

L a r v a l  N e u r o b l a s t  M e t a p h a s e  C h r o m o s o m e s  o f  W i l d  T y p e  a n d

g n u / g n u  L a r v a e

L a r v a l  n e u r o b l a s t  s q u a s h e s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  

i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  ( S e c t i o n  2 . 1 0 ) .  T h r e e  p a n e l s  o f  

w i l d  t y p e  m e t a p h a s e  c h r o m o s o m e s ,  a n d  t h r e e  o f  m e t a p h a s e  

c h r o m o s o m e s  f r o m  q n u / g n u  h o m o z y g o t e s  a r e  s h o w n .  No 

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s ,  e i t h e r  i n  c h r o m o s o m e  n u m b e r ,  o r  

i n  c h r o m o s o m e  m o r p h o l o g y  a r e  s e e n  b e t w e e n  t h e  m e t a p h a s e  

f i g u r e s  o f  w i l d  t y p e  a n d  g n u / g n u  l a r v a e .
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3.9 DISCUSSION

T h e  f i r s t  13 n u c l e a r  d i v i s i o n s  i n  t h e  w i l d  t y p e  

D r o s o p h i l a  e m b r y o  o c c u r  w i t h i n  a s y n c y t i u m ,  a t  

a p p r o x i m a t e l y  10 m i n u t e  i n t e r v a l s .  D u r i n g  c y c l e  14 t h e  

e m b r y o  b e c o m e s  c e l l u l a r i s e d ,  a t  w h i c h  s t a g e  t h e r e  a r e  

a p p r o x i m a t e l y  1 0 , 0 0 0  n u c l e i .  I  h a v e  d e s c r i b e d  a m a t e r n a l  

e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n ,  g n u , i n  w h i c h  DNA r e p l i c a t i o n  

c o n t i n u e s  w h i l e  n u c l e a r  d i v i s i o n  i s  a l m o s t  c o m p l e t e l y  

a b s e n t  i n  e m b r y o s  f r o m  h o m o z y g o u s  f e m a l e s .  T h i s  c a u s e s  

t h e  f o r m a t i o n  o f  e m b r y o s  w i t h  a s m a l l  n u m b e r  o f  g i a n t  

n u c l e i  ( w h i c h  I  r e f e r  t o  a s  GNU e m b r y o s ) .  T h e  e n v e l o p e s  

o f  t h e s e  n u c l e i  s t a i n  t o  a v a r i a b l e  d e g r e e  w i t h  an  

a n t i b o d y  a g a i n s t  l a m i n .  A l t h o u g h  t h e r e  i s  a p o s s i b i l i t y  

t h a t  t h i s  v a r i a b i l i t y  i n  s t a i n i n g  i s  an  a r t e f a c t ,  t h i s  

r e s u l t  s u g g e s t s  t h a t  t h e  g i a n t  n u c l e i  may g o  t h r o u g h  

p h a s e s  i n  w h i c h  t h e  n u c l e a r  m e m b ran e  u n d e r g o e s  

c o n s i d e r a b l e  s t r u c t u r a l  c h a n g e ,  a s  o c c u r s  d u r i n g  

p r o m e t a p h a s e  i n  w i l d  t y p e  e m b r y o s .  T h e  o b s e r v a t i o n s  

p r e s e n t e d  h e r e  d e m o n s t r a t e  t h a t  w h i l s t  n u c l e a r  d i v i s i o n  i s  

d i s r u p t e d ,  t h e  c e n t r o s o m e s  c o n t i n u e  t o  d i v i d e  i n  t h e  

s y n c y t i a l  b l a s t o d e r m .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  c e n t r o s o m e s  s t i l l  

m i g r a t e  f r o m  t h e  i n t e r i o r  t o  t h e  c o r t e x  o f  t h e  s y n c y t i u m  

w h e r e  t h e y  n u c l e a t e  t h e  f o r m a t i o n  o f  g i a n t  a s t e r s .  L a t e r  

t h e  g i a n t  n u c l e i  a p p e a r  t o  b r e a k  d o w n ,  a n d  some s p i n d l e ­

l i k e  s t r u c t u r e s ,  f o r m e d  a b o u t  s m a l l  f r a g m e n t s  o f  

c h r o m a t i n ,  a r e  t h e n  s e e n .  F i n a l l y ,  i t  h a s  a l s o  b e e n  show n
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t h a t  t h e  c o r t i c a l  a c t i n  i n  GNU e m b r y o s  f o r m s  an  u n u s u a l  

n e t w o r k  o f  h o l e s  t h a t  i s  u n l i k e  a n y  w i l d  t y p e  p h a s e  o f  

a c t i n  s t a i n i n g .

I n  some w ay  t h e  g n u  m u t a t i o n  u n c o u p l e s  n u c l e a r  d i v i s i o n  

f r o m  c y t o p l a s m i c  e v e n t s  o f  t h e  m i t o t i c  c y c l e  i n  D r o s o p h i l a  

e m b r y o s .  T h e  a u t o n o m y  o f  c y t o p l a s m i c  e v e n t s  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  e l e g a n t  e x p e r i m e n t s  o f  H a r a  e t  a l .

( 1 9 8 0 )  who s h o w e d  t h a t  t h e  e n u c l e a t e d  e g g  o f  X e n o p u s  

l a e v i s  c o n t i n u e s  t o  u n d e r g o  p e r i o d i c  s u r f a c e  c o n t r a c t i o n s .  

T h e s e  c o r t i c a l  w a v e s  h a v e  e x a c t l y  t h e  s am e  f r e q u e n c y  a s  

t h o s e  t h a t  o c c u r  n o r m a l l y  a t  t h e  m e t a p h a s e / a n a p h a s e  

t r a n s i t i o n  i n  c o n t r o l  f e r t i l i s e d  e g g s .  T h i s  l e d  t o  t h e  

s u g g e s t i o n  t h a t  t h e r e  i s  a n  a u t o n o m o u s  c y t o p l a s m i c  

o s c i l l a t o r  w h i c h  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t i m i n g  t h e  m i t o t i c  

e v e n t s  o f  e a c h  c e l l  c y c l e .  My o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  

c e n t r o s o m e  r e p l i c a t i o n  c o n t i n u e s  i n d e p e n d e n t l y  o f  n u c l e a r  

d i v i s i o n s  i n  GNU e m b r y o s ,  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e r e  b e i n g  

c y t o p l a s m i c  c y c l e s  w h i c h  a r e  m a i n t a i n e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

a  n o r m a l  n u c l e a r  c y c l e .  I  h a v e  n o t ,  h o w e v e r ,  d e t e r m i n e d  

w h e t h e r  t h e  t i m i n g  o f  s u c h  c y c l e s  i s  a f f e c t e d  i n  GNU 

e m b r y o s .

T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  d i v i s i o n  o f  c e n t r o s o m e s  i s  n o t  

d e p e n d e n t  on  t h e  p r e s e n c e  o f  n u c l e a r  d i v i s i o n  o r  t h e  

f o r m a t i o n  o f  s p i n d l e s  i s  i n t r i g u i n g  s i n c e  t h e s e  p r o c e s s e s  

a r e  n o r m a l l y  s o  t i g h t l y  c o u p l e d .  R a t t n e r  a n d  P h i l l i p s

( 1 9 7 3 )  s h o w e d  t h a t  when  m o u se  L  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  

a r a b i n o s y l  c y t o s i n e  t o  i n h i b i t  DNA s y n t h e s i s ,  c e n t r i o l e s
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( t h e  m i c r o t u b u l a r  s t r u c t u r e s  w i t h i n  c e n t r o s o m e s )  d i v i d e  

i n d e p e n d e n t l y  o f  DNA r e p l i c a t i o n .  I n  t h i s  c a s e  t h e  

c e n t r i o l e  c y c l e  s u b s e q u e n t l y  a r r e s t e d  i n  a c o n f i g u r a t i o n  

n o r m a l l y  f o u n d  a t  p r o p h a s e  a n d  t h e  c e n t r i o l e s  d i d  n o t  

u n d e r g o  f u r t h e r  d i v i s i o n .  S l u d e r  a n d  B e g g  ( 1 9 8 5 )  h a v e  

a n a l y s e d  i n  d e t a i l  t h e  p h e n o m e n o n  f i r s t  d e s c r i b e d  b y  M a z i a  

e t  a l .  ( 1 9 6 0 )  i n  w h i c h  c e n t r o s o m e  d i v i s i o n  i s  i n d u c e d  i n  

s e a  u r c h i n  e g g s  by  m e r c a p t o e t h a n o l . I n  t h i s  s y s t e m  

c e n t r o s o m e s  s p l i t  r a p i d l y  u p o n  m e r c a p t o e t h a n o l  t r e a t m e n t  

b u t  t h e  n e w l y  f o r m e d  c e n t r o s o m e s  q u i c k l y  a s s o c i a t e  w i t h  

c h r o m o s o m e s  v i a  s p i n d l e  f i b r e s .  W o l f  ( 1 9 8 0 )  h a s  s t u d i e d  

t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a s t e r s  ( w h i c h  a p p e a r  t o  be  n u c l e a t e d  

b y  c e n t r o s o m e s )  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  o f  c l e a v a g e  e m b r y o s  o f  

t h e  g a l l  m i d g e ,  W a c h t 1 i e l l a  p e r s i c a r i a e . He d e s c r i b e s  a 

' p s e u d o c l e a v a g e '  p r o c e s s  o f  u n f e r t i l i s e d  e g g s  i n  w h i c h  t h e  

a s t e r s  s o m e t i m e s  u n d e r g o  u p  t o  f o u r  d i v i s i o n s  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  n u c l e a r  d i v i s i o n .  GNU e m b r y o s  a r e ,  t o  my 

k n o w l e d g e ,  t h e  f i r s t  r e p o r t e d  c a s e  i n  w h i c h  m u l t i p l e  

r o u n d s  o f  i n d e p e n d e n t  c e n t r o s o m e  d i v i s i o n  o c c u r .  S i n c e  

t h i s  p h e n o m e n o n  w a s  o b s e r v e d  i n  GNU e m b r y o s ,  i n d e p e n d e n t  

c e n t r o s o m e  r e p l i c a t i o n  h a s  b e e n  f o u n d  t o  o c c u r  i n  a  n u m b e r  

o f  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n s  i n  w h i c h  n u c l e a r  

d i v i s i o n  i s  d e f e c t i v e  (M.  L e i b o w i t z  a n d  C. S u n k e l ,  p e r s .  

comm.) .  T h i s  s u p p o r t s  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  p r o c e s s e s  

o f  c e n t r o s o m a l  a n d  n u c l e a r  d i v i s i o n  a r e  i n d e p e n d e n t l y  

r e g u l a t e d ,  a n d  c o n f i r m s  t h e  v a l u e  o f  t h e s e  t y p e  o f  

m u t a t i o n s  i n  g e n e t i c a l l y  d i s s e c t i n g  t h e  m i t o t i c  c y c l e .
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T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  a p o s s i b l e  c o u r s e  o f  

e v e n t s  f o r  w h a t  o c c u r s  i n  GNU e m b r y o s  d u r i n g  t h e i r  

a b n o r m a l  d e v e l o p m e n t .  T h e  c e n t r o s o m e s  d i v i d e  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  n u c l e a r  d i v i s i o n ,  a n d  a t  some  s t a g e  m i g r a t e  

f r o m  t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  e m b r y o  t o  t h e  c o r t i c a l  r e g i o n .

On r e a c h i n g  t h e  c o r t e x ,  t h e  c e n t r o s o m e s  r e c r u i t  t h e  l a y e r  

o f  s u r f a c e  m i c r o t u b u l e s  i n t o  f o r m i n g  a s t e r s  ( a s  h a s  b e e n  

p r o p o s e d  i n  w i l d  t y p e  e m b r y o s  by  K a r r  a n d  A l b e r t s ,  1 9 8 6 ) .  

T h e  a s t e r s  a r e  o r i g i n a l l y  s m a l l  b u t  c o n t i n u e  t o  g r o w ,  

p e r h a p s  i n d e f i n i t e l y ,  t o  s i z e s  t w e n t y  o r  m o re  t i m e s  l a r g e r  

t h a n  w i l d  t y p e  a s t e r s .  When t h e  g i a n t  n u c l e i  b e g i n  t o  

d i s i n t e g r a t e  ( a t  a b o u t  24 h o u r s ) ,  s m a l l  p i e c e s  o f  

c h r o m a t i n  a r e  r e l e a s e d  a n d  t h e s e  p r o v i d e  f u n c t i o n a l  

k i n e t o c h o r e s  t h a t  c a p t u r e  f r e e  m i c r o t u b u l e  e n d s .  The  

m i c r o t u b u l e s  a r e  s t a b i l i s e d  a n d  t h i s  l e a d s  t o  t h e  

f o r m a t i o n  o f  some s p i n d l e s  m o r p h o l o g i c a l l y  s i m i l a r  t o  

t h o s e  i n  w i l d  t y p e  e m b r y o s .  L a t e r  s t i l l ,  t h e  e m b r y o  

b e g i n s  t o  d e c a y ,  a n d  t h e  m i c r o t u b u l e s  s t a r t  t o  f o r m  an  

i r r e g u l a r  n e t w o r k .  T h i s  i n t e r p r e t a t i o n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  

t h e  m o d e l  p r o p o s e d  b y  M i t c h i s o n  a n d  K i r s c h n e r  ( 1 9 8 5 )  f r o m  

t h e i r  s t u d i e s  o f  m i c r o t u b u l e  n u c l e a t i o n  i n  v i t r o .  T h e y  

s u g g e s t  t h a t  m i c r o t u b u l e s  g r o w  i n  r a n d o m  d i r e c t i o n s  f r o m  

t h e  c e n t r o s o m e .  T h o s e  g r o w i n g  t o w a r d s  t h e  c h r o m o s o m e  a r e  

c a p t u r e d  b y  k i n e t o c h o r e s  a n d  t h u s  s t a b i l i s e d  a g a i n s t  t h e  

e v e n t u a l  d e p o l y m e r i s a t i o n  t h a t  h a p p e n s  t o  u n c a p t u r e d  

m i c r o t u b u l e s  on  t h e  l o s s  o f  t h e i r  GTP  c a p s .  The  f e a t u r e  

o f  t h i s  m o d e l  i s  t h a t  i t  r e q u i r e s  no d i r e c t i o n a l i t y  o f
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f i b r e  g r o w t h :  m i c r o t u b u l e s  d o  n o t  ' k n o w '  i n  w h i c h  

d i r e c t i o n  t h e  c h r o m o s o m e  l i e s .  T h i s  w o u l d  c e r t a i n l y  

a p p e a r  t o  b e  t h e  c a s e  i n  GNU e m b r y o s  i n  w h i c h  t h e  h u g e ,  

r o u n d  a s t e r s  s h o w  n o  s i g n  o f  g r o w t h  d i r e c t e d  t o w a r d  t h e  

g i a n t  n u c l e i .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e r e  a p p e a r s  t o  be a 

r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  n u c l e i  o f  GNU e m b r y o s  t o  be  f r a g m e n t e d  

b e f o r e  t h e  c h r o m a t i n  w i l l  p a r t i c i p a t e  i n  f o r m i n g  s p i n d l e ­

l i k e  s t r u c t u r e s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  m i c r o t u b u l e  

o r g a n i s i n g  c e n t r e s  o f  t h e  c h r o m o s o m e s  w i t h i n  t h e  g i a n t  

n u c l e i  a r e  n o t  a v a i l a b l e ,  e i t h e r  b e c a u s e  o f  t h e  b a r r i e r  o f  

t h e  n u c l e a r  m em b ran e  o r  b e c a u s e  t h e  c h r o m a t i n  i s  

d e c o n d e n s e d  o r  i n  a n  e q u a l l y  i n a p p r o p r i a t e  s t a t e .

K a r s e n t i  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  h a v e  show n  t h a t  p r e p a r a t i o n s  o f  

n u c l e i  d e v o i d  o f  c e n t r o s o m e s  c a n  m e d i a t e  t h e  f o r m a t i o n  o f  

a n a s t r a l  m i c r o t u b u l e  a r r a y s  when  m i c r o i n j e c t e d  i n t o  

X e n o p u s  e g g s .  I t  w o u l d  be i n t e r e s t i n g  t o  f o l l o w  t h e  

b e h a v i o u r  o f  s u c h  p r e p a r a t i o n s  i n  t h e  GNU e m b r y o .

K a r s e n t i  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  h a v e  a l s o  c o n c l u d e d  t h a t  i n  t h e  

X e n o p u s  e g g  i t  i s  t h e  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  n u c l e u s  t h a t  

r e n d e r s  a n  o t h e r w i s e  i n a c t i v e  c e n t r o s o m e  c a p a b l e  o f  

n u c l e a t i n g  m i c r o t u b u l e s  d u r i n g  m i t o s i s .  I n  c o n t r a s t  t o  

t h e i r  r e s u l t ,  c e n t r o s o m e s  a r e  c l e a r l y  c a p a b l e  o f  

n u c l e a t i n g  m i c r o t u b u l e s  i n d e p e n d e n t l y  o f  n u c l e i  i n  t h e  GNU 

e m b r y o .

T h e  n e t w o r k  o f  h o l e s  o b s e r v e d  i n  t h e  c o r t i c a l  a c t i n  o f  

GNU e m b r y o s  i s  d i f f i c u l t  t o  e x p l a i n .  T h e  p a t t e r n  i s  

u n l i k e  a n y  t h a t  o c c u r s  i n  t h e  w i l d  t y p e  s y n c y t i a l
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b l a s t o d e r m .  H o w e v e r ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  

d o e s  c h a n g e  w i t h  t i m e ,  f r o m  t h e  s m o o t h  a c t i n  s t a i n i n g  o f  

e a r l y  e m b r y o s  t o  t h e  n e t w o r k  t h a t  we s e e  l a t e r  ( F i g u r e  

9 b ) .  I n  t h e  w i l d  t y p e  e m b r y o  c a p s  o f  a c t i n  d i v i d e  i n  

u n i s o n  w i t h  t h e  n u c l e i  c l o s e  u n d e r  t h e  s u r f a c e ,  a n d  i t  

c o u l d  b e  t h e  a b s e n c e  o f  n u c l e i  i n  GNU e m b r y o s  w h i c h  i s  

i n s t r u m e n t a l  i n  g i v i n g  r i s e  t o  t h e  a b n o r m a l  a c t i n  s t a i n i n g  

p a t t e r n .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  E u t e n e u e r  a n d  

S c h l i w a  ( 1 9 8 5 )  h a v e  show n  t h a t  i n  a n e u r o b l a s t o m a  c e l l  

l i n e ,  t h e  m o v e m e n t  o f  c e n t r o s o m e s  i s  d e p e n d e n t  on  a c t i n  

m i c r o f i l a m e n t s .  I t  i s  n o t  k now n  w h e t h e r  t h e  c e n t r o s o m e  

m o v e m e n t  i n  GNU e m b r y o s  i s  d u e  t o  d i f f u s i o n  o r  t o  s o m e  

k i n d  o f  d i r e c t e d  m o v e m e n t ,  b u t  t h e  r a t h e r  r e g u l a r  a r r a y  o f  

c e n t r o s o m e s  t h a t  i s  o f t e n  s e e n  ( f o r  e x a m p l e  F i g u r e  3 .4 a )  

s u g g e s t s  t h a t  a t  l e a s t  t h e r e  may b e  some  m e c h a n i s m  f o r  

p o s i t i o n i n g  t h e  c e n t r o s o m e s  a t  t h e  c o r t e x .  I t  i s  p o s s i b l e  

t h a t  a c t i n  f i l a m e n t s  p l a y  a r o l e  i n  t h i s  p r o c e s s .

H o w e v e r ,  t h e  f a c t  t h a t  t h e r e  i s  n o t  a s i m p l e  

c o r r e s p o n d e n c e  b e t w e e n  h o l e s  i n  t h e  a c t i n  n e t w o r k  a n d  t h e  

p o s i t i o n  o f  c e n t r o s o m e s  i m p l i e s  t h a t  i f  s u c h  a m e c h a n i s m  

d o e s  o c c u r ,  i t  i s  n o t  s i m p l e .

My o b s e r v a t i o n s  p o i n t  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  

d e f e c t s  c a u s e d  b y  t h e  g n u  m u t a t i o n  a r e  l i m i t e d  t o  t h e  

e a r l y  e m b r y o .  B o t h  h o m o z y g o u s  g n u  l a r v a e  a n d  a d u l t s  a r e  

a p p a r e n t l y  h e a l t h y  a n d  u n a f f e c t e d .  F u r t h e r m o r e  l a r v a l  

n e u r o b l a s t s  f r o m  h o m o z y g o u s  f l i e s  h a v e  m i t o t i c  f i g u r e s  

t h a t  a p p e a r  n o r m a l .  T h e  g n u  m u t a t i o n  a p p e a r s  t o  be an
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e x t r e m e  a l l e l e  o f  t h e  g n u  g e n e  s i n c e  f l i e s  h e t e r o z y g o u s  

f o r  g n u  a n d  a  d e f i c i e n c y  t h a t  i n c l u d e s  t h e  g n u  g e n e  s h o w  

t h e  same  GNU p h e n o t y p e  a s  g n u  h o m o z y g o t e s .  F o r  t h i s  

r e a s o n  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  g n u  i s  a  w e a k  a l l e l e  o f  a  g e n e  

t h a t  i s  n e c e s s a r y  f o r  a l l  m i t o s i s  a n d  t h a t  a s t r o n g e r  

a l l e l e  w o u l d  s h o w  z y g o t i c  d e f e c t s  i n  m i t o s i s .  T h i s  i s  an 

i m p o r t a n t  r e s u l t  a s  s e v e r a l  f e m a l e  s t e r i l e  m u t a t i o n s  h a v e  

b e e n  i s o l a t e d  i n  w h i c h  a l t h o u g h  t h e  h o m o z y g o u s  a d u l t s  a r e  

v i a b l e ,  m i t o t i c  a b n o r m a l i t i e s  a r e  f o u n d  i n  t h e  l a r v a l  

n e u r o b l a s t s  ( f o r  e x a m p l e ,  K i p o l l  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  S i n c e  t h e  

g n u  m u t a t i o n  s o  d r a s t i c a l l y  a f f e c t s  n u c l e a r  d i v i s i o n ,  t h e  

f a c t  t h a t  i t s  e f f e c t s  seem  t o  be  l i m i t e d  t o  e m b r y o g e n e s i s  

r e q u i r e s  some e x p l a n a t i o n .  T h e  n u c l e a r  d i v i s i o n  i n  t h e  

c l e a v a g e  e m b r y o  i s  q u i t e  d i s t i n c t  f r o m  n o r m a l  m i t o t i c  

d i v i s i o n .  T h e r e  i s  a n  a v e r a g e  c y c l e  t i m e  o f  t e n  m i n u t e s ,  

w h i c h  i s  a b o u t  1 0 0  t i m e s  f a s t e r  t h a n  t h a t  i n  m o s t  d i p l o i d  

t i s s u e .  T h e  e m b r y o  i s  a t  t h i s  s t a g e  a s y n c y t i u m ,  a n d  t h u s  

t h e r e  i s  no  r e q u i r e m e n t  f o r  c y t o k i n e s i s  a n d ,  f u r t h e r m o r e ,  

t h e r e  i s  no  d e t e c t a b l e  KNA s y n t h e s i s  ( A n d e r s o n  a n d  

L e n g y e l ,  1 9 7 9 )  u n t i l  c e l  l u l a r i s a t i o n  o c c u r s  a t  c y c l e  14 .

I f  t h e r e  a r e  g e n e  p r o d u c t s  s p e c i f i c a l l y  r e q u i r e d  f o r  t h e  

u n u s u a l  n u c l e a r  d i v i s i o n  t h a t  o c c u r s  a t  t h i s  s t a g e  o f  

d e v e l o p m e n t ,  a  m u t a t i o n  i n  o n e  o f  t h e m  w o u l d  be e x p e c t e d  

t o  g i v e  a  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  p h e n o t y p e .  A l t e r n a t i v e l y ,  

i t  m ay  b e  t h a t  t h e  g nu  g e n e  p r o d u c t  p l a y s  a r o l e  n o t  i n  

m i t o s i s  i t s e l f ,  b u t  i n  t h e  p r o c e s s e s  r e q u i r e d  a t  t h e  

e a r l i e s t  t i m e s  t o  c o n v e r t  t h e  e g g  f r o m  a q u i e s c e n t  s t a t e ,
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t o  a s t a t e  i n  w h i c h  t h e  DNA m u s t  r e p l i c a t e  e x t r e m e l y  

r a p i d l y  s o  t h a t  t h e  t h e  t e n  m i n u t e  m i t o t i c  c y c l e  c a n  b e  

a c h i e v e d .  A d e f e c t  i n  t h e s e  p r o c e s s e s  m i g h t  l e a d  t o  

a b n o r m a l i t i e s  i n  e a r l y  n u c l e a r  d i v i s i o n .  I n d e e d ,  t h e r e  i s  

now e v i d e n c e ,  p r e s e n t e d  i n  C h a p t e r  4 ,  t h a t  t h i s  l a t t e r  i s  

t h e  c a s e ,  a n d  t h a t  g n u i s  i n v o l v e d  i n  t h e  a c t i v a t i o n  o f  

DNA r e p l i c a t i o n  t h a t  n o r m a l l y  o c c u r s  u p o n  f e r t i l i z a t i o n .
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4.1 INTRODUCTION

GNU e m b r y o s  a p p e a r  t o  be  d e f e c t i v e  i n  n u c l e a r  d i v i s i o n ,  

b u t  n o t  DNA r e p l i c a t i o n ,  a n d  t h i s  l e a d s  t o  t h e  f o r m a t i o n  

o f  a  s m a l l  n u m b e r  o f  g i a n t  n u c l e i  i n  t h e  s y n c y t i a l  

b l a s t o d e r m  ( s e e  F i g u r e  3 . 1 ) .  T h e  p o l a r  b o d i e s  o f  GNU 

e g g s ,  a s  w e l l  a s  t h e  p r o n u c l e i ,  g i v e  r i s e  t o  g i a n t  n u c l e i .  

I n  c o n t r a s t  t h e  p o l a r  b o d i e s  i n  w i l d  t y p e  e g g s  s h o w  no  

s i g n  o f  r e p l i c a t i o n  e v e n  t h o u g h  t h e y  o f t e n  p e r s i s t  

t h r o u g h o u t  t h e  c l e a v a g e  s t a g e s ,  when  DNA s y n t h e s i s  i s  

b e i n g  i n i t i a t e d  e v e r y  t e n  m i n u t e s  i n  t h e  s u r r o u n d i n g  

c l e a v a g e  n u c l e i .  A l t h o u g h  t h e  g n u  p h e n o t y p e  i s  s o  

s t r i k i n g ,  i t  i s  n o t  e a s y  t o  i d e n t i f y  t h e  p r i m a r y  d e f e c t  

c a u s e d  by  t h i s  m u t a t i o n .  T h e  g n u  m u t a t i o n  h a s  no  a p p a r e n t  

z y g o t i c  e f f e c t s ,  w h i c h  m a k e s  i t  l i k e l y  t h a t  i t  m e d i a t e s  a 

p r o c e s s  u n i q u e  t o  o o g e n e s i s  o r  e a r l y  e m b r y o g e n e s i s .

T h e  f i r s t  i n d i c a t i o n  t h a t  t h e  g n u  m u t a t i o n  a f f e c t s  t h e  

b l o c k  t o  DNA s y n t h e s i s  t h a t  e x i s t s  i n  u n f e r t i l i z e d  e g g  w a s  

t h e  s u r p r i s i n g  d i s c o v e r y ,  d e s c r i b e d  i n  t h i s  c h a p t e r ,  t h a t  

GNU e g g s  d e v e l o p  e v e n  when  u n f e r t i l i z e d .  T h i s  l e d  t o  t h e  

i d e a  t h a t  t h a t  t h e  GNU c y t o p l a s m  m ay  p r o v i d e  s o m e  t y p e  o f  

' r e p l i c a t i v e  e n v i r o n m e n t ' ,  i n  w h i c h  s o m e ,  o r  a l l ,  o f  t h e  

n o r m a l  r e p r e s s i o n  o f  DNA r e p l i c a t i o n  i s  l i f t e d .  T o  t e s t  

t h i s  i d e a  f u r t h e r  i t  w a s  d e c i d e d  t o  e x p e r i m e n t  w i t h  

i n t r o d u c i n g  i n t o  GNU e m b r y o s  n u c l e i  t h a t  w o u l d  n o t  be  

e x p e c t e d  t o  r e p l i c a t e  i n  w i l d  t y p e  e m b r y o s ,  a n d  t o  t e s t  

f o r  t h e i r  i n a p p r o p r i a t e  r e p l i c a t i o n .  T h e r e  h a v e  b e e n  many  

r e p o r t s  o f  n u c l e a r  t r a n s p l a n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  i n
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D r o s o p h i l a  ( f o r  e x a m p l e ,  Z a l o k a r ,  1 9 7 1 ;  I l l m e n s e e ,  1 9 7 2 )

a n d  t h i s  a p p r o a c h  c o u l d  be  u s e d  f o r  t h e  p r o p o s e d  

e x p e r i m e n t .  I n  o r d e r  t o  t e s t  f o r  i n a p p r o p r i a t e  

r e p l i c a t i o n  o f  n u c l e i  i n j e c t e d  i n t o  GNU e g g s ,  i t  w o u l d  be  

n e c e s s a r y  t o  u s e  d o n o r  n u c l e i  t h a t  w e r e  n o t  u n d e r g o i n g  

r a p i d  DNA s y n t h e s i s ,  a n d  t h e y  w o u l d  h a v e  t o  b e  m a r k e d  w i t h  

a DNA s e q u e n c e  t h a t  c o u l d  b e  u s e d  t o  d i s t i n g u i s h  t h e m  f r o m  

n u c l e i  o f  t h e  r e c i p i e n t  e g g  w hen  t o t a l  DNA was  e x t r a c t e d  

f r o m  i n j e c t e d  e g g s .  A p p r o p r i a t e  n u c l e i  m i g h t  i n c l u d e  

t h o s e  f r o m  a b l a s t o d e r m  o f  a l i n e  o f  f l i e s  t h a t  c o n t a i n s  

f o r e i g n  DNA s e q u e n c e s  i n s e r t e d  i n t o  i t s  g enom e  u s i n g  a P -  

e l e m e n t  t r a n s f o r m a t i o n  v e c t o r  ( K u b i n  a n d  S p r a d l i n g ,  1 9 8 2 ) :  

b l a s t o d e r m  n u c l e i  h a v e  c o m p l e t e d  t h e  r a p i d  d i v i s i o n s ,  a n d  

t h u s  DNA r e p l i c a t i o n ,  o f  c l e a v a g e ,  a n d  w i l l  o n l y  p r o g r e s s  

t h r o u g h  t h r e e  o r  f o u r  m o r e  r o u n d s  o f  d i v i s i o n  d u r i n g  

e m b r y o g e n e s i s .  A l t h o u g h  t h i s  m e t h o d  i s  f e a s i b l e ,  I  was  

n o t  e x p e r i e n c e d  i n  s u c h  m i c r o i n j e c t i o n  t e c h n i q u e s ,  a n d  a  

g e n e t i c  a p p r o a c h  w a s  u s e d  i n s t e a d .

T h e  f e m a l e  s t e r i l e  h a p l o i d  m u t a t i o n ,  mh (G an s  e t  a l . ,  

1 9 7 5 )  c a u s e s  a n y  s p e r m  p r o n u c l e u s  e n t e r i n g  t h e  e m b r y o  f r o m  

a  h o m o z y g o u s  f e m a l e  t o  f a i l  i n  s y n g a m y .  C o n s e q u e n t l y  t h e  

e g g  i s  a c t i v a t e d ,  b u t  o n l y  t h e  f e m a l e  p r o n u c l e u s  i n i t i a t e s  

c l e a v a g e  a n d  t h e  e m b r y o  d e v e l o p s  w i t h  h a p l o i d  n u c l e i ,  

u n t i l  d y i n g  l a t e r  i n  e m b r y o g e n e s i s .  I  h a v e  a s k e d  w h e t h e r  

t h e  s p e r m  p r o n u c l e u s  DNA, m a r k e d  w i t h  a  f o r e i g n  DNA 

s e q u e n c e  t o  d i s t i n g u i s h  i t  f r o m  t h e  f e m a l e  m e i o t i c  

p r o d u c t s ,  i s  a b l e  t o  r e p l i c a t e  i n  e g g s  f r o m  f e m a l e s  

h o m o z y g o u s  f o r  g n u  a n d  mh.
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T h e s e  e x p e r i m e n t s  h a v e  a l l o w e d  me t o  p r o p o s e  a m o d e l  i n  

w h i c h  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  g n u  g e n e  p r o d u c t  

p a r t i c i p a t e s  i n  a  p r o c e s s  t h a t  b l o c k s  a l l  DNA s y n t h e s i s  i n  

t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g .  I t  i s  p r o p o s e d  t h a t  t h i s  b l o c k  i s  

n o t  n o r m a l l y  r e m o v e d  u n t i l  a p r o n u c l e u s  a c h i e v e s  s y n g a m y .  

W h e t h e r  o r  n o t  t h i s  m o d e l  p r o v e s  t o  b e  c o r r e c t ,  t h e  b l o c k  

t o  DNA r e p l i c a t i o n  t h a t  o c c u r s  i n  u n f e r t i l i z e d  e g g s  i s  a 

v e r y  g e n e r a l  p h e n o m e n o n ,  o c c u r r i n g  i n  m any  s p e c i e s  (W e n t ,

1 98 2 )  a l t h o u g h  v e r y  l i t t l e  i s  known  a b o u t  i t s  m e c h a n i s m .  

T h u s  t h e  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  g n u  g e n e  a n d  

i t s  p r o d u c t  w i l l  be  o f  s i g n i f i c a n t  i n t e r e s t .

F i n a l l y ,  t h e  f a c t  t h a t  GNU e g g s  c a n  d e v e l o p  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  a s p e r m ,  h a s  a l l o w e d  me t o  a d d r e s s  t h e  q u e s t i o n  

o f  w h e t h e r  c e n t r o s o m e s  i n  t h e  c l e a v a g e  e m b r y o  a r e  

c o n t r i b u t e d  m a t e r n a l l y  o r  p a t e r n a l l y .  T h e  f a c t  t h a t  

u n f e r t i l i z e d  GNU e g g s  a r e  f o u n d  t o  c o n t a i n  f u n c t i o n a l  

c e n t r o s o m e s  p r o v i d e s  f u r t h e r  i n f o r m a t i o n  a b o u t  a p r o b l e m  

t h a t  h a s  o c c u p i e d  b i o l o g i s t s  f o r  many y e a r s  ( s e e ,  f o r  

e x a m p l e ,  W i l s o n ,  1 9 2 8 ) .

88



R E S U L T S

4 . 2  GNU E m b r y o s  D e v e l o p  F r o m  U n f e r t i  1 i z e d  E g g s

W i l d  t y p e  v i r g i n  f e m a l e s  c a n  b e  i n d u c e d  t o  l a y  e g g s  b y  

k e e p i n g  t h e m  on  y e a s t  f o r  a f e w  d a y s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  

m a l e s .  T h e s e  u n f e r t i l i z e d  e g g s  a r e  a r r e s t e d  a t  t h e  e n d  o f  

m e i o s i s  I I  s o  t h a t  t h e  f o u r  h a p l o i d  p r o d u c t s  o f  m e i o s i s  -  

t h e  t h r e e  p o l a r  b o d i e s  a n d  t h e  p r o n u c l e u s  -  a r e  p r e s e n t  

a n d  c a n  be  s e e n  i n  f i x e d  e g g s  s t a i n e d  w i t h  t h e  DNA binding 

f l u o r o c h r o m e ,  H o e c h s t  3 3 2 5 8 .  F r e q u e n t l y  tw o  o r  m o re  o f  

t h e s e  h a p l o i d  n u c l e i  f u s e ,  s o  t h a t  i n  p r a c t i c e  w h a t  i s  

u s u a l l y  o b s e r v e d  i s  b e t w e e n  o n e  a n d  f o u r  n u c l e i  ( F i g u r e  

4 . 1 a ) .  T h e  s t a t e  o f  t h e  c h r o m a t i n  i n  t h e s e  e g g s  i s  

v a r i a b l e :  i n  some c a s e s  i t  i s  d e c o n d e n s e d  a n d  d i f f u s e ,  a n d  

i n  o t h e r s  t h e  c h r o m o s o m e s  a r e  h i g h l y  c o n d e n s e d  ( a s  i n  t h e  

i n s e t  o f  F i g u r e  4 . 1 a ) .  E m b r y o s  l a i d  b y  v i r g i n  f e m a l e s  

h o m o z y g o u s  f o r  g n u  sh ow  a s t r i k i n g l y  d i f f e r e n t  b e h a v i o u r .  

I n s t e a d  o f  b e i n g  d e v e l o p m e n t a l l y  a r r e s t e d ,  t h e y  d e v e l o p  

g i a n t  n u c l e i  a n d  a r e  c y t o l o g i c a l l y  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  

GNU e m b r y o s  l a i d  b y  f e m a l e s  a l l o w e d  t o  m a t e  w i t h  m a l e s  

( F i g u r e  4 . 1 b ) .  When t h i s  p h e n o m e n o n  w as  f i r s t  o b s e r v e d  i t  

w a s  a s s u m e d  t h a t  t h e  d e v e l o p e d  e m b r y o s  c am e  f r o m  a f e w  

f e m a l e s  t h a t  h a d  a l r e a d y  m a t e d  a n d  t h u s  w o u l d  h a v e  b e e n  

w r o n g l y  c l a s s i f i e d  a s  v i r g i n .  H o w e v e r  t h e  same  r e s u l t  i s  

o b t a i n e d  e v e n  when f e m a l e s  t h a t  h a v e  j u s t  e c l o s e d  ( w i t h  

t h e i r  w i n g s  s t i l l  t i g h t l y  f o l d e d )  a r e  s e l e c t e d .

F u r t h e r m o r e ,  a l l  t h e  e g g s  f r o m  a c o l l e c t i o n  t h a t  h a s  b e e n
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F i g u r e  4 . 1

T h e  N u c l e i  of U n f e r t i l i z e d  W i l d  T y p e  a n d  G N U  E g g s

E g g s  l a i d  o v e r n i g h t  b y  v i r g i n  f e m a l e s  w e r e  c o l l e c t e d  

a n d  s t a i n e d  w i t h  H o e c h s t  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .  

P a n e l  ' a '  s h o w s  a w i l d  t y p e  e g g :  t h e r e  a r e  no s i g n s  o f  

d e v e l o p m e n t  a n d  an  u n r e p l i c a t e d  m e i o t i c  n u c l e u s  i s  m a r k e d  

w i t h  a n  a r r o w .  T h e  i n s e t  p a n e l  s h o w s  a t y p i c a l  m e i o t i c  

n u c l e u s  a t  a h i g h e r  m a g n i f i c a t i o n .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  

u n f e r t i l i z e d  GNU e g g  sh o w n  i n  P a n e l  ' b '  h a s  u n d e r g o n e  

c o n s i d e r a b l e  DNA r e p l i c a t i o n ,  g i v i n g  r i s e  t o  a g i a n t  

n u c l e u s .  T h e  b a r  r e p r e s e n t s  50pm, a n d  10pm i n  t h e  i n s e t

o f  P a n e l  ' a ' .



F i g u r e  4 . 1
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a l l o w e d  t o  a g e  f o r  a f e w  h o u r s  a f t e r  r e m o v i n g  t h e  f e m a l e s  

f r o m  t h e  v i a l  a r e  f o u n d  t o  h a v e  g i a n t  n u c l e i .  A g a i n  t h i s  

a r g u e s  a g a i n s t  t h e r e  b e i n g  a  s m a l l  p r o p o r t i o n  o f  

c o n t a m i n a t i n g  f e m a l e s  t h a t  h a v e  a l r e a d y  m a t e d ,  o u t  o f  t h e  

g r o u p  s e l e c t e d  a s  v i r g i n s .  T h i s  r e s u l t  s u g g e s t s  t h a t  t h e  

g n u  m u t a t i o n  i n  s o m e  w a y  l i f t s  t h e  b l o c k  t o  D N A  

r e p l i c a t i o n  t h a t  e x i s t s  i n  t h e  w i l d  t y p e  u n f e r t i l i z e d  e g g .

4 . 3  T h e  S p e r m  P r o n u c l e u s  D o e s  E n t e r  G N U  Eggs, a n d  is 

K e p i i c a t e d

A q u e s t i o n  t h a t  a r i s e s  i m m e d i a t e l y  f r o m  t h e  o b s e r v a t i o n  

t h a t  u n f e r t i l i z e d  GNU e g g s  c a n  d e v e l o p  g i a n t  n u c l e i  a n d  

r e s e m b l e  GNU e m b r y o s  f r o m  f e m a l e s  k e p t  w i t h  m a l e s  i s  

w h e t h e r ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m a l e s ,  t h e  e g g s  a r e  f e r t i l i z e d  

a n d ,  i f  t h i s  i s  t h e  c a s e ,  w h e t h e r  t h e  s p e r m  p r o n u c l e u s  i s  

t h e n  r e p l i c a t e d .  C o u r t s h i p  b e h a v i o u r  i s  s e e n  i n  a v i a l  

c o n t a i n i n g  m a l e s  a n d  h o m o z y g o u s  g n u  f e m a l e s ,  a s  i s  

c o p u l a t i o n .  H o w e v e r  t h i s  d o e s  n o t  a d d r e s s  t h e  q u e s t i o n  o f  

w h e t h e r  f e r t i l i z a t i o n  i s  s u c c e s s f u l .  I n  o r d e r  t o  e x a m i n e  

t h i s ,  h o m o z y g o u s  g n u  v i r g i n  f e m a l e s  w e r e  m a t e d  w i t h  m a l e s  

f r o m  a  t r a n s f o r m e d  l i n e  w h i c h  i s  h o m o z y g o u s  f o r  a h y b r i d  

P - e l e m e n t  c o n s t r u c t  t h a t  c o n t a i n s ,  among o t h e r  t h i n g s ,  t h e  

b a c t e r i a l  c h l o r a m p h e n i c o l  a c e t y l  t r a n s f e r a s e  (CAT )  g e n e  

( L i n e  T 3 . 1 ;  D a v i e s  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  T h e  CA T  g e n e  t h e r e f o r e  

a c t s  a s  a  m o l e c u l a r  m a r k e r  f o r  f o r  t h e  m a l e  g e n o m e .  DNA 

was  p r e p a r e d  f r o m  e m b r y o s  c o l l e c t e d  f r o m  t h i s  c r o s s  a n d  

h y b r i d i s e d  w i t h  b o t h  a 1 . 6 k b  f r a g m e n t  o f  t h e  D r o s o p h i l a
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l a r v a l  s e r u m  p r o t e i n  l a  g e n e  ( L S P  p r o b e ) ,  a n d  w i t h  a 1 . 6 k b  

f r a g m e n t  o f  t h e  CAT  g e n e  (CAT  p r o b e ) .  T h e  L S P  p r o b e  w i l l  

h y b r i d i s e  w i t h  DNA f r o m  b o t h  m a l e  a n d  f e m a l e  p r o n u c l e i ,  

w h e r e a s  t h e  C A T  p r o b e  w i l l  o n l y  h y b r i d i s e  w i t h  DNA d e r i v e d  

f r o m  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s .  T h i s  a l l o w s  t h e  u n a m b i g u o u s  

d e t e r m i n a t i o n  o f  w h e t h e r  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  r e p l i c a t e s  i n  

GNU e m b r y o s .

F i g u r e  4 .2  s h o w s  a ' s l o t  b l o t '  e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  DNA 

i s  i s o l a t e d  f r o m  e m b r y o s  a n d  l o a d e d  o n t o  a n i t r o c e l l u l o s e  

f i l t e r  b y  a p p l y i n g  i t  t o  a m a n i f o l d  o f  s l o t - s h a p e d  h o l e s  

a t t a c h e d  t o  a v a c u u m  pump. T h e  DNA, i m m o b i l i s e d  on  t h e  

n i t r o c e l l u l o s e ,  i s  t h e n  h y b r i d i s e d  w i t h  a r a d i o l a b e  1 l e d  

DNA p r o b e  a n d  t h e  s e q u e n c e s  h o m o l o g o u s  t o  t h e  p r o b e  a r e  

q u a n t i f i e d  b y  t h e  i n t e n s i t y  o f  s i g n a l  o n  an  a u t o r a d i o g r a p h  

o f  t h e  f i l t e r .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h a t  t h e r e  a r e  no  

DNA s e q u e n c e s  h o m o l o g o u s  t o  t h e  CAT  g e n e  i n  D r o s o p h i l a ,

DNA f r o m  w i l d  t y p e  a n d  GNU e g g s  ( l a i d  b y  f e m a l e s  

f e r t i l i z e d  w i t h  m a l e s  n o t  c a r r y i n g  t h e  C A T  g e n e )  was  

p r o b e d  w i t h  t h e  L S P  p r o b e  a n d  t h e  CAT  p r o b e  ( F i g u r e  4 . 2 a ) .  

I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  w h i l e  DNA f r o m  t h e s e  e m b r y o s  

h y b r i d i s e s  w i t h  t h e  L S P  p r o b e ,  t h e r e  i s  n o  h y b r i d i s a t i o n  

w i t h  t h e  CAT  p r o b e .  5 ng  o f  CAT  DNA on  t h e  same f i l t e r  

h y b r i d i s e s  s t r o n g l y  w i t h  t h e  CAT  p r o b e ,  c o n f i r m i n g  t h a t  

t h e  p r o b e  w as  r a d i o l a b e l l e d  t o  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  

a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  t o  t h a t  o f  t h e  L S P  p r o b e ;  t h i s  

i n d i c a t e s  t h a t  a n y  CAT  s e q u e n c e s  t h a t  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  

DNA w o u l d  h a v e  b e e n  d e t e c t e d .  F i g u r e  4 . 2 b  s h o w s  t h a t  when  

w i l d  t y p e  f e m a l e s  a r e  m a t e d  w i t h  C A T - b e a r i n g  m a l e s ,  t h e
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C A T  g e n e  r e p l i c a t e s  as e x p e c t e d .  In t h i s  c a s e  h a l f  t h e 

D N A  in t h e  d e v e l o p i n g  e m b r y o  is d e r i v e d  f r o m  t h e  m a l e  

p r o n u c l e u s  a n d  s i m i l a r  h y b r i d i s a t i o n  s i g n a l s  c a n  be s e e n  

w i t h  t h e  L S P  a n d  C A T  p r o b e s .  A s i m i l a r  s i g n a l  is a l s o  

s e e n  w i t h  L S P  a n d  C A T  w h e n  h o m o z y g o u s  g n u  f e m a l e s  a r e  

m a t e d  w i t h  C A T - b e a r i n g  m a l e s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  m a l e  

p r o n u c l e u s  d o e s  r e p l i c a t e .  T h i s  p r o v i d e s  s t r o n g  e v i d e n c e  

t h a t  G N U  e g g s  c a n  be f e r t i l i z e d ,  a n d  t h a t  w h e n  t h e y  are, 

t h e  s p e r m  p r o n u c l e u s  d o e s  r e p l i c a t e  in t h e  embryo. On the 

b a s i s  o f  t h i s  r e s u l t  it c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  G N U  e g g s  d o  

not r e q u i r e  f e r t i l i z a t i o n  for D N A  r e p l i c a t i o n  to be 

a c t i v a t e d ,  but a r e  a b l e  to be f e r t i l i z e d ,  in w h i c h  c a s e  

the m a l e  a n d  f e m a l e  g e n o m e s  b o t h  r e p l i c a t e .

F i g u r e  4 .2  a l s o  s h o w s  t h a t  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  DNA i n  

t h e s e  G N U  e m b r y o s  i s  m u c h  l e s s  t h a n  t h a t  i n  t h e  t h e  w i l d  

t y p e  e m b r y o s .  I n  e a c h  c a s e  t h e  e m b r y o s  w e r e  a g e d  b e t w e e n  

19  a n d  24 h o u r s .  T h i s  r e s u l t ,  r e p e a t e d  i n  a l l  s u c h  b l o t s  

( s e e ,  f o r  e x a m p l e ,  F i g u r e  4 . 5 ) ,  i m p l i e s  t h a t  G N U  e m b r y o s  

a r r e s t  w i t h  a r e d u c e d  D N A  c o n t e n t  when  c o m p a r e d  w i t h  t h e  

a m o u n t  o f  D N A  i n  w i l d  t y p e  e m b r y o s  a t  t h e  e n d  o f  

e m b r y o g e n e s i s .  T h e  c o u r s e  o f  G N U  d e v e l o p m e n t  s u g g e s t s  

t h a t  n u c l e i  r e a c h  m a x im u m  s i z e  a t  a b o u t  8 h o u r s  p o s t ­

l a y i n g  ( d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3 ) .  B y  e i g h t  h o u r s  o f  w i l d  

t y p e  d e v e l o p m e n t ,  a l l  r a p i d  n u c l e a r  d i v i s i o n  h a s  b e e n  

c o m p l e t e d  f o r  s e v e r a l  h o u r s ,  b u t  t h e  n u c l e i  a r e  d e s t i n e d  

t o  d i v i d e  t h r e e  o r  f o u r  m o r e  t i m e s  d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s ,  

a n d  i t  may  b e  t h e s e  e x t r a  r o u n d s  o f  r e p l i c a t i o n  t h a t  

a c c o u n t  f o r  t h e  g r e a t e r  a m o u n t  o f  D N A  f o u n d  i n  w i l d  t y p e
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F i g u r e  4 . 2

T h e  M a l e  P r o n u c l e u s  D o e s  R e p l i c a t e  i n  GNCJ E g g s

D N A  was  i s o l a t e d  f r o m  e m b r y o s ,  i m m o b i l i s e d  o n t o  

n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s ,  a n d  h y b r i d i s e d  w i t h  o l i g o - l a b e l l e d  

f r a g m e n t s  f r o m  p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  t h e  D r o s o p h i l a  l a r v a l  

s e r u m  p r o t e i n  l a  g e n e  ( L S P )  o r  t h e  b a c t e r i a l  

c h l o r a m p h e n i c o l  a c e t y l  t r a n s f e r a s e  g e n e  (CAT) ( s e e  

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .

a .  DNA i s o l a t e d  f r o m  e m b r y o s  f r o m  a c r o s s  b e t w e e n  w i l d  

t y p e  (WT) o r  g n u / q n u  ( g n u )  f e m a l e s  a n d  m a l e s  n o t  c a r r y i n g  

t h e  CAT  g e n e .  T h e  DNA f r o m  250  e m b r y o s  was  d i v i d e d  i n t o  

t w o  e q u a l  p a r t s  a n d  p r o b e d  w i t h  L S P  o r  CAT .  T h e r e  i s  no  

h y b r i d i s a t i o n  o f  e i t h e r  e m b r y o  DNA w i t h  t h e  CAT  p r o b e ,  

d e m o n s t r a t i n g  t h e  a b s e n c e  o f  CAT  s e q u e n c e s  i n  t h e  g enom e  

o f  w i l d  t y p e  o r  GNU e m b r y o s .  The  ' P l a s m i d '  c o n t r o l  i s  5ng  

of the p a r e n t a l  p l a s m i d  f r o m  w h i c h  e a c h  p r o b e  was 

i s o l a t e d .  T h e  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  d e g r e e s  of 

h y b r i d i s a t i o n  of the L S P  a n d  C A T  p r o b e s  s h o w s  t h a t  b o t h  

p r o b e s  w e r e  of e q u i v a l e n t  s p e c i f i c  a c t i v i t y .

b. D N A  i s o l a t e d  f r o m  e m b r y o s  f r o m  a c r o s s  b e t w e e n  w i l d  

t y p e  (WT) or g n u / q n u  (gnu) f e m a l e s  a n d  m a l e s  b e a r i n g  the 

C A T  g e n e  (see M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ,  S e c t i o n  2 . 2 ) .  T h e  

D N A  f r o m  200  e m b r y o s  (upp e r  b a n d  in e a c h  pair) a n d  300 

e m b r y o s  ( l o w e r  b a n d  in e a c h  pair), w a s  d i v i d e d  i n t o  t w o  

e q u a l  p a r t s  a n d  p r o b e d  w i t h  the L S P  a n d  C A T  p r o b e s .  T h e 

C A T  p r o b e  h y b r i d i s e s  w i t h  D N A  f r o m  b o t h  t y p e s  of e m b r y o ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  DNA d e r i v e d  f r o m  the m a l e  is r e p l i c a t e d  in 

b o t h  w i l d  t y p e  e m b r y o s  a n d  G N U  e m bryos.



F i g u r e  4 . 2

L S P  C A T

a
gnu

WT

Plasmid

WT

96



e m b r y o s  t h a n  in G N U  e m b r y o s .

4 . 4  g n u  R e s t o r e s  D i p l o i d y  t o  Some E m b r y o s  E x p e c t e d  t o  b e  

H a p l o i d

T h e  o b s e r v a t i o n  d e s c r i b e d  a b o v e ,  t h a t  u n f e r t i l i z e d  GNU 

e g g s  d e v e l o p  g i a n t  n u c l e i ,  l e a d s  t o  t h e  i d e a  t h a t  t h e  

c y t o p l a s m  o f  t h e  GNU e m b r y o  may p r o v i d e  a ' r e p l i c a t i v e  

e n v i r o n m e n t '  i n  w h i c h  n o r m a l  r e p r e s s i o n  o f  DNA r e p l i c a t i o n  

i s  l i f t e d .  In  C h a p t e r  3 i t  was  d e s c r i b e d  how t h e  p o l a r  

b o d i e s  o f  GNU e m b r y o s ,  a s  w e l l  a s  t h e  p r o n u c l e u s ,  

r e p l i c a t e  t o  f o r m  g i a n t  n u c l e i ,  w h e r e a s  i n  w i l d  t y p e  

e m b r y o s  t h e  p o l a r  b o d i e s  n e v e r  s h o w  a n y  s i g n s  o f  

r e p l i c a t i o n  e v e n  when  t h e  c l e a v a g e  n u c l e i  h a v e  b e e n  

t h r o u g h  many  r o u n d s  o f  d i v i s i o n .  T h i s  o b s e r v a t i o n  c l e a r l y  

f i t s  w e l l  w i t h  t h e  i d e a  o f  a  r e p l i c a t i v e  e n v i r o n m e n t .  I n  

o r d e r  t o  t e s t  t h i s  i d e a  f u r t h e r  t h e  g n u  m u t a t i o n  was  

c o m b i n e d  i n  t h e  m a t e r n a l  g enom e  w i t h  t h e  X - l i n k e d  f e m a l e  

s t e r i l e  m u t a t i o n  mh ( G a n s  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  S a n t a m a r i a  a n d  

G a n s ,  1 9 8 0 :  a l s o  c a l l e d  f s (  1 ) 1 1 8 2 ) .  E m b r y o s  f r o m  f e m a l e s  

h o m o z y g o u s  f o r  mh ( r e f e r r e d  t o  h e r e  a s  MH e m b r y o s )  a r e  

h a p l o i d  e v e n  t h o u g h  t h e y  d o  r e q u i r e  f e r t i l i z a t i o n  i n  o r d e r  

t o  b e g i n  c l e a v a g e .  C y t o l o g i c a l  a n d  g e n e t i c  a n a l y s i s  h a s  

s how n  t h a t  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  d o e s  n o t  p a r t i c i p a t e  i n  

s y n g a m y ,  a n d  t h a t  t h e  f e m a l e  p r o n u c l e u s  a l o n e  i s  t h e  

s o u r c e  o f  t h e  h a p l o i d  c l e a v a g e  n u c l e i  ( Z a l o k a r  e t  a l . ,

1 9 7 5 ;  S a n t a m a r i a  a n d  G a n s ,  1 9 8 0 ) .  F e m a l e s  w e r e  

c o n s t r u c t e d  t h a t  w e r e  h o m o z y g o u s  f o r  b o t h  g n u  a n d  mh ( s e e
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F i g u r e  4 .3  f o r  t h e  g e n e t i c  s c h e m e )  i n  o r d e r  t o  t e s t  

w h e t h e r  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s ,  u n a b l e  t o  d e v e l o p  i n  t h e  

c y t o p l a s m  o f  a n  MH e m b r y o ,  w o u l d  r e p l i c a t e  when  t h e  g n u  

g e n e  i s  a l s o  m u t a t e d .  I  h a v e  c o n f i r m e d  t h a t  t h e  MH 

e m b r y o s  a r e  c y t o l o g i c a l i y  h a p l o i d .  F i g u r e  4 .4  s h o w s  

m i t o s e s  i n  a  w i l d  t y p e  c l e a v a g e  e m b r y o ,  a n d  t h o s e  f r o m  a n  

MH e m b r y o .  A c o m p a r i s o n  o f  t h e s e  m i t o s e s  c l e a r l y  

i n d i c a t e s  t h a t  t h e  n u c l e i  i n  m u t a n t  e m b r y o s  h a v e  f e w e r  

c h r o m o s o m e s ,  a l t h o u g h  t h e  p l a n e  o f  f o c u s  i s  t o o  n a r r o w  t o  

a l l o w  t h e  e x a c t  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e s  t o  be  c o u n t e d  f r o m  a 

p h o t o g r a p h .  H o w e v e r ,  b y  f o c u s s i n g  u p  a n d  down w i t h  t h e  

m i c r o s c o p e ,  i t  c a n  b e  c o n f i r m e d  t h a t  t h e s e  e m b r y o s  a r e  

h a p l o i d  d u r i n g  c l e a v a g e .  MH e m b r y o s  i n v a r i a b l y  d i e  l a t e r  

d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s .

F i g u r e  4 . 5  s h o w s  t h e  r e s u l t  o f  a n  e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  

f e m a l e s  h o m o z y g o u s  f o r  b o t h  mh a n d  g n u  w e r e  c r o s s e d  w i t h  

C A T - b e a r i n g  m a l e s  a n d ,  i n  t h e  s am e  w ay  a s  w i t h  t h e  

e x p e r i m e n t  d e s c r i b e d  i n  S e c t i o n  4 . 3 ,  DNA f r o m  t h e  

r e s u l t i n g  e m b r y o s  w a s  h y b r i d i s e d  w i t h  a n  L S P  p r o b e  a n d  a  

CAT  p r o b e .  F i g u r e  4 . 5 a  d e m o n s t r a t e s  t h a t ,  a s  e x p e c t e d ,  

t h e  m a l e  g enom e  ( s p e c i f i c a l l y ,  t h e  CAT  g e n e ,  p r e s e n t  o n l y  

i n  t h e  m a l e  g en om e )  i s  s i g n i f i c a n t l y  u n d e r - r e p l i c a t e d  i n  

e m b r y o s  r e s u l t i n g  f r o m  a  c r o s s  b e t w e e n  f e m a l e s  h o m o z y g o u s  

f o r  mh a l o n e  a n d  C A T - b e a r i n g  m a l e s .  H o w e v e r  when  C A T -  

b e a r i n g  m a l e s  a r e  m a t e d  t o  f e m a l e s  h o m o z y g o u s  f o r  mh a n d  

g n u , t h e  r e s u l t i n g  e m b r y o s ,  w h i c h  r e s e m b l e  n o r m a l  GNU 

e m b r y o s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  r e p l i c a t e  m a l e  d e r i v e d  DNA t o  

a p p r o x i m a t e l y  t h e  same  e x t e n t  a s  f e m a l e  d e r i v e d  DNA
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F i g u r e  4 . 3

G e n e t i c  S c h e m e  f o r  t h e  P r o d u c t i o n  o f  P e a a l e s  h o m o z y g o u s

for b o t h  m h  a n d  g n u

A l l  g e n e t i c  m a r k e r s  a n d  b a l a n c e r  c h r o m o s o m e s  a r e  a s  

d e s c r i b e d  i n  L i n d s l e y  a n d  G r e l l  ( 1 9 6 8 ) .  T h e  m u l t i p l y  

b a l a n c e d  s t o c k ,  B a s c / B a s c ;  Bw /CyO ;  S b / T M 2 ,  w a s  t h e  g i f t  o f  

K. K a r e s s  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ,  S e c t i o n  2 . 2 ) .



Figure 4.3

B a s e  B w  Sb v v + + g n u--x — . — cfcT
--- ---—  Bsy + tm3

m h  + + „  „ + + g n u— -66 X — — cfcT
F M 3  + + B S Y + T M 3

+ C A T  +
-  ; --- ? -<
Y C A T  +

C o l l e c t  e m b r y o s
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F i g u r e  4 . 4

A n a p h a s e  C h r o a o s o n e s  f r o m  W i l d  T y p e  a n d  MH E m b r y o s

W i l d  t y p e  (WT) a n d  MH (mh) e m b r y o s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  

H o e c h s t  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .  A l t h o u g h  t h e  f o c a l  

p l a n e  i s  t o o  n a r r o w  t o  c o u n t  t h e  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e  a r m s  

i n  t h e  a n a p h a s e  f i g u r e s  s h o w n ,  i t  i s  s e e n  t h a t  t h e  f i g u r e s  

f r o m  t h e  MH e m b r y o s  h a v e  f e w e r  t h a n  t h o s e  i n  w i l d  t y p e  

e m b r y o s .  C a r e f u l  o b s e r v a t i o n  o f  s i m i l a r  f i g u r e s  r e s u l t s  

i n  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  MH e m b r y o s  a r e  h a p l o i d .  T h e  b a r s  

r e p r e s e n t  lOpim.



F i g u r e  4 . 4
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( F i g u r e  4 . 5 b ) .  I t  s h o u l d  be  n o t e d  t h a t  t h e r e  i s  some w e a k  

h y b r i d i s a t i o n  w i t h  t h e  C A T  p r o b e  i n  F i g u r e  4 . 5 a  w h i c h  i s  

u n e x p e c t e d  a s  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  i s  know n  n o t  t o  u n d e r g o  

c l e a v a g e  i n  MH e m b r y o s .  T h i s  c o u l d  be  d u e  t o  b a c k g r o u n d  

n o n - s p e c i f i c  h y b r i d i s a t i o n ;  h o w e v e r  s u c h  b a c k g r o u n d  h a s  

b e e n  f o u n d  t o  b e  v e r y  l o w  o v e r  a n u m b e r  o f  s i m i l a r  b l o t s  

( s e e ,  f o r  e x a m p l e ,  F i g u r e  4 . 2 a ) .  A n o t h e r  p o s s i b l e  

e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  t h i s  m e t h o d  i s  s e n s i t i v e  e n o u g h  t o  

d e t e c t  t h e  s i n g l e  h a p l o i d  n u c l e u s  p e r  e m b r y o  t h a t  i s  

e x p e c t e d  t o  c a r r y  t h e  CAT  g e n e  ( t h e  m a l e  p r o n u c l e u s ) .  

H o w e v e r ,  when  D N A  p r e p a r e d  f r o m  u n f e r t i l i z e d  w i l d  t y p e  

e g g s  ( c o n t a i n i n g  o n l y  t h e  f o u r  h a p l o i d  m e i o t i c  p r o d u c t s )  

i s  p r o b e d  w i t h  s i m i l a r  p r o b e s ,  t h e  s i g n a l  o b t a i n e d  i s  much 

w e a k e r  t h a t  t h a t  s e e n  i n  F i g u r e  4 . 5 a  ( s e e  F i g u r e  4 . 5 c ) ,  

w h i c h  m a k e s  t h i s  e x p l a n a t i o n  s e em  u n l i k e l y .  P e r h a p s  t h e  

m o s t  p r o b a b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  s m a l l  a m o u n t  o f  CAT  

h y b r i d i s a t i o n  i n  F i g u r e  5 a ,  i s  t h a t  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  

d o e s  r e p l i c a t e  t o  a  s m a l l  e x t e n t  i n  M H  e m b r y o s ,  e v e n  

t h o u g h  i t  a l m o s t  c e r t a i n l y  d o e s  n o t  d i v i d e .  T h e  

c y t o l o g i c a l  a n d  g e n e t i c  t e c h n i q u e s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

h a p l o i d y  i n  t h e s e  e m b r y o s  ( Z a l o k a r  e t  a l . , 1 9 7 5 ;  S a n t a m a r i a  

a n d  G a n s ,  1 9 8 0 )  a r e  u n a b l e  t o  a d d r e s s  t h e  q u e s t i o n  o f  

w h e t h e r  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  r e p l i c a t e s ,  o n l y  d e m o n s t r a t i n g  

t h a t  i t  c a n n o t  p a r t i c i p a t e  i n  c l e a v a g e .  T h e  i m p o r t a n t  

p o i n t  t o  n o t e  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  i s  t h e  c l e a r  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  r a t i o  o f  L S P : C A T  h y b r i d i s a t i o n  b e t w e e n  M H  e m b r y o s  

a n d  M H ; G N U  e m b r y o s .  T h i s ,  t h e n ,  i s  a f u r t h e r  e x a m p l e  

w h e r e  a n u c l e u s  t h a t  w o u l d  n o t  n o r m a l l y  r e p l i c a t e  ( o r
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The Male Pronucleus Replicates in MH;GNU Eggs

a .  DNA w as  i s o l a t e d  f r o m  3 b a t c h e s  o f  e m b r y o s  ( 0 - 2 4  h o u r s  

o l d )  f r o m  a c r o s s  b e t w e e n  mh/mh f e m a l e s  a n d  m a l e s  b e a r i n g  

t h e  C A T  g e n e  ( 4 0 0 ,  4 0 0 ,  a n d  300 e m b r y o s ,  f r o m  t o p  t o  

b o t t o m ) .  The  D N A  s a m p l e s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  tw o  e q u a l  

p a r t s ,  a n d  p r o b e d  w i t h  L S P  a n d  CAT .  O n l y  a s m a l l  a m o u n t  

o f  h y b r i d i s a t i o n  i s  s e e n  w i t h  t h e  C A T  g e n e  c o m p a r e d  t o  t h e  

L S P  g e n e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  m a l e  d e r i v e d  D N A  i s  

c o n s i d e r a b l y  l e s s  r e p l i c a t e d  t h a n  f e m a l e  d e r i v e d  DNA.

b .  DNA w a s  i s o l a t e d  f r o m  3 b a t c h e s  o f  e m b r y o s  ( 0 - 2 4  h o u r s  

o l d )  f r o m  a c r o s s  b e t w e e n  m h /m h ;g n u / g n u  f e m a l e s  a n d  m a l e s  

b e a r i n g  t h e  CAT  g e n e  ( 2 3 0 ,  1 6 0 ,  a n d  160  e m b r y o s  f r o m  t o p  

t o  b o t t o m ) .  T h e  DNA s a m p l e s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  t w o  e q u a l  

p a r t s ,  a n d  p r o b e d  w i t h  L S P  a n d  CAT.  E q u i v a l e n t  a m o u n t s  o f  

h y b r i d i s a t i o n  a r e  s e e n  w i t h  b o t h  p r o b e s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  

m a l e  d e r i v e d  D N A  i s  r e p l i c a t e d .

c .  DNA w a s  i s o l a t e d  f r o m  1 0 0  e g g s  l a i d  b y  v i r g i n  w i l d  t y p e  

f e m a l e s  ( U n f  WT) a n d  f r o m  100 e m b r y o s  f r o m  a c r o s s  b e t w e e n  

w i l d  t y p e  f e m a l e s  a n d  m a l e s  b e a r i n g  t h e  C A T  g e n e .  T h e  DNA 

w a s  d i v i d e d  i n t o  t w o  e q u a l  p a r t s ,  a n d  p r o b e d  w i t h  L S P  a n d  

CAT.  T h e  u n f e r t i l i z e d  w i l d  t y p e  e g g s  a r e  e x p e c t e d  o n l y  t o  

c o n t a i n  t h e  f o u r  p r o d u c t s  o f  f e m a l e  m e i o s i s ,  a n d  t h e  

h y b r i d i s a t i o n  i s  c o r r e s p o n d i n g l y  l o w .  T h e  CAT  g e n e  i s  

r e p l i c a t e d  i n  e m b r y o s  f r o m  w i l d  t y p e  f e m a l e s  c r o s s e d  w i t h  

m a l e  b e a r i n g  t h e  CAT  g e n e ,  a s  e x p e c t e d ,  s i n c e  t h e  m a l e  

p r o n u c l e u s  p a r t i c i p a t e s  i n  m i t o t i c  c l e a v a g e .

( S e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  f o r  p r o t o c o l s  a n d  s t o c k s . )
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p e r h a p s  w o u l d  u n d e r - r e p l i c a t e )  i n  a n  e m b r y o  -  i n  t h i s  c a s e  

t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  i n t r o d u c e d  i n t o  a n  e m b r y o  f r o m  a 

f e m a l e  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  mh m u t a t i o n  -  d o e s  when  t h e  g n u  

g e n e  i s  m u t a t e d .  T h i s  r e s u l t  a d d s  w e i g h t  t o  t h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  g n u  m u t a t i o n  c a u s e s  n o r m a l  r e p r e s s i o n  

o f  DNA r e p l i c a t i o n  t o  b e  l i f t e d  i n  GNU e m b r y o s .

4 . 5  U n f e r t i 1 i z e d  GNU E m b r y o s  C o n t a i n  C e n t r o s o m e s

T h e  f a c t  t h a t  u n i n s e m i n a t e d  GNU e g g s  d e v e l o p  a l l o w s  

t h e m  t o  be  u s e d  t o  a d d r e s s  t h e  q u e s t i o n  o f  w h a t  i s  t h e  

s o u r c e  o f  c e n t r o s o m e s  i n  t h e  d e v e l o p i n g  e m b r y o  -  a 

q u e s t i o n  t h a t  h a s  b e e n  o f  i n t e r e s t  t o  b i o l o g i s t s  f o r  many  

y e a r s .  B o v e r i  f o r m u l a t e d  a ' T h e o r y  o f  F e r t i l i z a t i o n '  i n  

w h i c h  h e  p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  m a t u r e  e g g  h a d  a l l  t h e  

c o m p o n e n t s  n e e d e d  f o r  e a r l y  d e v e l o p m e n t  e x c e p t  t h e  

c e n t r o s o m e ,  w h i c h  w a s  t h e  c r u c i a l  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  

s p e r m ,  a l l o w i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  f i r s t  m i t o t i c  s p i n d l e  

a n d  t h e r e f o r e  t h e  i n i t i a t i o n  o f  d e v e l o p m e n t  ( r e v i e w e d  i n  

W i l s o n ,  1 9 2 8 ) .  T h i s  t h e o r y  h a s  l a r g e l y  b e e n  a c c e p t e d  

s i n c e  t h e n ,  a l t h o u g h  t h e r e  a r e  e n o u g h  e x a m p l e s  t h a t  b r e a k  

B o v e r i ' s  r u l e  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  a n s w e r  t o  t h i s  

p r o b l e m  i s  n o t  s t r a i g h t f o r w a r d ,  a n d  t h a t  t h e r e  a r e  a l m o s t  

c e r t a i n l y  n o t  i n v a r i a n t  m e c h a n i s m s .  I n  D r o s o p h i l a , 

e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d i e s  h a v e  sh o w n  t h a t  t h e  

c e n t r i o l e s  d i s a p p e a r  f r o m  t h e  o o c y t e  d u r i n g  o o g e n e s i s  a n d  

t h a t  t h e  m e i o t i c  d i v i s i o n s  a r e  a c e n t r i o l a r  ( M a h o w a l d  a n d  

S t r a s s h e i m ,  1 9 7 0 ) .  T h e  f a t e  o f  t h e s e  c e n t r i o l e s  i s  n o t
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k n o w n ,  a l t h o u g h  i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e i r  c o m p o n e n t s  

d i s p e r s e  r a t h e r  t h a n  b r e a k d o w n .  C e n t r i o l e s  a r e  f o u n d  i n  

D r o s o p h i l a  s p e r m  a n d  t h e r e f o r e  a r e  p r o b a b l y  t r a n s p o r t e d  

i n t o  t h e  e g g  u p o n  f e r t i l i z a t i o n  ( S o n n e n b l i c k ,  1 9 5 0 ) .  T h u s  

D r o s o p h i l a  w o u l d  s e e m  t o  c o m p l y  w i t h  B o v e r i ' s  r u l e .

U s i n g  t h e  a n t i b o d y  a g a i n s t  D r o s o p h i l a  c e n t r o s o m e s ,  B x 6 3  

( d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3 ) ,  t o  i m m u n o s t a i n  u n f e r t i l i z e d  GNU 

e g g s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e y  h a v e  

c e n t r o s o m e s .  F i g u r e  4 .6  s h o w s  t h a t  t h e r e  a r e  i n d e e d  

c e n t r o s o m e s  i n  t h e s e  e m b r y o s ,  a n d  t h a t  t h e y  a r e  c a p a b l e  o f  

n u c l e a t i n g  a s t e r s  i n  a m a n n e r  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  

f e r t i l i z e d  GNU e m b r y o s  ( c o m p a r e  F i g u r e s  4 . 6  a n d  3 . 9 ) .  

C e n t r o s o m e s  a r e  n e v e r  f o u n d  i n  u n f e r t i l i z e d  w i l d  t y p e  

e m b r y o s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  b u t  i t  c a n  be  c o n c l u d e d  f r o m  

*  t h i s  r e s u l t  t h a t  t h e  u n f e r t i l i z e d  D r o s o p h i l a  e m b r y o  d o e s

h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  a  f u n c t i o n a l l y  a n d  

m o r p h o l o g i c a l l y  n o r m a l  c e n t r o s o m e  a n d  t h e r e f o r e  t h a t  t h e  

p r o v i s i o n  o f  a  c e n t r i o l e  b y  t h e  s p e r m  i s  n o t  o b l i g a t o r y .
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U n f e r t i l i z e d  GNU E g g s  C o n t a i n  C e n t r o s o z e s  a n d  A s t e r s

E g g s  f r o m  v i r g i n  g n u / q n u  f e m a l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  

s t a i n e d  f i r s t  w i t h  B x 6 3  a g a i n s t  c e n t r o s o m e s ;  s e c o n d ,  

r h o d a m i n e  c o n j u g a t e d  a n t i - m o u s e  I g G ;  t h i r d ,  Y L l / 2 ,  a g a i n s t  

t u b u l i n ;  a n d  f o u r t h ,  f l u o r o s c e i n  c o n j u g a t e d  a n t i - r a t  I g G  

( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ) .  T h e  c e n t r o s o m e  a n d  t u b u l i n  

s t a i n i n g  i n  o n e  o f  t h e s e  e g g s  i s  s h o w n .  T h r e e  c e n t r o s o m e s  

c a n  b e  s e e n  i n  t h e  f i e l d ,  a n d  t h e y  a l l  l i e  a t  t h e  c e n t r e  

o f  a m i c r o t u b u l e  a s t e r .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  

u n f e r t i l i z e d  GNU e g g  i s  a b l e  t o  f o r m  f u n c t i o n a l  

c e n t r o s o m e s .  T h e  b a r  r e p r e s e n t s  10um.
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4.6 DISCUSSION

T h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  c h a p t e r  o r i g i n a t e  

f r o m  t h e  u n e x p e c t e d  o b s e r v a t i o n  t h a t  u n f e r t i l i z e d  e g g s  

f r o m  f e m a l e s  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  g n u  m u t a t i o n  (GNU e g g s )  

d e v e l o p  g i a n t  n u c l e i  w h i c h  a r e  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  

t h o s e  s e e n  i n  f e r t i l i z e d  GNU e g g s .  T h i s  i s  i n  s h a r p  

c o n t r a s t  t o  u n f e r t i l i z e d  w i l d  t y p e  eggs,  i n  w h i c h  DNA 

s y n t h e s i s  i s  a r r e s t e d ,  a n d  t h e  f o u r  h a p l o i d  p r o d u c t s  o f  

m e i o s i s  s h ow  no  s i g n  o f  d e v e l o p m e n t .  I t  h a s  a l s o  b e e n  

sh o w n  t h a t  a l t h o u g h  t h e r e  i s  n o  r e q u i r e m e n t  f o r  

f e r t i l i z a t i o n  i n  GNU eggs,  i n s e m i n a t i o n  c a n  o c c u r ,  i n  

w h i c h  c a s e  t h e  s p e r m  n u c l e u s  d o e s  r e p l i c a t e .  F u r t h e r m o r e  

t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  r e p l i c a t e s  i n  e g g s  f r o m  f e m a l e s  t h a t  

a r e  h o m o z y g o u s  f o r  b o t h  t h e  f e m a l e  s t e r i l e  h a p l o i d  

m u t a t i o n ,  mh, a n d  g n u ;  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  i n  e g g s  f r o m  

f e m a l e s  h o m o z y g o u s  f o r  mh a l o n e  (MB  e g g s )  n e v e r  

p a r t i c i p a t e s  i n  c l e a v a g e  ( S a n t a m a r i a  a n d  G a n s ,  1 9 8 0 ) ,  a n d  

i s  s i g n i f i c a n t l y  u n d e r - r e p l i c a t e d  ( F i g u r e  4 . 5 ) .  F i n a l l y ,  

i t  h a s  b e e n  p o s s i b l e  t o  e x p l o i t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  

u n f e r t i l i z e d  GNU e g g s  t o  s h o w  t h a t  f u n c t i o n a l  c e n t r o s o m e s  

c a n  b e  f o r m e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  c o n t r i b u t i o n  f r o m  a 

s p e r m .

T h e s e  r e s u l t s  l e a d  t o  t h e  i d e a  t h a t  t h e  c y t o p l a s m  i n  

GNU e g g s  i s  a b l e  t o  s u s t a i n  DNA s y n t h e s i s  i n  i n a p p r o p r i a t e  

c i r c u m s t a n c e s .  T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  p o l a r  b o d i e s  i n  

GNU e g g s  f r e q u e n t l y  g i v e  r i s e  t o  g i a n t  n u c l e i  i s  f u r t h e r  

e v i d e n c e  f o r  t h i s  n o t i o n .  I n  w i l d  t y p e  e m b r y o s  t h e r e  i s
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no  t r a c e  o f  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  p o l a r  b o d i e s ,  e v e n  t h o u g h  

t h e y  o f t e n  p e r s i s t  t h r o u g h o u t  t h e  c l e a v a g e  s t a g e s  o f  

e m b r y o g e n e s i s ,  a n d  c a n  b e  c l e a r l y  s e e n  u n t i l  

c e l l u l a r i s a t i o n  o c c u r s  a f t e r  14 n u c l e a r  d i v i s i o n s  ( d a t a  

n o t  s h o w n ) .  I n  t h i s  c a s e  t h e r e  m u s t  b e  some  s p e c i f i c  

b l o c k  t o  p o l a r  b o d y  r e p l i c a t i o n  a s  t h e r e  a r e  p r e s u m a b l y  

s i g n a l s  i n  t h e  c y t o p l a s m  w h i c h  a r e  c a u s i n g  t h e  c l e a v a g e  

n u c l e i  t o  u n d e r g o  r e p l i c a t i o n  p a r a s y n c h r o n o u s 1 y  ( P o e  a n d  

A l b e r t s ,  1 9 8 3 ) .  T h e  m u t a n t  g n u  g e n e  i n  some w ay  o v e r r i d e s  

t h i s  r e p r e s s i o n .  S i m i l a r l y ,  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  

p r o n u c l e u s  ( a s  w e l l  a s  t h e  p o l a r  b o d i e s )  c a n  r e p l i c a t e  i n  

u n f e r t i l i z e d  GNU e g g s  i m p l i e s  t h a t  t h e  g n u  m u t a t i o n  m u s t  

r e m o v e  t h e  s i g n a l s  t h a t  p r e v e n t  t h e  m e i o t i c  p r o d u c t s  f r o m  

r e p l i c a t i n g  i n  w i l d  t y p e  u n f e r t i l i z e d  e g g s .  A g a i n ,  t h e  

4  sam e  k i n d  o f  d e r e p r e s s i o n  a p p e a r s  t o  o c c u r  w hen  t h e  m a l e

p r o n u c l e u s  i s  a b l e  t o  r e p l i c a t e  i n  e g g s  f r o m  f e m a l e s  

h o m o z y g o u s  f o r  b o t h  mh a n d  g n u , w hen  i t  c a n n o t  i n  e g g s  

f r o m  f e m a l e s  h o m o z y g o u s  f o r  mh a l o n e .  T h u s ,  w i t h  t h r e e  

d i f f e r e n t  e x a m p l e s  o f  b l o c k e d  DNA s y n t h e s i s ,  i n  w h i c h  

t h e r e  i s  n o  r e a s o n  t o  b e l i e v e  t h a t  t h e  m e c h a n i s m  i s  t h e  

s a m e ,  t h e  g n u  m u t a t i o n  c a n  o v e r r i d e  t h e  r e p r e s s i o n .

T h e  d e v e l o p m e n t a l  a r r e s t  t h a t  o c c u r s  i n  u n f e r t i l i z e d  

w i l d  t y p e  e g g s  i s  common t o  m o s t  s p e c i e s  o f  s e x u a l l y  

r e p r o d u c i n g  o r g a n i s m s  (W e n t ,  1 9 8 2 ) .  U n d e r  n o r m a l  

c i r c u m s t a n c e s  t h e  e g g  i s  a c t i v a t e d  u p o n  f e r t i l i z a t i o n ,  a t  

w h i c h  t i m e  a  v a r i e t y  o f  b i o c h e m i c a l  a n d  m o r p h o l o g i c a l  

c h a n g e s  a l l o w  d e v e l o p m e n t  t o  b e g i n ,  b u t  t h e r e  a r e  e x a m p l e s  

o f  a c t i v a t i o n  o c c u r r i n g  b y  o t h e r  m e c h a n i s m s .  T h e  m o s t
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s t r i k i n g  c a s e  i s  t h a t  o f  p a r t h e n o g e n e s i s ,  w h i c h  c a n  be  

e i t h e r  n a t u r a l  o r  a r t i f i c i a l l y  i n d u c e d ,  i n  w h i c h  i t  i s  

c l e a r  t h a t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  e g g  m u s t  b e  t r i g g e r e d  b y  

some  s i g n a l  o t h e r  t h a n  t h e  s p e r m .  P a r t h e n o g e n e s i s  o c c u r s  

i n  a  w i d e  r a n g e  o f  s p e c i e s  a l t h o u g h  i t s  r a t e  a n d  t h e  

s i g n i f i c a n c e  i n  p o p u l a t i o n s  v a r i e s  e n o r m o u s l y .  M o r e o v e r ,  

many  u n f e r t i l i z e d  e g g s  c a n  b e  a r t i f i c i a l l y  a c t i v a t e d  u s i n g  

a  v a r i e t y  o f  t r e a t m e n t s  t h a t  p u t  t h e  e g g  u n d e r  s o m e  f o r m  

o f  s t r e s s  (W e n t ,  1 9 8 2 ) ;  some o f  t h e s e  a c t i v a t e d  e g g s  f o r m  

v i a b l e  m a t u r e  o r g a n i s m s ,  a n d  o t h e r s  d i e  l a t e r  d u r i n g  

d e v e l o p m e n t ,  b u t  t h e y  a l l  s e em  t o  o v e r c o m e  t h e  b l o c k s  t o  

DNA s y n t h e s i s  t h a t  n o r m a l l y  e x i s t  p r i o r  t o  f e r t i l i z a t i o n .  

I n  a d e t a i l e d  s t u d y  o f  t h e  H y m e n o p t e r a n ,  P i m p l a  

t u r i o n e l l a e , w h i c h  i s  f a c u l t a t i v e l y  p a r t h e n o g e n e t i c ,  W en t

( 1 9 8 2 )  h a s  s h o w n  t h a t  a c t i v a t i o n  i s  n o t  d e p e n d e n t  u p o n  

f e r t i l i z a t i o n ,  b u t  i n s t e a d  o h  t h e  m e c h a n i c a l  c o m p r e s s i o n  

t o  w h i c h  t h e  e g g  i s  s u b j e c t e d  a s  i t  p a s s e s  t h r o u g h  t h e  

o v i d u c t .  T h i s  c o m p r e s s i o n  c a n  b e  m i m i c k e d  a r t i f i c i a l l y  

a n d  e g g s  t r e a t e d  i n  t h i s  way  d e v e l o p  i n t o  m a t u r e  

o r g a n i s m s •

T h e r e  i s  o n l y  o n e  s p e c i e s  o f  D r o s o p h i l a  know n  i n  w h i c h  

p a r t h e n o g e n e s i s  a p p e a r s  t o  b e  t h e  s o l e  m e t h o d  o f  

r e p r o d u c t i o n  (EL m a n g a b e i r a i , T e m p l e t o n ,  1 9 8 3 ) ,  b u t  

t y c h o p a r t h e n o g e n e s i s  -  l o w  r a t e s  o f  • a c c i d e n t a l '  

p a r t h e n o g e n e s i s  -  o c c u r s  i n  a l l  s p e c i e s  o f  D r o s o p h i l a  

e x a m i n e d  ( S t a l k e r ,  1 9 5 4 ;  T e m p l e t o n ,  1 9 8 3 ) .  I n  D. 

m e l a n o g a s t e r , t h e  r a t e  i s  v e r y  l o w  (2  l a r v a e  d e v e l o p e d  

f r o m  m o re  t h a t  5 0 0 , 0 0 0  u n f e r t i l i z e d  e g g s ;  S t a l k e r ,  1 9 5 4 ) .
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N o t w i t h s t a n d i n g  t h i s  l o w  r a t e  o f  p a r t h e n o g e n e s i s  i t  i s  

c l e a r  t h a t  t h e  a c t i v a t i o n  o f  t h e  D r o s o p h i l a  e g g  i s  n o t  a 

s i m p l e  o n e  s t a g e  p r o c e s s ,  a n d  t h a t  t h e  f i r s t  p a r t  o f  t h i s  

a c t i v a t i o n  i s  n o t  i n  f a c t  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  s p e r m .  D o a n e  

( 1 9 6 0 )  s h o w e d  t h a t  t h e  p r e v i o u s l y  a c c e p t e d  b e l i e f  t h a t  t h e  

u n f e r t i l i z e d  e g g  i s  b l o c k e d  a t  m e i o s i s  I  ( l i k e  t h e  

d e v e l o p i n g  o o c y t e )  i s  w r o n g :  i n s t e a d  t h e  e g g  h a s  c l e a r l y  

c o m p l e t e d  b o t h  r o u n d s  o f  m e i o s i s .  M a h o w a l d  e t  a l .  ( 1 9 8 1 )  

c o n f i r m e d  t h i s  o b s e r v a t i o n ,  b u t  a l s o  s h o w e d  t h a t  s e v e r a l  

o t h e r  c h a n g e s  p r e v i o u s l y  b e l i e v e d  t o  b e  d e p e n d e n t  u p o n  

f e r t i l i z a t i o n ,  a l s o  o c c u r  i n  u n f e r t i l i z e d  e g g s .  T h e s e  

c h a n g e s  d o  n o t  o c c u r  i n  m a t u r e  o o c y t e s ,  e v e n  w hen  t h e y  a r e  

r e t a i n e d  b y  t h e  f e m a l e  f o r  15 d a y s ,  b u t  c a n  b e  

a r t i f i c i a l l y  t r i g g e r e d  i n  t h e s e  o o c y t e s  i f  t h e y  a r e  

•  e x p l a n t e d  a n d  t r e a t e d  i n  a  h y p o t o n i c  s o l u t i o n .  T h u s  i t

a p p e a r s  t h a t  many  o f  t h e  p r o c e s s e s  o f  a c t i v a t i o n ,  e v e n  i n  

D r o s o p h i l a  w h i c h  s h o w s  v e r y  l i t t l e  p a r t h e n o g e n e s i s ,  a r e  

t r i g g e r e d  b y  o v i p o s i t i o n  r a t h e r  t h a n  b y  i n s e m i n a t i o n .  

H o w e v e r  t h e  f a c t  t h a t  t h e  f o u r  h a p l o i d  p r o d u c t s  o f  m e i o s i s  

I I  a r e  t h e n  a r r e s t e d  i n  u n f e r t i l i z e d  e g g s ,  d e m o n s t r a t e s  

t h a t  t h e r e  r e m a i n  a t  l e a s t  some  b l o c k s  t o  DNA s y n t h e s i s .

I t  a p p e a r s  t o  b e  t h e s e  b l o c k s  t h a t  t h e  g n u  m u t a t i o n  

a f f e c t s .

T h e  g n u  m u t a t i o n  i s  a b l e  t o  r e m o v e  t h e  b l o c k  t h a t  

e x i s t s  t o  t h e  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  i n  MH 

e m b r y o s .  T h e  n a t u r e  o f  t h e  mh m u t a t i o n  i s  n o t  c l e a r .  I t  

h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  d i p l o i d  n u c l e i  i n j e c t e d  i n t o  t h e  

u n f e r t i l i z e d  MH e g g  c a u s e  t h e  e g g  t o  d e v e l o p  t o  a t  l e a s t
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l a r v a l  s t a g e s  ( S a n t a m a r i a ,  1 9 8 3 ) ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e  

c y t o p l a s m  o f  t h e s e  e g g s  h a v e  a l l  t h e  c o m p o n e n t s  r e q u i r e d  

f o r  n o r m a l  d e v e l o p m e n t  f r o m  a  d i p l o i d  n u c l e u s .  T h e  

m u t a t i o n  s h o w s  n o  z y g o t i c  e f f e c t s  ( G a n s  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  

Z a l o k a r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) :  t h e  g e n o t y p e  o f  t h e  s p e r m  d o e s  n o t  

e f f e c t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  e m b r y o ,  a n d  h o m o z y g o u s  

a d u l t s  f r o m  h e t e r o z y g o u s  m o t h e r s  s h o w  no  d e f e c t s  o t h e r  

t h a n  f e m a l e  s t e r i l i t y .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  

t h e  p r i m a r y  l e s i o n  i n  t h e  mh m u t a t i o n  c o n c e r n s  t h e  a b i l i t y  

o f  t h e  e g g  t o  f o r m  t h e  f i r s t  m i t o t i c  s p i n d l e  w i t h  t h e  

i n c o m i n g  s p e r m ,  a n d  t h a t  i t  i s  o n l y  t h e  h a p l o i d y  o f  t h e  

c l e a v a g e  n u c l e i  t h a t  c a u s e s  t h e  e m b r y o s  t o  d i e .  The  

r e s u l t s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  c h a p t e r  s h o w  t h a t  t h e  s p e r m  

p r o n u c l e u s ,  h a v i n g  b e e n  l e f t  o u t  o f  t h e  f i r s t  m i t o t i c  

d i v i s i o n ,  d o e s  n o t  r e p l i c a t e  ( o r  s i g n i f i c a n t l y  u n d e r ­

r e p l i c a t e s ) ,  w h i c h  i m p l i e s  t h a t  a s  w e l l  a s  f a i l i n g  t o  

a l l o w  t h e  s p e r m  t o  p a r t i c i p a t e  i n  s y n g a m y ,  t h e  MH e g g  i s  

u n a b l e  t o  d e r e p r e s s  t h e  s p e r m  DNA s y n t h e s i s .

T h e  r e s u l t s  d i s c u s s e d  a b o v e  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  a  m o d e l  

i n  w h i c h  a l l  t h e  h a p l o i d  n u c l e i  i n  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  

a r e  b l o c k e d  i n  DNA r e p l i c a t i o n ,  a f t e r  t h e  e g g  h a s  b e e n  

i n i t i a l l y  a c t i v a t e d  b y  o v i p o s i t i o n ,  a n d  t h a t  t h i s  b l o c k  i s  

o n l y  l i f t e d  f r o m  a n u c l e u s  w h i c h  p a r t i c i p a t e s  i n  t h e  f i r s t  

m i t o t i c  s p i n d l e .  I f  t h i s  w a s  t h e  c a s e ,  t h e  p o l a r  b o d i e s  

w o u l d  n e v e r  r e p l i c a t e ,  n o r  w o u l d  a n y  n u c l e i  i n  

u n f e r t i l i z e d  e g g s ,  n o r  w o u l d  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  t h a t  h a s  

f a i l e d  i n  s y n g a m y  i n  a n  MH e g g .  A d e f e c t  i n  t h i s  p r o c e s s  

w o u l d  be  e x p e c t e d  t o  g i v e  t h e  s am e  p a t t e r n  o f  d e r e p r e s s i o n

114



o f  r e p l i c a t i o n  t h a t  o c c u r s  i n  t h e  g n u  m u t a t i o n .  C l e a r l y  

t h i s  m o d e l  i s  h y p o t h e t i c a l ,  b u t  i t  d o e s  f i t  t h e  

o b s e r v a t i o n s  d e s c r i b e d ,  a s  w e l l  a s  b e i n g  c o n s i s t e n t  w i t h  

w h a t  l i t t l e  k n o w l e d g e  t h e r e  i s  a b o u t  e g g  a c t i v a t i o n .  I t  

d o e s  n o t  e x p l a i n  why t h e  g n u  m u t a t i o n  s h o u l d  c a u s e  t h e  

f o r m a t i o n  o f  g i a n t  n u c l e i ,  r a t h e r  t h a n  j u s t  a c t i v a t i n g  

c l e a v a g e ,  a n d  t h i s  p o i n t  w i l l  be  f u r t h e r  d i s c u s s e d  i n  

C h a p t e r  6.

T h e  m o d e l  p r o p o s e d  c a n  b e  t e s t e d  f u r t h e r  b y  l o o k i n g  a t  

t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  g n u  a n d  h a p l o i d  m u t a t i o n s  o t h e r  

t h a n  mh ( d e s c r i b e d  i n  G a n s  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  Z a l o k a r  e t  a l . ,  

1 9 7 5 ) ,  i n  t h e  same w ay  a s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  h e r e .  T h e s e  

i n t e r a c t i o n s  w i l l  be  t e s t e d  i n  t h e  f u t u r e .  T h e r e  a l s o  

e x i s t s  a  m a l e  s t e r i l e  m u t a t i o n  m s ( 3 ) K 8 1  ( F u y a m a ,  1 9 8 4 ) ,  

w h i c h  w i l l  be  s i m i l a r l y  e x a m i n e d .  S p e rm  f r o m  m a l e s  

h o m o z y g o u s  f o r  m s ( 3 ) K 8 1  a r e  a b l e  t o  a c t i v a t e  e g g s ,  b u t  

u n a b l e  t o  t a k e  p a r t  i n  s y n g a m y ,  t h e r e b y  i n d u c i n g  c l e a v a g e  

o f  t h e  f e m a l e  p r o n u c l e u s  a n d  s u b s e q u e n t  h a p l o i d  

d e v e l o p m e n t .  The  g e n o t y p e  o f  t h e  f e m a l e  d o e s  n o t  a f f e c t  

t h e  p h e n o t y p e  o f  e m b r y o s  f e r t i l i z e d  b y  a m u t a n t  s p e r m ,  s o  

t h e  s i t u a t i o n  c a n  b e  s e e n  a s  c o m p l e m e n t a r y  t o  t h e  f e m a l e  

s t e r i l e  h a p l o i d  m u t a t i o n s  s u c h  a s  mh. I t  w i l l  be 

i n t e r e s t i n g  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  D N A  f r o m  t h i s  s p e r m ,  

d e f e c t i v e  i n  s y n g a m y ,  i s  c a p a b l e  o f  r e p l i c a t i o n  i n  G N U  

e g g s .

T h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  f u n c t i o n a l  c e n t r o s o m e s  c a n 

d e v e l o p  in u n f e r t i l i z e d  G N U  e m b r y o s  is i n t r i g u i n g  as it 

p r o v i d e s  e v i d e n c e  a b o u t  a v e r y  g e n e r a l  p r o b l e m  in b i o l o g y .
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S i n c e  B o v e r i  f o r m u l a t e d  h i s  ' T h e o r y  o f  F e r t i l i z a t i o n '  ( s e e  

W i l s o n ,  1 9 2 8 )  i t  h a s  l a r g e l y  b e e n  a c c e p t e d  t h a t  t h e  

c e n t r i o l e  i n  t h e  c l e a v a g e  e m b r y o  i s  c o n t r i b u t e d  b y  t h e  

s p e r m .  H o w e v e r  t h e r e  i s  m uch  e v i d e n c e  t o  s h ow  t h a t  t h i s  

i s  n o t  t h e  c a s e  i n  a l l  s p e c i e s ,  a n d  e v e n  t h a t  a s i n g l e  

s p e c i e s  d o e s  n o t  a l w a y s  u s e  t h e  same  m e c h a n i s m  ( s e e ,  f o r  

e x a m p l e  W i l s o n ,  1 9 2 8 ;  S c h a t t e n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  An e x a m p l e  

o f  t h i s  l a t t e r  c a s e  o c c u r s  i n  o r g a n i s m s  i n  w h i c h  

t y c h o p a r t h e n o g e n e s i s  o c c u r s ,  i n c l u d i n g  D r o s o p h i l a .  T h e  

m e i o t i c  d i v i s i o n s  i n  D r o s o p h i l a  a r e  a c e n t r i o l a r  

( S o n n e n b l i c k ,  1 9 5 0 ;  M a h o w a l d  a n d  S t r a s s h e i m ,  1 9 7 0 ) ,  a n d  a 

c e n t r i o l e ,  w h i c h  i s  b e l i e v e d  t o  e n t e r  t h e  e g g  u p o n  

f e r t i l i z a t i o n ,  c a n  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  s p e r m  ( S o n n e n b l i c k ,  

1 9 5 0 ) .  H o w e v e r ,  i n  t h e  r a r e  c a s e s  o f  p a r t h e n o g e n e s i s  t h a t  

d o  o c c u r ,  t h e  c e n t r i o l e  i s  o b v i o u s l y  n o t  p r o v i d e d  b y  a 

s p e r m .  S i m i l a r l y ,  c e n t r o s o m e s  w e r e  f o u n d  i n  u n f e r t i l i z e d  

s e a  u r c h i n  e g g s  t h a t  h a d  b e e n  a r t i f i c i a l l y  a c t i v a t e d  

( D i r k s e n ,  1 9 6 1 )  -  a n o t h e r  o r g a n i s m  t h a t  g e n e r a l l y  a d h e r e s  

t o  B o v e r i ' s  r u l e .

One p o s s i b l e  s o u r c e  o f  c o n f u s i o n  a b o u t  t h i s  i s s u e  i s  

t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  c e n t r i o l e  a n d  t h e  c e n t r o s o m e .  

T h e  c e n t r i o l e  i s  a c h a r a c t e r i s t i c a l l y - s t r u c t u r e d  o r g a n e l l e  

m ad e  o f  t u b u l i n  w h i c h  i s  u s u a l l y  f o u n d  a t  t h e  c e n t r e  o f  

c e n t r o s o m e s ,  b u t  w h i c h  i s  n o t  o b l i g a t o r y  f o r  s p i n d l e  p o l e  

f o r m a t i o n ,  a n d  w h o s e  r o l e  i n  m i c r o t u b u l e  n u c l e a t i o n  d u r i n g  

m i t o s i s  i s  u n c l e a r .  T h e  c e n t r o s o m e  i s  t h e  l a r g e r ,  l e s s  

o r d e r e d  b o d y  t h a t  i s  s e e n  a s  a n  a m o r p h o u s ,  e l e c t r o n - d e n s e  

r e g i o n  a t  t h e  s p i n d l e  p o l e  i n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  ( E v a n s
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e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  Some c e l l s ,  s u c h  a s  h i g h e r  p l a n t  c e l l s ,  

l a c k  c e n t r i o l e s ,  b u t  a p p a r e n t l y  a l w a y s  h a v e  c e n t r o s o m a l  

m a t e r i a l  a t  t h e  s p i n d l e  p o l e s  ( C a l l a r c o - G i l l a m  e t  a l . ,

1 9 8 3 ) ,  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a s  i n d i c a t e d  t h a t  

n u c l e a t e d  m i c r o t u b u l e s  a c t u a l l y  d e r i v e  f r o m  t h e  

c e n t r o s o m a l  m a t e r i a l  r a t h e r  t h a n  t h e  c e n t r i o l e  ( E v a n s  e t  

a l . ,  1 9 8 5 ) .

M o u s e  e m b r y o s  a r e  o n e  o f  t h e  e x a m p l e s  t h a t  d o  n o t  

a d h e r e  t o  B o v e r i ' s  r u l e ;  t h e y  a l s o  p r o v i d e  an  e x a m p l e  o f  

t h e  t y p e  o f  c o n f u s i o n  t h a t  e x i s t s  a b o u t  t h e  r e q u i r e m e n t  

f o r  c e n t r i o l e s  o r  c e n t r o s o m e s  a t  f e r t i l i z a t i o n .  U s i n g  an  

a n t i - c e n t r o s o m a l  a n t i b o d y ,  S c h a t t e n  e t  a l .  ( 1 9 8 6 )  h a v e  

sh o w n  t h a t  t h e  m o u se  s p e r m  l a c k s  a c e n t r o s o m e  ( t h o u g h  i t  

d o e s  h a v e  a  c e n t r i o l e ) ,  w h e r e a s  t h e  m e i o t i c  d i v i s i o n s  o f  

t h e  o o c y t e  d o  h a v e  c e n t r o s o m a l  m a t e r i a l  a t  t h e i r  p o l e s ,  

a l t h o u g h  t h e y  h a v e  no  c e n t r i o l e s  ( S z o l l o s i  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  

T h e  f i r s t  f i v e  c l e a v a g e s  o f  t h e  e m b r y o  a r e  c a r r i e d  o u t  

u s i n g  t h e  c e n t r o s o m a l  m a t e r i a l  t h a t  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  e g g  

b e f o r e  f e r t i l i z a t i o n  a n d  no  c e n t r i o l e s  a r e  f o u n d  a t  t h e  

s p i n d l e  p o l e s  ( S c h a t t e n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  L a t e r  d i v i s i o n s  d o  

h a v e  c e n t r i o l e s ,  a s  w e l l  a s  c e n t r o s o m e s ,  a t  t h e i r  s p i n d l e  

p o l e s ,  a l t h o u g h  t h e  s o u r c e  o f  t h e s e  c e n t r i o l e s  i s  n o t  

c l e a r :  p r e s u m a b l y  t h e y  a r e  e i t h e r  a s s e m b l e d  f r o m  m a t e r i a l s  

p r e s e n t  i n  t h e  e g g ,  o r  t h e y  a r e  d e s c e n d a n t s  o f  t h e  

c e n t r i o l e  t h a t  w as  p r e s e n t  i n  t h e  s p e r m .  T h e  o b s e r v a t i o n  

t h a t  t h e  s p e r m  c e n t r i o l e  i s  n o t  r e q u i r e d  i n  t h e  e a r l y  

s t a g e s  o f  m o u se  e m b r y o g e n e s i s  may e x p l a i n  t h e  f a c t  t h a t  

p a r t h e n o g e n e s i s  i s  r e l a t i v e l y  e a s y  t o  i n d u c e  i n  m i c e
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( G r a h a m ,  1 9 7 4 ) ,  w hen  c o m p a r e d  w i t h  s p e c i e s  s u c h  s e a  

u r c h i n s ,  i n  w h i c h  t h e  c e n t r o s o m e  i s  p a t e r n a l l y  c o n t r i b u t e d  

( W e n t ,  1 9 8 2 ) .

I n  t h i s  c h a p t e r  I  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  

u n f e r t i l i z e d  D r o s o p h i l a  e g g  h a s  a l l  t h e  c o m p o n e n t s  

r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  f u n c t i o n a l  c e n t r o s o m e s .  T h e  a n t i b o d y ,  

B x 6 3 ,  u s e d  t o  i m m u n o s t a i n  t h e s e  e m b r y o s  r e c o g n i s e s  a 

c o m p o n e n t  o f  t h e  c e n t r o s o m e ,  n o t  t h e  c e n t r i o l e  (W. 

W h i t f i e l d ,  p e r s .  comm.) ,  b u t  t h e  e x a c t  l o c a t i o n  o r  

f u n c t i o n  o f  t h e  a n t i g e n  i s  n o t  k n o w n  s o  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  

t o  s t a t e  e x a c t l y  w h i c h  p a r t  o f  t h e  c e n t r o s o m e  i t  i s  t h a t  

i s  p r e s e n t  i n  t h e s e  e g g s .  H o w e v e r ,  t h e  f a c t  t h a t  t h e s e  

c e n t r o s o m e s  a r e  c a p a b l e  o f  n u c l e a t i n g  m o r p h o l o g i c a l l y  

n o r m a l  a s t e r s ,  i n d i c a t e s  t h a t  t h e y  m u s t  b e  f u n c t i o n a l l y  

a d e q u a t e .  A l t h o u g h  t h i s  r e s u l t  d o e s  n o t  p r o v e  t h a t  t h e  

c e n t r o s o m e s  a r e  n o r m a l l y  m a t e r n a l l y  c o n t r i b u t e d  i n  w i l d  

t y p e  d e v e l o p m e n t ,  t h e r e  a r e  t w o  o t h e r  l i n e s  o f  e v i d e n c e  

t h a t  d o  l e n d  w e i g h t  t o  t h e  p o s s i b i l i t y .  F i r s t l y ,  i t  h a s  

b e e n  s h o w n  t h a t  l a r g e  a m o u n t s  o f  B x 6 3  a n t i g e n  a c c u m u l a t e  

i n  t h e  w i l d  t y p e  o o c y t e  n u c l e u s  l a t e  i n  o o g e n e s i s  (M .  

F r a s c h ,  PhD  t h e s i s ,  1 9 8 5 ;  S.  M i l l a r ,  p e r s .  comm.) ;  a n d  

s e c o n d l y ,  t h e  a m o u n t  o f  B x 6 3  a n t i g e n ,  a s  d e t e c t e d  on  

w e s t e r n  b l o t s ,  d o e s  n o t  i n c r e a s e  d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s  

a f t e r  a  s h o r t  p e r i o d  p o s t - o v i p o s i t i o n  (M.  F r a s c h ,  PhD 

t h e s i s ,  1 9 8 5 ) ,  i m p l y i n g  t h a t  b y  v e r y  e a r l y  s t a g e s  o f  

e m b r y o g e n e s i s  t h e r e  i s  a  l a r g e  p o o l  o f  t h e  a n t i g e n  r e a d y  

t o  b e  a s s e m b l e d  i n t o  c e n t r o s o m e s .  H o w e v e r ,  s i n c e  

u n f e r t i l i z e d  w i l d  t y p e  e g g s  a r e  n e v e r  f o u n d  t o  h a v e
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c e n t r o s o m e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) ,  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  e g g  

c y t o p l a s m  n e e d s  t o  b e  ' a c t i v a t e d '  i n  some  w ay  -  i n  t h i s  

c a s e  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  m u t a t e d  g n u  g e n e  -  b e f o r e  

c e n t r o s o m e s  c a n  f o r m ,  o r  m o r e  p r e c i s e l y ,  b e f o r e  t h e y  c a n  

b e  d e t e c t e d  b y  t h e s e  i m m u n o s t a i n i n g  e x p e r i m e n t s .  T h e  

c e n t r e  o f  t h e  e g g  i s  o p a q u e  a n d  i t  i s  n o t  u s u a l l y  p o s s i b l e  

t o  s e e  c e n t r o s o m e s  i n  t h i s  p o s i t i o n  i n  w h o l e  m o u n t s  e v e n  

o f  f e r t i l i z e d  e g g s  ( u n l e s s  t h e  e g g  i s  d a m a g e d ,  a l l o w i n g  

i t s  c o n t e n t s  t o  be  s e e n  m o r e  c l e a r l y ) .  T h u s  t h e  

p o s s i b i l i t y  c a n n o t  be  r u l e d  o u t  t h a t  e v e n  u n f e r t i l i z e d  

w i l d  t y p e  e m b r y o s  c a n  p r o d u c e  a s m a l l  n u m b e r  o f  

c e n t r o s o m e s  t h a t  d o  n o t  r e p l i c a t e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t a l  l y  

a r r e s t e d  c y t o p l a s m ,  a n d  t h u s  n e v e r  r e a c h  s u f f i c i e n t  n um be r  

t o  b e  s e e n .

T h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  c h a p t e r  h a v e  l e d  t o  a  

c l e a r e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  p o s s i b l e  p r i m a r y  d e f e c t  

c a u s e d  b y  t h e  g n u  m u t a t i o n .  I t  s e e m s  t h a t  t h i s  d e f e c t  

l i e s  i n  t h e  p r o c e s s e s  t h a t  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  

o f  t h e  s y n t h e s i s  o f  DNA r e p l i c a t i o n  i n  t h e  u n f e r t i l i z e d  

e g g  p r i o r  t o  f i n a l  a c t i v a t i o n  b y  t h e  i n c o m i n g  s p e rm .

S i n c e  t h e  a r r e s t e d  s t a t e  o f  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  i s  a 

g e n e r a l  p h e n o m e n o n ,  o c c u r r i n g  i n  w i d e l y  d i v e r g e n t  s p e c i e s ,  

t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  g n u  g e n e  p r o d u c t  i s  o f  c o n s i d e r a b l e  

i n t e r e s t .  C h a p t e r  5 d e s c r i b e s  i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  

d i r e c t e d  t o w a r d  t h e  c l o n i n g ,  a n d  u l t i m a t e l y  t h e  m o l e c u l a r  

c h a r a c t e r i s a t i o n ,  o f  t h i s  g e n e .
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CHAPTER 5

T h e  G e n e t i c  a n d  C y t o l o g i c a l  M a p p i n g  o f  gnu

»

1 2 0



5.1 INTRODUCTION

T h e  g n u  g e n e  a p p e a r s  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  m e c h a n i s m  o f  

t h e  r e p r e s s i o n  o f  DNA r e p l i c a t i o n  t h a t  o c c u r s  i n  t h e  

u n f e r t i l i z e d  D r o s o p h i l a  e g g .  T h i s  p h e n o m e n o n  i s  o n e  t h a t  

i s  f o u n d  i n  a  v e r y  w i d e  r a n g e  o f  o r g a n i s m s  (W e n t ,  1 9 8 2 ) ,  

b u t  a b o u t  w h i c h  v e r y  l i t t l e  i s  k n o w n ,  s o  t h e  m o l e c u l a r  

c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  g n u  g e n e  a n d  i t s  p r o d u c t  i s  l i k e l y  

t o  be  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  o n e  o f  

t h e  l o n g - t e r m  a i m s  o f  t h i s  p r o j e c t  i s  t o  c l o n e  t h e  g e n e ,  

t h e r e b y  a l l o w i n g  t h e  k i n d  o f  m o l e c u l a r  a n a l y s i s  t h a t  h a s  

b e e n  u s e d  t o  e l u c i d a t e  o t h e r  c o m p l e x  b i o l o g i c a l  p r o c e s s e s  

i n  D r o s o p h i l a  f o l l o w i n g  t h e  c l o n i n g  o f  t h e  r e l e v a n t  g e n e s .  

A s  a  p r e l i m i n a r y  t o  c h o o s i n g  a  c l o n i n g  s t r a t e g y  f o r  t h e  

g n u  g e n e ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  map i t s  p o s i t i o n  i n  t h e  

g en o m e .  T h e  v e r y  e x t e n s i v e  l i s t  o f  i d e n t i f i e d  g e n e t i c  

l o c i  i n  D r o s o p h i l a  ( L i n d s l e y  a n d  G r e l l ,  1 9 6 8 )  m ean s  t h a t  

f a i r l y  a c c u r a t e  g e n e t i c  m a p p i n g  c a n  be  p e r f o r m e d  w i t h  a n y  

new m u t a t i o n ,  w h e r e v e r  i t  i s  l o c a t e d .  T h e r e  h a v e  a l s o  

b e e n  i s o l a t e d  a  g r e a t  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e  r e a r r a n g e m e n t s  

w h i c h  c a u s e  c y t o l o g i c a l l y  d e f i n e d  a b n o r m a l i t i e s  i n  t h e  

c h r o m o s o m e  s t r u c t u r e  o f  D r o s o p h i l a . T h e s e  c a n  be  u s e d  t o  

i d e n t i f y  t h e  c y t o l o g i c a l  l o c a t i o n  o f  a  g e n e  o f  i n t e r e s t  

( s e e ,  f o r  e x a m p l e ,  B i l l i k e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  T h e  l e f t  a rm  

o f  t h e  t h i r d  c h r o m o s o m e ,  w h e r e  g n u  m ap s ,  i s  n o t  o n e  o f  t h e  

b e s t  s t u d i e d  r e g i o n s ,  s o  t h e  l i s t  o f  a v a i l a b l e  

r e a r r a n g e m e n t s  i s  n o t  a s  e x t e n s i v e  a s  i n  some  o t h e r  

r e g i o n s  o f  t h e  genom e .  H o w e v e r ,  s e v e r a l  r e l e v a n t
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d e f i c i e n c i e s  h a v e  b e e n  t r a c e d ,  a n d ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

t h e  m e i o t i c  r e c o m b i n a t i o n  m a p p i n g ,  t h e  g n u  g e n e  h a s  b e e n  

l o c a t e d .

T h e  r a t h e r  p r e c i s e  c y t o l o g i c a l  m a p p i n g  o f  g n u  m e an s  

t h a t  s e v e r a l  p o t e n t i a l  c l o n i n g  m e t h o d s  may  b e  c o n s i d e r e d .  

S c a l e n g h e  e t  a l .  ( 1 9 8 1 ) ,  h a v e  p i o n e e r e d  t h e
§

m i c r o d i s s e c t i o n  t e c h n i q u e ,  i n  w h i c h  t h e  r e g i o n  o f  i n t e r e s t  

c a n  b e  p h y s i c a l l y  d i s s e c t e d  o u t  o f  a p o l y t e n e  c h r o m o s o m e  

s q u a s h  a n d ,  u s i n g  n a n o l i t r e  r e a c t i o n  v o l u m e s  i n  d r o p l e t s  

s u s p e n d e d  i n  a n  o i l  c h a m b e r ,  t h e  DNA c a n  be c l o n e d .  T h i s  

t e c h n i q u e  h a s  b e e n  u s e d  t o  c l o n e  s e v e r a l  g e n e s  ( f o r  

e x a m p l e ,  t r a  ( B u t l e r  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) ) ,  b u t  t h e  t e c h n i c a l  

s k i l l  r e q u i r e d  i s  f o r m i d a b l e ,  a n d  o n l y  a  s m a l l  n um be r  o f  

l a b o r a t o r i e s  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l .  An a l t e r n a t i v e  c l o n i n g

v  s t r a t e g y  i s  t o  u s e  t h e  m e t h o d  o f  c h r o m o s o m e  w a l k i n g  a n d

j u m p i n g  ( B e n d e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 a ) .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  c l o n i n g  

i s  f a i r l y  s t r a i g h t f o r w a r d ,  b u t  i t  r e q u i r e s  a  p i e c e  o f  DNA 

n e a r  t h e  g e n e  o f  i n t e r e s t  t h a t  h a s  a l r e a d y  b e e n  c l o n e d  a s  

a n  ' e n t r y  p o i n t '  i n t o  t h e  w a l k .  T h i s  r e q u i r e m e n t  l i m i t s  

t h e  n u m b e r  o f  g e n e s  t h a t  c a n  e a s i l y  b e  i s o l a t e d  w i t h  t h i s  

m e t h o d .  H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  c l o n e d  r e g i o n s  i n  t h e  v i c i n i t y  

o f  g n u  (P .  C h e r b a s ,  p e r s .  c om m .) ,  a n d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  

c l o n i n g  t h e  g n u  g e n e  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  som e  d e t a i l .

A  d i f f e r e n t  s t r a t e g y  f o r  c l o n i n g  D r o s o p h i l a  g e n e s  

i n v o l v e s  ' t r a n s p o s o n  t a g g i n g '  t h e  g e n e  o f  i n t e r e s t ,  b y  

p r o d u c i n g  a  m u t a n t  a l l e l e  o f  t h e  g e n e  w h i c h  c o n t a i n s  a P -  

e l e m e n t  ( K i d w e l l ,  1 9 8 6 ) .  T h e  g e n e  c a n  t h e n  b e  c l o n e d  by  

i s o l a t i n g  t h e  DNA s e q u e n c e s  t h a t  f l a n k  t h e  P - e l e m e n t  i n  a
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g e n o m i c  l i b r a r y  of t h e  D N A  f r o m  t h e  m u t a n t  s t o c k  of fli e s . 

A  P - e l e m e n t  m u t a g e n e s i s  s c r e e n  w a s  d e s i g n e d  in o r d e r  to 

o b t a i n  P - i n d u c e d  a l l e l e s  of g n u  a n d  t h r e e  o t h e r  m a t e r n a l  

e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n s  ( t h u l e #  l o d e s t a r # a n d  p o l o ). 

H o w e v e r  t h i s  s c r e e n  w a s  n o t  s u c c e s s f u l #  a n d  n o  m u t a n t  

a l l e l e s  of a n y  o f  t h e  f o u r  g e n e s  w a s  i s o l a t e d .  T h e r e f o r e  

it s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e  s t r a t e g y  t h a t  w i l l  e v e n t u a l l y  be 

u s e d  t o  c l o n e  t h e  g n u  g e n e  w i l l  b e  a c h r o m o s o m a  1 w a  1 k.
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R E S U L T S

5 . 2  T h e  g n u  M u t a t i o n  M a p s  a t  4 2 . 5  Map  U n i t s  o n  

C h r o m o s o m e  3

T h e  g n u  m u t a t i o n  w a s  i n d u c e d  o n  a  c h r o m o s o m e  c a r r y i n g  

t h e  v i s i b l e  m a r k e r s  r u  t h  s t  r i .  r o e  p £  e — c a  ( f o r  

d e s c r i p t i o n s  o f  a l l  t h e  g e n e t i c  m a r k e r s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  

c h a p t e r ,  s e e  L i n d s l e y  a n d  G r e l l ,  1 9 6 8 ) ,  a n d  a s m a l l - s c a l e  

r e c o m b i n a t i o n  m a p p i n g  e x p e r i m e n t  h a d  p r e v i o u s l y  f a i l e d  t o  

s e p a r a t e  i t  f r o m  s c a r l e t  ( s t ) , w h i c h  maps  a t  4 4 .0  map 

u n i t s  (mu) on  C h r o m o s o m e  3 (C .  N i i s s l e i n - V o l h a r d ,  p e r s .  

comm.) .  I t  was  t h e r e f o r e  d e c i d e d  t o  map t h e  m u t a t i o n  m o re  

p r e c i s e l y  b y  m e a s u r i n g  t h e  r a t e  o f  m e i o t i c  r e c o m b i n a t i o n  

b e t w e e n  g n u  a n d  t h e  m a r k e r s  i n  t h a t  r e g i o n  o f  t h e  

c h r o m o s o m e ,  n a m e l y  t h r e a d  ( t h ) ,  s c a r l e t , a n d  r a d i u s  

i n c o m p l e t u s  ( r i ) .  T h e  g e n e t i c  s c h e m e  f o r  p r o d u c i n g

r e c o m b i n a n t s  i s  s h o w n  i n  P i g u r e  5 . 1 .  A  t o t a l  o f  2 2 6 7
Were

r e c o m b i n a n t  c h r o m o s o m e s  s c o r e d  f o r  t h e  v i s i b l e

m a r k e r s ,  a n d  a  p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  w^s  t h e n  t e s t e d  f o r  

s t e r i l i t y , ,  t o  i d e n t i f y  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  t h e  g n u  

m u t a t i o n  on  t h e  r e c o m b i n e d  c h r o m o s o m e .  T h e  r e s u l t s  o f  

t h i s  e x p e r i m e n t  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  5 . 1 .

P r o m  t h i s  t a b l e  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  g n u  l i e s  t o  

t h e  l e f t  o f  t h ?  i t  w a s  s e p a r a t e d  f r o m  t h  ( i e  g n u '*' t h ~ o r  

g n u ~ t h +) on  2 / 2 5 6  c h r o m o s o m e s .  T h i s  g i v e s  t h e  g e n e t i c  

d i s t a n c e  o f  g n u  f r o m  t h  a s  b e i n g  0 . 7 8  mu. T h e  r a t e  o f  

r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  m a r k e r s  w a s  a l s o  c a l c u l a t e d ,  a n d

124



t h i s  c o r r e s p o n d e d  w e l l  w i t h  t h e  kn o w n  p o s i t i o n s  o f  t h e s e  

g e n e s  ( 0 . 7 5  mu m e a s u r e d  b e t w e e n  t j i  a n d  s t :  0 .7  mu a c c e p t e d  

v a l u e ;  3 .3  mu m e a s u r e d  b e t w e e n  s t  a n d  ri^: 3 .0  mu a c c e p t e d  

v a l u e ) .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  t h e r e  i s  no  g r o s s  c h r o m o s o m a l  

r e a r r a n g e m e n t  i n  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  g n u  c h r o m o s o m e ,  a  

r e s u l t  c o n f i r m e d  b y  t h e  c y t o l o g i c a l  a p p e a r a n c e  o f  t h i s  

c h r o m o s o m e  i n  p r e p a r a t i o n s  o f  s a l i v a r y  g l a n d  p o l y t e n e  

c h r o m o s o m e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

T h e  r e c o m b i n a t i o n  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d ,  b u t  b e c a u s e  

o f  t h e  o b s e r v e d  p r o x i m i t y  o f  t h  a n d  g n u , t h e  o n l y  

r e c o m b i n a t i o n  m e a s u r e d  t h i s  s e c o n d  t i m e  w as  t h a t  b e t w e e n  

t h e s e  tw o  l o c i .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  o n l y  r e c o m b i n a n t  

c h r o m o s o m e s  t e s t e d  f o r  s t e r i l i t y  w e r e  t h o s e  t h a t  w e r e  t h ~ 

s t "  r  i " .  M e a s u r i n g  t h e  r a t e  o f  f e r t i l e  f l i e s  o f  t h i s  

g e n o t y p e  w a s  b e l i e v e d  t o  b e  m o r e  a c c u r a t e  t h a n  m e a s u r i n g  

s t e r i l i t y  a m o n g s t  t h e  c l a s s  t h  + s t + r i * ,  a s  t h e r e  i s  a  l o w  

r a t e  o f  s p o n t a n e o u s  s t e r i l i t y  t h a t  o c c u r s  i n  s i n g l e  

f e m a l e s ,  a n d  t h i s  w o u l d  t e n d  t o  p r o d u c e  a n  o v e r e s t i m a t e  o f  

r e c o m b i n a t i o n .  2 94  t h "  s t "  r i "  r e c o m b i n a n t  c h r o m o s o m e s  

w e r e  t e s t e d ,  o f  w h i c h  t w o  w e r e  f e r t i l e .  T h i s  f i g u r e  

a g r e e s  w e l l  w i t h  t h a t  o b t a i n e d  i n  t h e  f i r s t  m a p p i n g  

e x p e r i m e n t ,  s o  t h e  c o m b i n e d  v a l u e  o f  4 / 5 5 0  w o u l d  a p p e a r  t o  

b e  t h e  b e s t  e s t i m a t e  o f  t h e  r a t e  o f  r e c o m b i n a t i o n  b e t w e e n  

t h  a n d  g n u . T h i s  f i g u r e  c o r r e s p o n d s  t o  a  g e n e t i c  

s e p a r a t i o n  o f  0 . 7 3  mu b e t w e e n  t h e s e  t w o  m u t a t i o n s  a n d ,  a s  

t h  m aps  a t  4 3 . 2  mu ( L i n d s l e y  a n d  G r e l l ,  1 9 6 8 ) ,  i t  p r o v i d e s  

a  map p o s i t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  4 2 . 5  mu f o r  g n u .
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F i g u r e  5 . 1

G e n e t i c  S c h e m e  f o r  R e c o m b i n a t i o n  M a p p i n g  o f  g n u

G e n e t i c  m a r k e r s  a r e  a s  d e s c r i b e d  i n  L i n d s l e y  a n d  G r e l l  

( 1 9 6 8 ) .  I n d i v i d u a l  f e m a l e s  t o  be  t e s t e d  w e r e  s c o r e d  f o r  

t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  t h e  m a r k e r s  t h ,  s t ,  a n d  rv i ,  a n d  

t h e n  i n d i v i d u a l  f e m a l e s  f r o m  t h e  d i f f e r e n t  r e c o m b i n a n t  

c l a s s e s  w e r e  t e s t e d  f o r  s t e r i l i t y  w i t h  2 o r  3 m a l e s .  O n l y  

f e m a l e s  t h a t  p r o d u c e d  e g g s  t h a t  n e v e r  h a t c h e d  w e r e  c o u n t e d
m

a s  s t e r i l e :  f e m a l e s  t h a t  d i d  n o t  l a y  a n y  e g g s  w e r e  n o t  

i n c l u d e d  i n  t h e  n u m b e r s  g i v e n  i n  T a b l e  5 .1 .  T h e  p o s i t i o n  

o f  g n u  show n  i s  t h a t  d e d u c e d  f r o m  t h i s  e x p e r i m e n t .



Figure 5.1
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Table 5.1

R e c o m b i n a t i o n  M a p p i n g  D a t a  f o r  g n u

R e c o m b i n a n t Number Num be r  t e s t e d Numbe r

c l a s s i d e n t i f i e d f o r  s t e r i l i t y s t e r i l e

+ + + 1241 48 1

t h  + + 10 9 9

t h  s t  + 41 39 39

+ s t  + 0 0 0

t h  s t  r i 934 123 122

t h  + r i 0 0 0

+ s t  Si 7 7 0

+ + r i 34 30 0
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5 . 3  T h e  g n u  G e n e  M a p s  C y t o l o g i c a l  1 y  a t  7 0 E 4 - 6  t o  7 0 F 4 - 6

U s i n g  d e f i c i e n c i e s  w i t h  kn o w n  c y t o l o g i c a l  b r e a k p o i n t s  

t o  d e f i n e  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  t h  g e n e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  

l o c a l i s e  i t  t o  t h e  i n t e r v a l  7 2 a 5 ? 7 2 C 1 , 2  ( L i n d s l e y  a n d  

Zimm, 1 9 8 5 ) .  I n  o r d e r  t o  t r y  a n d  c y t o l o g i c a l l y  map t h e  

g n u  g e n e ,  a  s e r i e s  o f  d e f i c i e n c i e s  t h a t  r e m o v e  r e g i o n s  o f  

t h e  c h r o m o s o m e s  t o  t h e  l e f t  o f  t h e  t h  i n t e r v a l  w e r e  

e x a m i n e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  u n c o v e r  t h e  g n u  m u t a t i o n .  

T h e  t e s t  u s e d  was  t o  p r o d u c e  t h e  g n u / D f ( 3 L )  h e t e r o z y g o t e  

a n d  t e s t  t h i s  f e m a l e  f o r  s t e r i l i t y .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  

a r e  g i v e n  i n  F i g u r e  5 . 2 ,  a n d  t h e  b r e a k p o i n t s  o f  t h e  

d e f i c i e n c i e s  s h o w n  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  5 . 2 .  I t  c a n  be  

c o n c l u d e d  t h a t  t h e  g n u  g e n e  l i e s  i n  t h e  i n t e r v a l  d e f i n e d  

b y  t h e  p r o x i m a l  b r e a k p o i n t  o f  D f ( 3 L ) f 7 0 E 4 - 6  (C .  

V i n s o n ,  p e r s .  comm.) ,  a n d  t h e  d i s t a l  b r e a k p o i n t  o f  

D f ( 3 L ) B r d £ l ^ ,  7 0 F 4 - 6 .

M o s t  o f  t h e  d e f i c i e n c i e s  l i s t e d  w e r e  c h a r a c t e r i s e d  

c y t o l o g i c a l  l y  b y  t h e  l a b o r a t o r i e s  t h a t  p r o d u c e d  t h e m ,  b u t  

t w o  s e t s  o f  b r e a k p o i n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  me:

D f ( 3 D f z - £ -~ h a d  n o t  b e e n  p r e v i o u s l y  m ap p e d  a n d  

D f ( 3 L ) B r d ^ ^  h a d  o n l y  b e e n  m a p p e d  a p p r o x i m a t e l y .  S i n c e  

t h e  l a t t e r  d e f i n e s  t h e  p r o x i m a l  e n d  o f  t h e  i n t e r v a l  i n  

w h i c h  g n u  m u s t  l i e ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

b r e a k p o i n t s  m o r e  p r e c i s e l y .  T h e  r e l e v a n t  p o r t i o n  o f  t h e  

p o l y t e n e  c h r o m o s o m e  a rm  3 L  o f  a  D f ( 3 D B r d i^ = V +  

h e t e r o z y g o t e  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 3 .  C o m p a r i n g  t h e  w i l d  

t y p e  c h r o m o s o m e  ( F i g u r e  5 . 3 a )  w i t h  t h e  d e f i c i e n c y  s h o w n  i n
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F i g u r e s  5 . 3 b  a n d  5 . 3 c ,  it c a n  be s e e n  t h a t  t h e  d e f i c i e n c y  

r e m o v e s  m a t e r i a l  b e t w e e n  7 0 F 4 , 6  a n d  t h e  d o u b l e t  7 1 C 1 , 2 .

F l i e s  h e t e r o z y g o u s  f o r  D f 3 L B r d ^ j^  ( w h i c h  r e m o v e s  t h e  

g n u  g e n e )  a n d  g n u  s h o w  a p h e n o t y p e  t h a t  i s  no  m o r e  e x t r e m e  

t h a n  g n u / g n u  h o m o z y g o t e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h e  

i m p l i c a t i o n s  o f  t h i s  r e s u l t  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r

3 .
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F i g u r e  5 . 2

T h e  C y t o l o g i c a l  L o c a l i s a t i o n  o f  t h e  g n u  G e n e  O s i n g  

C h r o m o s o m a l  D e f i c i e n c i e s

T h e  d e f i c i e n c i e s  t e s t e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  u n c o v e r  

t h e  g n u  m u t a t i o n  a r e  s h ow n .  T h e  t o p  f o u r  a r e  t h o s e  t h a t  

d o  u n c o v e r  g n u , a n d  t h e  b o t t o m  s e v e n  d o  n o t .  T h e  d e t a i l s  

o f  t h e  b r e a k p o i n t s  o f  t h e s e  d e f i c i e n c i e s  a r e  g i v e n  i n  

T a b l e  5 .2 .  F rom  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  h a s  b e e n  c o n c l u d e d  t h a t  

g n u  l i e s  i n  t h e  i n d i c a t e d  i n t e r v a l ,  t h a t  i s ,

7 0 E 4 , 6 ; 7 0 F 4 , 6 .
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Table 5.2

S t o c k s  U s e d  f o r  C y t o l o g i c a l  M a p p i n g  o f  g n u

S t o c k C y t o l o g y D o n o r

D f (3L):
f z G F 3 b 7 0 B 2 - 3 ;7  0D6 1

f z G s l a 7 0 C 6 - 1 5 ; 7 0 E 4 - 6 1

f z M21 7 0 D 2 - 3 ; 7 1 E 4 - 5 1

f z D21 7 0 D 3 ; 7 0 E 3 - 8 1

B r d V K l 8 7 0 D ; 7 1 F 2
B r d K * 2a 7 0 E ? 7 1 B 2
B r d K6 7 0 E ; 7 1 P 2

B r d R l 5 7 0 F 4 - 6 ; 7 1 C 1 - 2 2
Df+Dp  MKHS-D2 7 l A 2 - B l ? 7 l B 4 - 8 3

T ( 1 :2 :3 )8 7 8 . 2 7 1 C 1 - 2 ;7 1 D 4 - E 1 3

BK10 7 1 C 2 ;7 1 F 4 4

T h e  d o n o r s  o f t h e s e  s t o c k s ,  t o  a l l o f  whom I  am g r

w e r e :

1. Dr  C h a r l e s V i n s o n ,  U n i v e r s i t y  o f V i r g i n i a .

2 .  D r  J i m  P o s a k o n y ,  U n i v e r s i t y  o f  C a l i f o r n i a ,  S a n  D i e g o .

3. P r o f  W i l l i a m  G e l b a r t ,  H a r v a r d  U n i v e r s i t y .

4 .  D r  B r e n d a  L e i g h t ,  I n d i a n a  U n i v e r s i t y .
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F i g u r e  5 . 3

C y t o l o g y  o f  t h e  D e f i c i e n c y  D f  ( 3 L )  B r d ^ ^

P a n e l  ' a '  s h o w s  t h e  r e l e v a n t  r e g i o n  o f  a w i l d  t y p e  

c h r o m o s o m e  ( t a k e n  f r o m  L e f e v r e ,  1 9 7 6 ) .  P a n e l  ' b '  s h o w s  a 

p h o t o g r a p h ,  a n d  P a n e l  ' c '  a  f r e e h a n d  i n t e r p r e t a t i o n ,  o f  

p a r t  o f  3 L  o f  a  p o l y t e n e  c h r o m o s o m e  f r o m  a d e f i c i e n c y / *  

h e t e r o z y g o t e  ( s e e  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ,  S e c t i o n  2 . 7 ) .

T h e  r e g i o n  o f  t h e  d e f i c i e n c y  i s  i n d i c a t e d  b y  an  a r r o w  i n  

e a c h  o f  t h e  t h r e e  p a n e l s .  I t  i s  s e e n  a s  a s h o r t  u n p a i r e d  

r e g i o n ,  w h e r e  t h e  c h r o m o s o m e  i s  h a l f  t h e  n o r m a l  w i d t h .  

C a r e f u l  e x a m i n a t i o n  a l l o w s  t h e  a s s i g n m e n t  o f  t h e  

b r e a k p o i n t s  o f  t h i s  d e f i c i e n c y  a s  7 0 F 4 , 6  p r o x i m a l l y ,  a n d  

7 1 C 1 , 2  d i s t a l l y .



Figure 5.3
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5 . 4  A  P - E l e m e n t  M u t a g e n e s i s  S c r e e n  to I s o l a t e  F u r t h e r  

A l  l e l e s  o f  g n u

T h e  p h e n o m e n o n  o f  h y b r i d  d y s g e n e s i s  i s  c a u s e d  by  t h e  

m o b i l i s a t i o n  o f  s p e c i f i c  t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t s  ( P -  

e l e m e n t s )  i n  t h e  g e r m  l i n e  o f  F I  h y b r i d s  w h e n  m a l e s  

c a r r y i n g  P - e l e m e n t s  (P  m a l e s )  a r e  c r o s s e d  w i t h  f e m a l e s  

w i t h o u t  P - e l e m e n t s  (M f e m a l e s )  ( K i d w e l l  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;

K u b i n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  B i n g h a m  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h e  

e x p l o i t a t i o n  o f  t h i s  h i g h  r a t e  o f  t r a n s p o s i t i o n  h a s  l e d  t o  

a g e n e r a l  p r o t o c o l  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m u t a n t  a l l e l e s  o f  

D r o s o p h i l a  g e n e s  ( E n g e l s ,  1 9 8 5 a ;  K i d w e l l ,  1 9 8 6 ) ,  a n d  t h i s  

s t r a t e g y  h a s  b e e n  u s e d  t o  p r o d u c e  m u t a t i o n s  i n  many 

d i f f e r e n t  g e n e s  ( s e e ,  f o r  e x a m p l e ,  A d l e r ,  1 9 8 4 ;  Yam am o to  

a n d  M a s o n ,  1 9 8 5 ) .  One o f  t h e  m a i n  a d v a n t a g e s  o f  t h i s  

m e t h o d  o f  m u t a g e n e s i s  i s  t h e  h i g h  p r o b a b i l i t y  t h a t  a 

m u t a t i o n  i n d u c e d  b y  h y b r i d  d y s g e n e s i s  w i l l  be  c a u s e d  by  

t h e  i n s e r t i o n  o f  a P - e l e m e n t  i n ,  o r  a r o u n d ,  t h e  DNA 

s e q u e n c e  o f  t h e  g e n e  i n  q u e s t i o n .  T h i s  p r o v i d e s  a 

m o l e c u l a r  m a r k e r  f o r  t h e  DNA o f  t h e  m u t a t e d  g e n e ,  w h i c h  

e n a b l e s  i t  t o  be  c l o n e d  r e l a t i v e l y  s t r a i g h t f o r w a r d l y .

T h i s  ' t r a n s p o s o n  t a g g i n g '  a p p r o a c h  h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  

u s e d  t o  c l o n e  s e v e r a l  D r o s o p h i l a  g e n e s  ( s e e ,  f o r  e x a m p l e ,  

S e a r l e s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  K i d w e l l ,  1 9 8 6 ) .  T h e  i s o l a t i o n  o f  

new a l l e l e s  o f  gnu  w o u l d  a l l o w  f u r t h e r  g e n e t i c  a n d  

d e v e l o p m e n t a l  a n a l y s i s  o f  t h e  m u t a t i o n .  A s  t h e  e v e n t u a l  

a i m  o f  t h i s  w o r k  i s  t o  c l o n e  t h e  g nu  g e n e  i n  o r d e r  t o  

c a r r y  o u t  i t s  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i s a t i o n ,  a  P - e l e m e n t
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m u t a g e n e s i s  s c r e e n  w as  d e s i g n e d .

T h e  s c r e e n  w a s  c o n c e i v e d  a s  a  c o n t i n u o u s  ' r o l l i n g  

s c r e e n '  i n  w h i c h  a  d i f f e r e n t  m u t a t i o n  c o u l d  b e  t e s t e d  i n  

e a c h  g e n e r a t i o n  f o r  n o n - c o m p l e m e n t a t i o n  w i t h  t h e  sam e  

d y s g e n i c a l l y  m u t a t e d  c h r o m o s o m e s .  U s i n g  t h i s  a p p r o a c h ,  i t  

w a s  h o p e d  t h a t  P - i n d u c e d  a l l e l e s  o f  f o u r  d i f f e r e n t  

m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n s  ( g n u , t h u l e , l o d e s t a r , 

a n d  p o l o )  m i g h t  be  i s o l a t e d .  T h i s  s c r e e n  w a s  c a r r i e d  o u t  

i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  C . S u n k e l  a n d  M. L e i b o w i t z ,  a n d  t h e  

g e n e t i c  s c h e m e  u s e d  i s  show n  i n  F i g u r e  5 . 4 .  T h e  m a l e s  

u s e d  i n  t h e  h y b r i d  c r o s s  w e r e  a s t r o n g  P - s t r a i n  (tt2 ,  

E n g e l s ,  1 9 8 5 b ) ,  a n d  t h e  r e d  e / r e d  e f e m a l e s  w e r e  c o n f i r m e d  

t o  b e  M - s t r a i n  b y  t h e  a b s e n c e  o f  P - e l e m e n t  s e q u e n c e s  i n  

t h e i r  DNA ( K .  K a r e s s ,  p e r s .  c o m m . ) .  I t  w i l l  b e  s e e n  t h a t  

t h e  m a i n  f e a t u r e  o f  t h i s  s c r e e n  i s  t h a t  a t  e a c h  g e n e r a t i o n  

t w o  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  p r o g e n y  w e r e  s e l e c t e d ,  f e m a l e s  t o  

b e  t e s t e d  f o r  s t e r i l i t y ,  a n d  s i b l i n g  m a l e s  t o  b e  u s e d  f o r  

t h e  n e x t  s t a g e  o f  t h e  s c r e e n .

T h e  s e a r c h  f o r  a l l e l e s  o f  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  

m u t a t i o n s ,  s u c h  a s  t h e  o n e s  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  i s  

i n h e r e n t l y  m o r e  t i m e  c o n s u m i n g  t h a n  s c r e e n i n g  f o r  z y g o t i c  

m u t a t i o n s ,  a s  t h e  p h e n o t y p e  ( f e m a l e  s t e r i l i t y )  i s  n o t  

m a n i f e s t  u n t i l  t h e  F2  g e n e r a t i o n .  T h i s  m e a n s  t h a t  t w o  

g e n e r a t i o n s  o f  p a i r  m a t i n g s  a r e  r e q u i r e d  f o r  e a c h  m u t a n t  

t e s t e d ,  a n d  t h i s  s e v e r e l y  l i m i t s  t h e  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e s  

t h a t  c a n  r e a l i s t i c a l l y  b e  s c r e e n e d .  I n  t h i s  e x p e r i m e n t  we 

s t a r t e d  t h e  f i r s t  r o u n d  ( C r o s s  3 i n  F i g u r e  5 .4 )  w i t h  

6 7 0 0  p o t e n t i a l l y  m u t a t e d  c h r o m o s o m e s  ( r e d  e * ) .  One
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p r o b l e m  w i t h  t h e  ' r o l l i n g  s c r e e n '  was  a h i g h  r a t e  o f  l o s s  

o f  t e s t  c h r o m o s o m e s  a t  e a c h  s t a g e  a n d  c o n s e q u e n t l y ,  b y  t h e  

t i m e  we w e r e  t e s t i n g  t h e  f o u r t h  m u t a n t ,  t h e  n u m b e r  o f  

c h r o m o s o m e s  r e m a i n i n g  w a s  v e r y  s m a l l .  T h e  c u m u l a t i v e  

f i g u r e s  f o r  t h e  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e s  t e s t e d  f o r  e a c h  

m u t a t i o n  i n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  a n d  i n  a r e p e a t  o f  t h e  same  

s c h e m e , g i v e n  i n  T a b l e  5 .3 .  I t  w i l l  b e  s e e n  t h a t  no  P -  

e l e m e n t  i n d u c e d  a l l e l e s  o f  a n y  o f  t h e  f o u r  m u t a t i o n s  w e r e  

i s o l a t e d .  T h i s  i s  p r e s u m a b l y  b e c a u s e  n o t  e n o u g h  

c h r o m o s o m e s  w e r e  s c r e e n e d ,  a l t h o u g h  we c a n n o t  r u l e  o u t  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  s om e ,  o r  a l l ,  o f  t h e s e  m u t a t i o n s  a r e  

' c o l d - s p o t s '  o f  P - e l e m e n t  i n s e r t i o n  ( A d l e r ,  1 9 8 4 ;  K i d w e l l ,  

1 9 8 6 )  .

4
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G e n e t i c  S c h e m e  f o r  a  H y b r i d  D y s g e n i c  M u t a g e n e s i s  S c r e e n  

f o r  A l l e l e s  o f  g n u y t h u l e , l o d e s t a r , a n d  p o l o

A l l  m a r k e r s  a r e  a s  d e s c r i b e d  i n  L i n d s l e y  a n d  G r e l l  

( 1 9 6 8 ) .  T h e  i n i t i a l  P m a l e s  a n d  M f e m a l e s  a r e  d e s c r i b e d  

i n  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  ( S e c t i o n  2 . 2 ) .  T h e  f e m a l e s  t o  

b e  t e s t e d  f o r  s t e r i l i t y  w e r e  p u t  s i n g l y  i n t o  a t u b e  w i t h  2 

o r  3 m a l e s ,  a n d  s c o r e d  f o r  t h e  a b s e n c e  o f  h a t c h e d  l a r v a e  

a f t e r  5 o r  6 d a y s .  A n y  f e m a l e s  t h a t  a p p e a r e d  s t e r i l e  w e r e  

r e t e s t e d  w i t h  new m a l e s .  T h e  s i b l i n g  r e d  e / B a l a n c e r  m a l e s  

o f  a n y  f e m a l e s  t h a t  r e m a i n e d  s t e r i l e  a f t e r  t h e  s e c o n d  t e s t  

w e r e  u s e d  t o  e s t a b l i s h  l i n e s  c o n t a i n i n g  t h e  m u t a t e d

c h r o m o s o m e  of i n t e r e s t .  (MEL m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l ) .
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Table 5.3

D a t a  f r o m

M u t a n t

gnu

t h u l e

l o d e s t a r

p o l o

- E l e m e n t  M u t a g e n e s i s  S c r e e n

Num be r  o f  r e d  e * / m a t ( 3 )  

t e s t e d  f o r  s t e r i l i t y  Numbe r  s t e r i l e

6 18 7  0

3720  0

2 4 3 7  0

1 0 5 5  0
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5.5 DISCUSSION

T h e  g e n e t i c  a n d  c y t o l o g i c a l  m a p p i n g  o f  t h e  g n u  g e n e  a r e  

d e s c r i b e d  i n  t h i s  c h a p t e r .  g n u  l i e s  a t  a p p r o x i m a t e l y  4 2 .5  

mu o n  t h e  l e f t  a r m  o f  t h e  t h i r d  c h r o m o s o m e ,  a n d  i s  l o c a t e d  

b e t w e e n  7 0 E 4 - 6  a n d  7 0 F 4 - 6  on  t h e  p o l y t e n e  c h r o m o s o m e  

b a n d i n g  p a t t e r n .  An a t t e m p t  t o  p r o d u c e  a l l e l e s  o f  g n u  by  

P - e l e m e n t  i n s e r t i o n  m u t a g e n e s i s  h a s  n o t  b e e n  s u c c e s s f u l ,  

s o  an  a p p r o a c h  o t h e r  t h a n  t r a n s p o s o n  t a g g i n g  w i l l  h a v e  t o  

be u s e d  i n  o r d e r  t o  c l o n e  t h e  g e n e .  T h e  f a i r l y  p r e c i s e  

c y t o l o g i c a l  l o c a t i o n  m a k e s  a c h r o m o s o m e  w a l k i n g  a n d  

j u m p i n g  s t r a t e g y  a p o s s i b i l i t y ,  a n d  i n d e e d ,  t h e r e  d o e s  

e x i s t  an  e n t r y  p o i n t  i n t o  t h e  r e g i o n  a r o u n d  t h e  gnu  g e n e  

( P .  C h e r b a s ,  p e r s .  c o m m . ) .

C h r o m o s o m e  w a l k i n g  i s  a t e c h n i q u e  i n  w h i c h ,  h a v i n g  

o b t a i n e d  a s e g m e n t  o f  DNA f r o m  a known r e g i o n  o f  t h e  

g e n o m e ,  t h e  DNA f l a n k i n g  t h a t  c l o n e  c a n  be  i s o l a t e d  b y  

u s i n g  e n d  f r a g m e n t s  o f  t h e  o r i g i n a l  c l o n e  a s  p r o b e s  t o  

s c r e e n  a g e n o m i c  l i b r a r y .  S i m i l a r l y ,  e n d  f r a g m e n t s  f r o m  

t h e s e  n e x t  c l o n e s  a r e  u s e d  t o  i s o l a t e  t h e  n e x t  s e g m e n t s  o f  

f l a n k i n g  DNA, s o  t h a t  a f t e r  m any  r o u n d s  o f  t h i s  p r o c e s s ,  

c o n s i d e r a b l e  l e n g t h s  o f  c o n t i n u o u s  s t r e t c h e s  o f  DNA c a n  be  

c l o n e d  ( B e n d e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 b ) .  T h e  s i z e  o f  e a c h  ' s t e p '  o f  

t h e  w a l k  i s  d e t e r m i n e d  b y  h o w  m u c h  DNA c a n  b e  c o n t a i n e d  i n  

t h e  v e c t o r  u s e d  ( a b o u t  1 8 k b  i n  b a c t e r i o p h a g e  v e c t o r s ,  a n d  

4 0 k b  i n  c o s m i d  v e c t o r s ) ,  a n d  b y  t h e  d e g r e e  o f  o v e r l a p  

b e t w e e n  a d j a c e n t  c l o n e s ,  a n d  i n  p r a c t i c e  a v e r a g e s  a b o u t  

l O k b  f o r  a p h a g e  v e c t o r .  A m o d i f i c a t i o n  o f  t h i s
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t e c h n i q u e ,  w h i c h  a l l o w s  a j u m p  f r o m  o n e  r e g i o n  o f  t h e  

c h r o m o s o m e  t o  a n o t h e r ,  w i t h o u t  t h e  n e e d  t o  c l o n e  t h e  

i n t e r v e n i n g  DNA, i s  t o  t a k e  a d v a n t a g e  o f  e x i s t i n g  

c h r o m o s o m a l  r e a r r a n g e m e n t s  t h a t  b r i n g  t o g e t h e r  DNA 

s e q u e n c e s  t h a t  a r e  n o r m a l l y  s e p a r a t e d  b y  h u n d r e d s  o r  

t h o u s a n d s  o f  k i l o b a s e s .  T h e r e  h a v e  b e e n  s e v e r a l  r e p o r t e d  

e x a m p l e s  o f  t h e  c l o n i n g  o f  g e n e s  u s i n g  c h r o m o s o m e  w a l k i n g  

a n d  j u m p i n g  ( f o r  e x a m p l e ,  B e n d e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 a ;  B e n d e r  e t  

a l . ,  1 9 8 3 b ;  K i d d  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  G a r b e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  B u t l e r  

e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  K i l c h e r r  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  M cKeow n  e t  a l . ,

1 9 8 7 ) .  T h e  tw o  c r i t i c a l  f e a t u r e s  t h a t  i n f l u e n c e  t h e  

s u c c e s s  o f  c h r o m o s o m e  w a l k i n g  a p p e a r  t o  b e  t h e  

a v a i l a b i l i t y  o f  a c o n v e n i e n t  e n t r y  p o i n t  i n t o  t h e  r e g i o n  

o f  i n t e r e s t ,  a n d  t h e  t o t a l  l e n g t h  o f  w a l k  r e q u i r e d :  u p  t o  

a b o u t  3 0 0 k b  i s  f e a s i b l e ,  m o r e  t h a n  t h a t  i s  v e r y  t i m e  

c o n s u m i n g .  T h e s e  tw o  f a c t o r s  w i l l  now b e  c o n s i d e r e d  w i t h  

r e s p e c t  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  c l o n i n g  t h e  g n u  g e n e  u s i n g  

s u c h  an  a p p r o a c h .

A n  e n t r y  p o i n t  i n t o  a w a l k  c o n s i s t s  o f  a p i e c e  o f  

c l o n e d  DNA f r o m  t h e  r e g i o n  t o  be  s t u d i e d ,  a n d  c a n  be 

o b t a i n e d  e i t h e r  by  u s i n g  a l r e a d y  e x i s t i n g  c l o n e s  w h o s e  

c y t o l o g i c a l  p o s i t i o n  i s  k n o w n ,  o r  b y  m i c r o d i s s e c t i o n  o f  

t h e  r e l e v a n t  b a n d s  f r o m  t h e  p o l y t e n e  c h r o m o s o m e s  

( S c a l e n g h e  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T o  t h e  b e s t  o f  my k n o w l e d g e ,  

t h e r e  i s  no  e x i s t i n g  c l o n e d  DNA i n  t h e  7 0 E F  r e g i o n ,  b u t  

t h e r e  i s  a 2 2 0 k b  w a l k  b e t w e e n  7 1 C 1 , 2  a n d  7 1 F 1 , 2 ,  w h i c h  w a s  

u s e d  t o  c l o n e  t h e  t h e  e c d y s o n e  i n d u c i b l e  E i p 2 8 / 2 9  g e n e  

f r o m  t h e  7 1 C  r e g i o n  ( P .  C h e r b a s ,  p e r s .  c o m m . ) .  T h e
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d e f i c i e n c y  D f ( 3 D  B r d -^-^ r e m o v e s  DNA b e t w e e n  7 l C l , 2  a n d  

7 0 F 4 , 6 ,  t h e  p r o x i m a l  l i m i t  o f  t h e  g n u  i n t e r v a l ,  a n d  

t h e r e f o r e  b r i n g s  s e q u e n c e s  f r o m  t h e s e  p o s i t i o n s  a d j a c e n t  

t o  e a c h  o t h e r .  T h e r e f o r e ,  i f  t h e  p r o x i m a l  e n d  p o i n t  o f  

t h i s  d e f i c i e n c y  c a n  be  i d e n t i f i e d  a t  t h e  DNA l e v e l ,  t h e  

c l o n e  t h a t  s p a n s  i t  c a n  b e  u s e d  t o  p r o b e  a  l i b r a r y  o f  DNA 

made f r o m  t h e  d e f i c i e n c y  s t o c k  a n d  h e n c e  o b t a i n  s e q u e n c e s  

f r o m  7 0 F 4 , 6 .  T h e s e  7 0 F 4 , 6  s e q u e n c e s  c a n  t h e n  be  u s e d  a s  a 

s t a r t i n g  p o i n t  f r o m  w h i c h  t o  w a l k  t h r o u g h  t h e  g n u  i n t e r v a l  

u n t i l  t h e  d i s t a l  b r e a k p o i n t  ( 7 0 E 4 , 6 )  i s  r e a c h e d ,  a t  w h i c h  

s t a g e  t h e  g n u  g e n e  w i l l  n e c e s s a r i l y  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  

( s e e  F i g u r e  5 . 5 ) .  T h i s  e n d - p o i n t  c a n  be  i d e n t i f i e d  b y  

u s i n g  a l i b r a r y  o f  DNA f r o m  f l i e s  c a r r y i n g  t h e  D f ( 3 L ) f z - 2^1 

c h r o m o s o m e  ( w h i c h  d e f i n e s  t h e  d i s t a l  b r e a k p o i n t )  f r o m  

w h i c h  t o  c l o n e  t h e  s t e p s  o f  t h e  w a l k ,  a n d  b y  h y b r i d i s i n g  

s u c c e s s i v e  c l o n e s  i_n s i t u  t o  w i l d  t y p e  c h r o m o s o m e s .  When 

t h e  b r e a k p o i n t  i s  r e a c h e d  t h e  c l o n e  t h a t  s p a n s  i t  w i l l  

h y b r i d i s e  t o  tw o  d i s t i n c t  p l a c e s  o n  t h e  w i l d  t y p e  

c h r o m o s o m e s ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  tw o  b r e a k p o i n t s  o f  t h e  

d e f i c i e n c y  u s e d .  I n  p r a c t i c e ,  t h i s  w i l l  n o t  be  

s t r a i g h t f o r w a r d ,  a s  t h e  D f ( 3 L ) f 1 s t o c k  i s  l e t h a l  when  

h o m o z y g o u s ,  w h i c h  m eans  t h a t  t h e  l i b r a r y  o f  DNA f r o m  t h i s  

s t o c k  w i l l  a l s o  c o n t a i n  DNA f r o m  a b a l a n c e r  c h r o m o s o m e ,  

w h i c h  w i l l  n o t  be  d e l e t e d  f o r  t h e  r e g i o n .  T h i s  w i l l  mean 

t h a t  t h e r e  w i l l  b e  t w o  c l a s s e s  o f  c l o n e  t h a t  s p a n  t h e  

b r e a k p o i n t ,  o n e  f r o m  t h e  d e f i c i e n c y  c h r o m o s o m e ,  a n d  o n e  

f r o m  t h e  b a l a n c e r .  T h i s  p r o b l e m  c a n  be  o v e r c o m e  by  

s e l e c t i n g ,  a t  e a c h  s t a g e  o f  t h e  w a l k ,  a g r o u p  o f  c l o n e s ,
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F i g u r e  5 . 5

P o t e n t i a l  C l o n i n g  S t r a t e g y  f o r  t h e  g n u  G e n e

T h e  s i g n i f i c a n t  d e f i c i e n c i e s  a n d  e x i s t i n g  c l o n e d  DNA a r e  

s how n  a g a i n s t  a  d i a g r a m  o f  t h e  r e l e v a n t  p a r t  o f  3 L ,  a n d  

a g a i n s t  a  p h o t o g r a p h  a n d  d r a w i n g  o f  t h e  c h r o m o s o m e  t a k e n  

f r o m  L e f e v r e  ( 1 9 7 6 ) .  I t  i s  n o t  c l e a r  ( s e e  t e x t )  w h e t h e r  

t h e  e x i s t i n g  w a l k  w h i c h  t e r m i n a t e s  i n  t h e  7 1 C 1 , 2  d o u b l e t  

o v e r l a p s  w i t h  t h e  p r o x i m a l  b r e a k p o i n t  o f  D f  ( 3 L ) B r d ^ -^ ,  

w h i c h  a l s o  l i e s  i n  t h e  7 1 C 1 , 2  d o u b l e t .  T h e  e x t e n t  o f  t h e  

p r o p o s e d  w a l k  i s  e s t i m a t e d  t o  be  b e t w e e n  8 0 k b  a n d  1 3 0 k b

M

( s e e  t e x t ) .
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a n d  m a p p i n g  t h e m  i n  a  p r e l i m i n a r y  m a n n e r .  When t h e  

b r e a k p o i n t  i s  r e a c h e d ,  t w o  d i s t i n c t  c l a s s e s  w i l l  be  f o u n d ,  

c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  t w o  c h r o m o s o m e s .  T h i s  _in s i t u  

h y b r i d i s a t i o n  t e c h n i q u e  c a n  be  c o m p l e m e n t e d  b y  c o m p a r i n g  

S o u t h e r n  b l o t  p a t t e r n s  o b t a i n e d  w hen  c l o n e s  f r o m  t h e  w a l k  

a r e  h y b r i d i s e d  w i t h  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  d i g e s t e d  DNA f r o m  

e i t h e r  w i l d  t y p e  o r  d e f i c i e n c y  s t o c k s .  T h e s e  t e c h n i q u e s  

h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  u s e d  t o  d e l i m i t  c h r o m o s o m e  w a l k s  

u s e d  t o  c l o n e  N o t c h  ( K i d d  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  a n d  t h e  r o s y - A c e  

l o c u s  ( B e n d e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 b ) .

T h e  i n i t i a l  p a r t  o f  t h i s  w a l k i n g  s t r a t e g y  i n v o l v e s  

i d e n t i f y i n g  a  c l o n e  w h i c h  s p a n s  t h e  p r o x i m a l  b r e a k p o i n t  o f  

D f ( 3 L ) B r d £ l - 5 . T h e  b r e a k p o i n t  l i e s  w i t h i n  t h e  h e a v y  

d o u b l e t  7 1 C 1 , 2 ,  a n d  F i g u r e  5 . 3 a  s h o w s  t h a t  some o f  t h e  

d o u b l e t  a p p e a r s  t o  be  r e m o v e d  b y  t h e  d e f i c i e n c y .  T h e  

d i s t a l  l i m i t  o f  t h e  e x i s t i n g  w a l k  i s  a l s o  w i t h i n  t h i s  

d o u b l e t ,  b u t  i s  e s t i m a t e d  t o  be w i t h i n  t h e  p r o x i m a l  h a l f  

o f  t h e  b a n d  ( P .  C h e r b a s ,  p e r s .  c o m m . ) .  I t  i s  n o t  k n o w n  

w h e t h e r  t h e  b r e a k p o i n t  l i e s  w i t h i n  s e q u e n c e s  a l r e a d y  

i n c l u d e d  i n  t h e  w a l k ,  o r  w h e t h e r  t h e  w a l k  w i l l  h a v e  t o  be  

e x t e n d e d  d i s t a l l y  t o  r e a c h  t h i s  p o s i t i o n .  I f  t h e  

b r e a k p o i n t  i s  a l r e a d y  c l o n e d ,  t h e n  t h e  n e c e s s a r y  

c h r o m o s o m e  w a l k  c a n  b e g i n  a t  7 0 F 4 , 6 ?  i f  n o t ,  t h e n  t h i s  

f i r s t  w a l k  w i l l  h a v e  t o  be  i n c l u d e d  i n  t h e  e s t i m a t e  o f  

t o t a l  w a l k i n g  d i s t a n c e  r e q u i r e d .

I n  some o f  t h e  l o n g  c h r o m o s o m e  w a l k s  t h a t  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d  a n  a t t e m p t  h a s  b e e n  made  t o  e s t i m a t e  t h e  a m o u n t  

o f  DNA i n  e a c h  b a n d  ( S p i e r e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  P i r o t t a  e t  a l . ,
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1 9 8 3 ;  G a r b e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  B u t l e r  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  T h e  m a i n  

c o n c l u s i o n  o f  s u c h  s t u d i e s  i s  t h a t  t h e  f i g u r e  i s  e x t r e m e l y  

v a r i a b l e ,  r a n g i n g  f r o m  a b o u t  3 k b  t o  n e a r l y  2 0 0 k b ,  a n d  

t h a t ,  o n  a v e r a g e ,  i n t e r b a n d  r e g i o n s  c o n t a i n  1 0 - 2 0  t i m e s  

l e s s  DNA t h a n  b a n d s .  T h i s  d r a m a t i c  v a r i a t i o n  m ean s  t h a t  

i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  p r e c i s e l y  how much DNA 

s p a n s  a  g i v e n  r e g i o n  o f  p o l y t e n e  c h r o m o s o m e ,  b u t  t h e r e  i s  

a d e f i n i t e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  d e n s i t y  ( a n d  w i d t h )  o f  

b a n d s ,  a n d  t h e i r  DNA c o n t e n t  ( S p i e r e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  

T h e r e f o r e  a  c o m p a r i s o n  o f  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  b a n d s  t h a t  

h a v e  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  w i t h  t h o s e  i n  t h e  g n u  i n t e r v a l  

d o e s  p r o d u c e  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  l e n g t h  o f  t h i s  i n t e r v a l ,  

w h i c h  i s  p r o b a b l y  a c c u r a t e  e n o u g h  f o r  t h i s  t o  b e  a 

w o r t h w h i l e  p r e l i m i n a r y  e x e r c i s e  b e f o r e  a t t e m p t i n g  a 

c h r o m o s o m e  w a l k .

I f  t h e  7 1 C 1 , 2  b a n d  i s  c o n s i d e r e d  f i r s t  ( a l t h o u g h  i t  i s  

n o t  c l e a r  t h a t  t h i s  r e g i o n  w i l l  n e e d  t o  w a l k e d  a c r o s s  a t  

a l l ) ,  i t  i s  f o u n d  t o  b e  c o m p a r a b l e  w i t h  h e a v y  b a n d s  t h a t  

h a v e  b e e n  c l o n e d  a l r e a d y  s u c h  a s  3 C 1 - 3  ( P i r o t t a  e t  a l . ,  

1 9 8 3 ) ,  7 3 A 3 - 4  ( B u t l e r  e t  a l ,  1 9 8 6 ) ,  a n d  8 7 E 1 - 2  ( S p i e r e r  e t

a l . ,  1 9 8 3 ) .  ( A l l  c o m p a r i s o n s  o f  b a n d s  a r e  made f r o m  t h e  

p h o t o g r a p h i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  p o l y t e n e  c h r o m o s o m e s  b y  

L e f e v r e  ( 1 9 7 6 ) ) .  T h e s e  d o u b l e t s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  

c o n t a i n  a p p r o x i m a t e l y  1 5 0 k b ,  l O O k b  a n d  1 6 0 k b  r e s p e c t i v e l y .  

T h e r e f o r e  an  e s t i m a t e  o f  ! 5 0 k b  f o r  t h e  7 1 C 1 , 2  d o u b l e t  

s e e m s  r e a s o n a b l e .  I f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  o n e  t h i r d  o f  

t h e  d i s t a l  e d g e  o f  t h e  b a n d  i s  r e m o v e d  b y  D f ( 3 L ) B r d i i j ^ ,  

a n d  t h a t  t h e  w a l k  e x t e n d s  2 0 k b  i n t o  t h e  p r o x i m a l  e d g e  o f
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t h e  b a n d ,  t h e  e s t i m a t e d  d i s t a n c e  n e e d e d  t o  w a l k  t o  t h e  

b r e a k p o i n t  i s  8 0 k b .

I n  t h e  a c t u a l  g n u  i n t e r v a l  ( 7 0 E 4 , 6 ; 7 0 F 4 , 6 )  t h e r e  a r e  6 

-  9 b a n d s  d r a w n  b y  B r i d g e s  ( r e v i s e d  d r a w i n g s  a s  s h o w n  i n  

L i n d s l e y  a n d  G r e l l ,  1 9 6 8 ) ,  b u t ,  a s  h a s  b e e n  d i s c u s s e d  

a b o u t  s e v e r a l  o t h e r  r e g i o n s  o f  t h e  genom e  ( B e r e n d e s ,  1 9 7 0 ;  

L e f e v r e ,  1 9 7 6 ) ,  n o t  a l l  t h e  B r i d g e s '  b a n d s  a r e  u s u a l l y  

s e e n  i n  c h r o m o s o m e  p r e p a r a t i o n s .  I n  f a c t ,  I  c a n  

c o n s i s t e n t l y  o n l y  s e e  t h r e e  f a i n t  b a n d s  i n  t h i s  r e g i o n  

( w h i c h  a g r e e s  w i t h  t h e  L e f e v r e  p h o t o g r a p h ,  1 9 7 6 ) ,  o f  w h i c h  

o n e ,  7 0 F 1 , 2 ,  i s  g i v e n  a s  a  d o u b l e t  b y  B r i d g e s .  T h e  

c a l c u l a t i o n  c a n  b e  d o n e  f o r  b o t h  e s t i m a t e s  o f  b a n d  n u m b e r ,  

w h i c h  w i l l  p r o b a b l y  g i v e  an  u p p e r  a n d  l o w e r  l i m i t  f o r  t h e  

l e n g t h  o f  DNA i n  t h e  g n u  i n t e r v a l .  T a k i n g  B r i d g e s '  

a c c o u n t ,  t h e r e  a r e  f o u r  f a i n t  b a n d s  a n d  f i v e  v e r y  f a i n t  

b a n d s  i n  t h e  max imum  i n t e r v a l  ( 7 0 E 4 ; 7 0 F 6 ) .  U s i n g  

e s t i m a t e s  o f  DNA p e r  b a n d  f r o m  t h e  r e f e r e n c e s  g i v e n  a b o v e ,  

i t  i s  r e a s o n a b l e  t o  a s s i g n  2 0 k b  t o  e a c h  f a i n t  b a n d ,  a n d  

l O k b  t o  e a c h  v e r y  f a i n t  b a n d .  T h e s e  v a l u e s  g i v e  a t o t a l  

o f  1 3 0 k b  f o r  t h e  i n t e r v a l .  U s i n g  t h e  p h o t o g r a p h i c a l l y  

v i s i b l e  b a n d s  a s  an  e s t i m a t e ,  t h e r e  a r e  t w o  f a i n t  b a n d s  

a n d  o n e  m o d e r a t e  b a n d ,  a n d  i f  4 0 k b  i s  a l l o w e d  f o r  t h e  

m o d e r a t e  b a n d  ( t h e  7 0 F 1 , 2  d o u b l e t  o f  B r i d g e s ) ,  t h e n  a 

v a l u e  o f  8 0 k b  f o r  t h e  e n t i r e  i n t e r v a l  i s  o b t a i n e d .  T a k e n  

t o g e t h e r ,  t h e s e  c a l c u l a t i o n s  p r o v i d e  an  u p p e r  l i m i t  o f  t h e  

l e n g t h  o f  t h e  p r o p o s e d  w a l k  o f  2 1 0 k b  ( i n c l u d i n g  t h e  

p o t e n t i a l  7 1 C 1 , 2  w a l k ) ,  a n d  a  l o w e r  l i m i t  o f  8 0 k b  

( e x c l u d i n g  t h e  7 1 C 1 , 2  r e g i o n ) .  T h e s e  c a l c u l a t i o n s  a r e
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o n l y  g i v e n  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  a w a l k i n g  

s t r a t e g y  t o  c l o n e  g n u , a n d  a r e  n o t  i n t e n d e d  t o  be  a 

p r e c i s e  e s t i m a t e  o f  t h e  l e n g t h  o f  t h e  w a l k ,  s i n c e  t h e r e  i s  

c l e a r l y  c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n  i n  t h e  a m o u n t  o f  DNA i n  

b a n d s  e v e n  o f  a p p r o x i m a t e l y  s i m i l a r  d e n s i t y  a n d  w i d t h  

( S p i e r e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .

T h e  a t t e m p t  t o  i n d u c e  h y b r i d  d y s g e n i c  a l l e l e s  o f  g n u , 

a n d  t h r e e  o t h e r  m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l s  ( t h u l e , l o d e s t a r , 

a n d  p o l o ) , t h e r e b y  t a g g i n g  t h e  g e n e s  w i t h  P - e l e m e n t s ,  w a s  

u n s u c c e s s f u l .  I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  why  no 

a l l e l e s  w e r e  o b t a i n e d ,  b u t  s e v e r a l  c o m m e n t s  c a n  be  made 

a b o u t  t h e  s t r a t e g y  u s e d .  T h e  p r i m a r y  r e a s o n  f o r  f a i l u r e  

i s  l i k e l y  t o  h a v e  b e e n  t h a t  t o o  f e w  c h r o m o s o m e s  w e r e  

s c r e e n e d .  6 18 7  c h r o m o s o m e s  w e r e  t e s t e d  f o r  n o n ­

c o m p l e m e n t a t i o n  w i t h  g n u , a n d  c o n s i d e r a b l y  f e w e r  w i t h  t h e  

o t h e r  t h r e e  m u t a n t s .  T h e  r e a s o n s  f o r  t h e s e  r e l a t i v e l y  

s m a l l  n u m b e r s  w e r e  t w o f o l d .  F i r s t l y ,  t h e  f a c t  t h a t  a 

s c r e e n  f o r  f e m a l e  s t e r i l i t y  h a s  t o  b e  t e s t e d  i n  t h e  F 2  

g e n e r a t i o n  m e an s  t h a t  tw o  r o u n d s  o f  p a i r  m a t i n g s  a r e  

r e q u i r e d  f o r  e a c h  m u t a t i o n ,  a n d  t h e  t i m e  n e e d e d  t o  s e t  u p  

t h e s e  p a i r  m a t i n g s  l i m i t s  t h e  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e s  t h a t  

c a n  be  t e s t e d .  F u r t h e r m o r e ,  i n  t h i s  ' r o l l i n g  s c r e e n ' ,  t w o  

t u b e s  o f  f l i e s  w e r e  s e t  u p  f r o m  e a c h  t u b e  f r o m  t h e  

p r e v i o u s  g e n e r a t i o n ,  a g a i n  m u l t i p l y i n g  t h e  a m o u n t  o f  w o r k  

i n v o l v e d .  T h u s  t h e  o r i g i n a l  6 7 0 0  p a i r  m a t i n g s  i n  t h e  

t h i r d  g e n e r a t i o n  o f  t h e  s c r e e n  ( s e e  F i g u r e  5 .4 )  o c c u p i e d  

a b o u t  1 3 , 0 0 0  t u b e s  a t  t h e  n e x t  g e n e r a t i o n ,  o f  w h i c h  h a l f  

w e r e  t e s t e d  f o r  s t e r i l i t y  a f t e r  o n e  w e e k ,  a n d  t h e  o t h e r
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h a l f  h a d  t o  b e  s o r t e d  i n t o  t e s t  f e m a l e s  a n d

r e d  e * / B a l a n c e r  m a l e s  f o r  t h e  n e x t  r o u n d  o f  t h e  s c r e e n ,  

tw o  w e e k s  a f t e r  s e t t i n g  t h e m  up .  We s t i l l  b e l i e v e  t h a t  i t  

w o u l d  n o t  be  p r a c t i c a b l e  t o  m ake  t h e  s c r e e n  much l a r g e r  

w i t h o u t  a g r e a t e r  i n v e s t m e n t  o f  m a n p o w e r .

T h e  s e c o n d  r e a s o n  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e s  t e s t e d  

w a s  s o  l o w  w a s  t h e  u n e x p e c t e d l y  h i g h  r a t e  o f  l o s s  o f  

c h r o m o s o m e s  a t  e a c h  s t a g e  o f  t h e  s c r e e n .  A b o u t  15-20% o f  

a l l  t u b e s  o f  p a i r  m a t i n g s  s e t  u p  n e v e r  p r o d u c e d  a n y  

p r o g e n y  ( o r  t o o  f e w  t o  c o l l e c t  t h e  n e c e s s a r y  g e n o t y p e s ) ,  

a n d  t h i s  m e a n t  t h a t  b y  t h e  f i n a l  s t a g e s  o f  t h e  s c r e e n  o n l y  

a  v e r y  f e w  t e s t  c h r o m o s o m e s  r e m a i n e d  ( c o m p a r e  6 18 7  

c h r o m o s o m e s  t e s t e d  w i t h  g n u , w i t h  1 05 5  t e s t e d  w i t h  p o l o ) . 

T h e  r e a s o n s  f o r  t h i s  h i g h  r a t e  o f  l o s s  a r e  n o t  c l e a r ,  b u t  

p r o b a b l y  r e l a t e  m a i n l y  t o  t h e  p r a c t i c a l  p r o b l e m s  o f  

h a n d l i n g  s u c h  g r e a t  n u m b e r s  o f  p a i r  m a t i n g s .  P l i e s  t e n d e d  

t o  s t i c k  t o  t h e  f o o d  a t  a h i g h  f r e q u e n c y ,  p a r t l y  b e c a u s e  

t h e  d e e p ,  n a r r o w  t u b e s  u s e d  c o l l e c t e d  c o n d e n s a t i o n  on  

t h e i r  i n s i d e s ,  a n d  t h e r e f o r e  d i d  n o t  d r y  e f f i c i e n t l y .

O t h e r  r e a s o n s  m u s t  i n c l u d e  some  n a t u r a l  s t e r i l i t y ,  a n d  

some d y s g e n i c a 1 l y - i n d u c e d  g o n a d a l  s t e r i l i t y  ( K i d w e l l  e t  

a l . ,  1 9 7 7 ) ,  a l t h o u g h  a t  2 4 ° C  t h e  r a t e  o f  s u c h  s t e r i l i t y  i s  

n o t  e x p e c t e d  t o  be h i g h .  I n  r e t r o s p e c t ,  a l a r g e r  s c r e e n  

f o r  a l l e l e s  o f  a s i n g l e  m u t a t i o n  w o u l d  h a v e  b e e n  m o re  

l i k e l y  t o  h a v e  s u c c e e d e d ,  a l t h o u g h  t h e  s i g n i f i c a n t  

p r o b a b i l i t y  t h a t  a n y  g i v e n  g e n e  i s  a  ' c o l d  s p o t '  f o r  P -  

e l e m e n t  i n s e r t i o n  ( K i d w e l l ,  1 9 8 6 ) ,  m e an s  t h a t  s u c h  a n  

a p p r o a c h  c a r r i e s  r i s k s  o f  i t s  own.
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K a t e s  o f  s u c c e s s  o f  i n d u c i n g  P - e l e m e n t  a l l e l e s  i n  g i v e n  

g e n e s  v a r y  e n o r m o u s l y ,  f r o m  0 o u t  o f  m o r e  t h a n  10^ 

c h r o m o s o m e s  f o r  t h e  a l c o h o l  d e h y d r o g e n a s e  g e n e  ( K i d w e l l ,  

1 9 8 6 )  t o  0.4% f o r  B e a d e x  ( S i m m o n s  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  O t h e r  

r a t e s  a c h i e v e d  i n c l u d e  9 / 1 1 , 2 5 0  f o r  c l a r e t  ( K i d w e l l ,

1 9 8 6 ) ;  3 / 4 2 , 2 6 6  f o r  m e i - 4 1 , 2 / 4 2 , 2 6 6  f o r  m e i - 9 , a n d  

1 / 4 2 , 2 6 6  f o r  m u s ( l ) 1 0 2  (Yam am o to  a n d  M a s o n ,  1 9 8 5 ) ;

7 / 2 0 , 1 0 0  f o r  h a i r y  ( I n g h a m  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) ;  a n d  2 / 2 5 0 , 0 0 0  

f o r  A r i s t a p e d i o i d  ( A d l e r ,  1 9 8 4 ) .  I t  c a n  b e  c o n c l u d e d  f r o m  

t h e s e  f i g u r e s  t h a t  g n u  ( 0 / 6 1 8 7 )  i s  n o t  a  p a r t i c u l a r l y  h o t  

s p o t  f o r  P - e l e m e n t  i n s e r t i o n ,  b u t  t h a t  t h e r e  i s  no  

e v i d e n c e  t h a t  i t  i s  a  g e n u i n e l y  c o l d  s p o t .  I t  i s  

d i f f i c u l t  t o  e s t i m a t e  how many  g e n e s  a r e  t r u l y  r e f r a c t o r y  

t o  P - e l e m e n t  i n s e r t i o n ,  e s p e c i a l l y  a s  f a i l e d  a t t e m p t s  a r e  

u n l i k e l y  t o  be  r e p o r t e d  a s  o f t e n  a s  s u c c e s s f u l  o n e s ,  b u t  

i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  f i g u r e  m i g h t  b e  a s  h i g h  a s  

h a l f  o f  a l l  g e n e s  ( S e a r l e s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  S im m o n s  a n d  L i m ,

1 9 8 0 ) .  F o r  t h i s  r e a s o n  P - e l e m e n t  m u t a g e n e s i s  i s  p r o b a b l y  

m o s t  e f f i c i e n t l y  u s e d  t o  g e n e r a t e  c l a s s e s  o f  m u t a t i o n ,  

r a t h e r  t h a n  t o  p r o d u c e  a l l e l e s  o f  s p e c i f i c  g e n e s .  F o r  

e x a m p l e ,  a b o u t  4% o f  P - m u t a t e d  c h r o m o s o m e s  g a v e  z y g o t i c  

l e t h a l  p h e n o t y p e s  (R K a r e s s ,  p e r s .  comm.) ,  a n d  2 / 2 9 4 2  

c h r o m o s o m e s  g a v e  f e m a l e  s t e r i l e s  ( K i d w e l l ,  1 9 8 6 ) .
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CHAPTER 6

D i s c u s s i o n

*
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6 . 1  Sum m ary  o f  R e s u l t s

T h e  r e s u l t s  t h a t  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  in t h e  p r e c e d i n g  

c h a p t e r s  h a v e  a n a l y s e d  a s p e c t s  of t h e  p h e n o t y p e  of t h e  g n u  

m u t a t i o n  of D r o s o p h i l a . g n u  is a m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  

w h i c h  r e s u l t s  in t h e  e m b r y o s  of h o m o z y g o u s  f e m a l e s  b e i n g  

d e f e c t i v e  in n u c l e a r  d i v i s i o n ,  but not in DNA r e p l i c a t i o n ,  

a n d  t h i s  l e a d s  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a s m a l l  n u m b e r  o f  g i a n t  

n u c l e i  in the s y n c y t i a l  b l a s t o d e r m .  T h e  e x p e r i m e n t s  t h a t 

I h a v e  c a r r i e d  out h a v e  led to the f o l l o w i n g  c o n c l u s i o n s  

a b o u t  t h e  g n u  m u t a t i o n .  First, m u c h  of the s t r u c t u r a l  

a p p a r a t u s  of m i t o s i s  is p r e s e n t  a n d  f u n c t i o n a l l y  a d e q u a t e  

in G N U  e m b r y o s ;  s p e c i f i c a l l y  c e n t r o s o m e s  a r e  a b l e  to 

r e p l i c a t e ,  a n d  t h e i r  a b i l i t y  to n u c l e a t e  m i c r o t u b u l e s  

a p p e a r s  u n a f f e c t e d .  S e c o n d ,  GNU e g g s  d e v e l o p  e v e n  i f  

u n f e r t i l i z e d ,  a l t h o u g h  t h e r e  is no b l o c k  to t h e i r  

i n s e m i n a t i o n ,  a n d  t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  c a n  r e p l i c a t e .

T h i r d ,  p o l a r  b o d i e s  r e p l i c a t e  i n  GNU e m b r y o s .  F o u r t h ,  t h e  

m a l e  p r o n u c l e u s  i s  a b l e  t o  r e p l i c a t e  i n  e m b r y o s  f r o m  

f e m a l e s  t h a t  a r e  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  f e m a l e  s t e r i l e  h a p l o i d  

m u t a t i o n ,  mh (G a n s  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  S a n t a m a r i a  a n d  G a n s ,

1 9 8 0 ) ,  a n d  g n u ; t h e  m a l e  p r o n u c l e u s  i s  n o t  r e p l i c a t e d  i n  

t h e  e m b r y o  o f  a f e m a l e  h o m o z y g o u s  f o r  mh a l o n e .  F i f t h ,  

t h e  u n f e r t i l i z e d  GNU e g g  c o n t a i n s  c e n t r o s o m e s  w h i c h  c a n  

n u c l e a t e  m i c r o t u b u l e s ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e  s p e r m  i s  n o t  

t h e  o n l y  p o s s i b l e  s o u r c e  of c e n t r o s o m e s  i n  t h e  D r o s o p h i l a  

e m b r y o .  S i x t h ,  the g n u  g e n e  maps  a t  42 .5mu o n  C h ro m o so m e  

3 ,  a n d  l i e s  b e t w e e n  7 0 E 4 , 6  a n d  7 0 F 4 , 6  on  t h e  b a n d i n g
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p a t t e r n  o f  s a l i v a r y  g l a n d  p o l y t e n e  c h r o m o s o m e s .

6 . 2  T h e  C e n t r o s o m e  C y c l e

P e r h a p s  t h e  m o s t  i n t r i g u i n g  r e s u l t  o b t a i n e d  f r o m  t h e  

i m m u n o s t a i n i n g  o f  GNU e m b r y o s  i s  t h e  u n c o u p l i n g  o f  n u c l e a r  

a n d  c e n t r o s o m a l  d i v i s i o n .  A s  h a s  b e e n  d i s c u s s e d  i n  

C h a p t e r  3,  a l t h o u g h  t h e r e  h a v e  b e e n  r e p o r t s  o f  some 

l i m i t e d  i n d e p e n d e n t  c e n t r o s o m a l  d i v i s i o n ,  t h i s  i s  t h e  

f i r s t  c a s e  w h e r e  t h e  c e n t r o s o m e ' s  c a p a c i t y  f o r  d i v i s i o n  i n  

t h e  a b s e n c e  o f  n u c l e a r  d i v i s i o n  i s  s o  e x t e n s i v e .  I t  

c l e a r l y  i m p l i e s  t h a t  t h e r e  i s  no  r e q u i r e m e n t  f o r  

a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  n u c l e u s  i n  o r d e r  f o r  c e n t r o s o m e s  t o  

r e p l i c a t e .  S i n c e  m i t o s i s  c a n  b e  s e e n  a s  a s e r i e s  o f  

n e c e s s a r y  e v e n t s ,  w h i c h  p r e s u m a b l y  m u s t  o c c u r  i n  a 

s p e c i f i c  t e m p o r a l  o r d e r ,  i t  m i g h t  b e  e x p e c t e d  t h a t  t h e s e  

e v e n t s  a r e  l i n k e d  i n  a l i n e a r  p a t h w a y ,  e a c h  o n e  b e i n g  

d e p e n d e n t  u p o n  t h e  a c t i o n  o f  t h e  p r e v i o u s  o n e .  I n d e e d ,  a s  

w a s  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  1 ,  a n  e x t e n s i v e  g e n e t i c  a n a l y s i s  

o f  t h e  y e a s t  c e l l  c y c l e ,  h a s  l e d  t o  a m o d e l  w h i c h  i s  b a s e d  

o n  a l i n e a r  p a t h w a y  o f  t h i s  t y p e  ( P r i n g l e  a n d  H a r t w e l l ,

1 9 8 1 ) .  A p r i o r i , t h i s  m i g h t  s e e m  t o  be  t h e  m o s t  e f f i c i e n t  

m e t h o d  o f  e n s u r i n g  t h a t  t h e  c o m p l e x  s e r i e s  o f  p r o c e s s e s  

w h i c h  c o m p r i s e  m i t o s i s  a r e  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  r e q u i r e d  

o r d e r .  H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  a r g u e  t h a t  i n  

D r o s o p h i l a , n u c l e a r  a n d  c e n t r o s o m a l  d i v i s i o n ,  a t  l e a s t ,  

a r e  n o t  l i n k e d  i n  s u c h  a r e l a t i o n s h i p .  I n s t e a d  t h e y  

a p p e a r  t o  be  i n d e p e n d e n t ,  a n d  c a n  b e  i m a g i n e d  t o  b e  on



p a r a l l e l  p a t h w a y s ,  s o  t h a t  o n e  d o e s  n o t  r e l y  u p o n  t h e  

o t h e r .  P r e s u m a b l y  t h e s e  p a t h w a y s  a r e  r e g u l a t e d  i n  n o r m a l  

m i t o s i s ,  i n  s u c h  a w ay  t h a t  e n s u r e s  t h e i r  c o o r d i n a t i o n ,  

p e r h a p s  b y  some ' m a s t e r  o s c i l l a t o r '  m e c h a n i s m  t o  w h i c h  

b o t h  c a n  r e s p o n d .  T h e  c y t o p a s m i c  o s c i l l a t i o n s  t h a t  a r e  

known  t o  e x i s t  i n  X e n o p u s  e g g s ,  a n d  w h i c h  c o n t i n u e  e v e n  

when  t h e  e g g  i s  e n u c l e a t e d  ( H a r a  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) ,  m i g h t  o c c u r  

i n  r e s p o n s e  t o  a n  a n a l a g o u s  o s c i l l a t o r y  m e c h a n i s m .  I t  i s  

i n t e r e s t i n g  t o  s p e c u l a t e  t h a t  w h i l e  s u c h  a s y s t e m ,  o f  

p a r a l l e l  p a t h w a y s  m i g h t  s u p e r f i c i a l l y  a p p e a r  l e s s  

e f f i c i e n t  t h a n  a s i n g l e  l i n e a r  c h a i n  o f  e v e n t s ,  i t  w o u l d  

be  e x p e c t e d  t o  a l l o w  a g r e a t e r  d e g r e e  o f  f l e x i b i l i t y  i n  

t h e  d e t a i l e d  m e c h a n i s m s  o f  c e l l  d i v i s i o n ,  a m i t o t i c  

f l e x i b i l i t y  t h a t  m i g h t  be  e s s e n t i a l  i n  h i g h e r  e u k a r y o t e s  

i n  w h i c h  p a t t e r n s  o f  c e l l  g r o w t h  c h a n g e  d u r i n g  

d e v e l o p m e n t .  T h e  m o s t  o b v i o u s  c h a n g e  t h a t  d o e s  o c c u r  i n  

t h e  t y p e  o f  c e l l  g r o w t h  i n  D r o s o p h i l a i s  t h e  s w i t c h  

b e t w e e n  d i p l o i d  c e l l  d i v i s i o n  a n d  e n d o m i t o s i s ,  r e s u l t i n g  

i n  p o l y t e n i s a t i o n ,  w h i c h  o c c u r s  i n  m o s t  l a r v a l  t i s s u e s .  

A n o t h e r  c h a n g e  t h a t  t h e  m i t o t i c  m e c h a n i s m s  m u s t  

a c c o m m o d a t e  i s  t h e  s w i t c h  b e t w e e n  t h e  r a p i d ,  s y n c h r o n o u s  

n u c l e a r  d i v i s i o n s  t h a t  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  c l e a v a g e  

s t a g e s ,  a n d  t h e  much s l o w e r ,  a s y n c h r o n o u s  d i v i s i o n s  -  

i n c l u d i n g  c y t o k i n e s i s  -  f o u n d  a f t e r  c e l  l u l a r i s a t i o n .  T h e  

p o t e n t i a l  o f  u n c o u p l i n g  d i f f e r e n t  p a r t s  o f  t h e  c e l l  c y c l e  

m i g h t  f a c i l i t a t e  t h e s e  d e v e l o p m e n t a l  c h a n g e s .
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6.3 Aster Formation in GNU Embryos

I n f o r m a t i o n  a b o u t  a n o t h e r  p h e n o m e n o n  o f  m i t o s i s ,  t h a t  

o f  m i c r o t u b u l e  g r o w t h  a n d  s t a b i l i s a t i o n ,  h a s  a l s o  b e e n  

d e r i v e d  f r o m  t h e  a n t i b o d y  s t a i n i n g  e x p e r i m e n t s  t h a t  h a v e  

b e e n  d e s c r i b e d .  T h e r e  h a s  b e e n  much d i s c u s s i o n  a b o u t  t h e  

d y n a m i c s  o f  m i c r o t u b u l e  g r o w t h  d u r i n g  d i f f e r e n t  p h a s e s  o f  

t h e  c e l l  c y c l e  ( s e e ,  f o r  e x a m p l e ,  W i l l i a m s  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  

B r i e f l y ,  M i t c h i s o n  a n d  K i r s c h n e r  ( 1 9 8 5 )  h a v e  p r o p o s e d  a 

m o d e l  i n  w h i c h ,  o n c e  n u c l e a t e d  f r o m  t h e  c e n t r o s o m e ,  

m i c r o t u b u l e s  c o n t i n u e  t o  g r o w  o u t w a r d s  i n  a l l  d i r e c t i o n s  

u n t i l  e i t h e r  t h e y  l o s e  t h e i r  GTP ' c a p s ' ,  i n  w h i c h  c a s e  

t h e y  r a p i d l y  d e p o l y m e r i s e  c o m p l e t e l y ,  o r  u n t i l  t h e y  a t t a c h  

t o  a k i n e t o c h o r e ,  i n  w h i c h  c a s e  t h e y  a r e  s t a b i l i s e d  a n d  a 

m i t o t i c  s p i n d l e  i s  i n i t i a t e d .  H o w e v e r ,  H o r i o  a n d  H o t a n i  

( 1 9 8 6 )  h a v e  u s e d  v i d e o  m i c r o s c o p y  t o  o b s e r v e  a s t e r  

m i c r o t u b u l e  g r o w t h  a n d  s h r i n k a g e  i n  r e a l  t i m e ,  a n d  t h e  

k i n e t i c s  o f  t h i s  p r o c e s s  s e em  m o re  c o m p l e x  t h a n  a l l o w e d  

f o r  i n  t h e  M i t c h i s o n  a n d  K i r s c h n e r  m o d e l .  T h e  o b s e r v a t i o n  

t h a t  I  h a v e  m ade ,  t h a t  a s t e r s ,  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t o  be 

t h e  m o s t  e p h e m e r a l  o f  m i c r o t u b u l e  s t r u c t u r e s ,  c a n  g r o w  

u n t i l  t h e y  r e a c h  a t  l e a s t  t w e n t y  t i m e s  t h e i r  n o r m a l  

d i a m e t e r ,  i m p l i e s  t h a t  a n y  m o d e l  t o  e x p l a i n  t h e  k i n e t i c s  

o f  m i c r o t u b u l e  g r o w t h  m u s t  i n c o r p o r a t e  s u f f i c i e n t  

s t a b i l i t y  o f  p o l y m e r i s i n g  m i c r o t u b u l e s  t o  a l l o w  t h e  

e x i s t e n c e  o f  s u c h  g i a n t  a s t e r s .
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I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  a n a l y s i s  o f  ^ n u  h a s  l e d  t o  s o m e  

i n s i g h t s  i n t o  t h e  p r o c e s s e s  o f  c e n t r o s o m a l  r e p l i c a t i o n  a n d  

t h e  d y n a m i c s  o f  m i c r o t u b u l e  g r o w t h .  O t h e r  o b s e r v a t i o n s  o f  

GNU e m b r y o s ,  a n d  o f  e m b r y o s  o f  s i m i l a r  m a t e r n a l  e f f e c t  

l e t h a l s  (D. G l o v e r ,  C.  S u n k e l ,  M. L e i b o w i t z ,  a n d  J .  R a f f ,  

p e r s .  comm.) ,  h a v e  l e d  t o  some m o re  g e n e r a l  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  m i t o t i c  a p p a r a t u s  i n  D r o s o p h i l a  

b e c o m i n g  a p p a r e n t .  F o r  e x a m p l e ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  a l a m i n -  

c o n t a i n i n g  s t r u c t u r e  c a n  e n v e l o p e  g i a n t  n u c l e i  a n d  o t h e r  

a b n o r m a l  n u c l e i  i n  a m a n n e r  t h a t  i s  v e r y  l i k e  t h e  n u c l e a r  

m e m b r a n e  o f  w i l d  t y p e  e m b r y o s ;  t h i s  i s  s i m i l a r  t o  t h e  

r e s u l t  o f  F o r b e s  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  i n  w h i c h  n u c l e a r  e n v e l o p e s  

w e r e  f o u n d  t o  f o r m  a r o u n d  b a c t e r i o p h a g e  X DNA i n j e c t e d  

i n t o  X e n o p u s  e g g s .  A l s o ,  i t  a p p e a r s  t o  be  a 

c h a r a c t e r i s t i c  a b i l i t y  o f  c e n t r o s o m e s  t o  n u c l e a t e  

m i c r o t u b u l e s  i n t o  a s t e r s ,  e v e n  when  c o m p l e t e l y  d i s s o c i a t e d  

f r o m  n u c l e i ,  a s  w a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3. T h i s  

c o n t r a s t s  w i t h  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  c e n t r o s o m e s  a r e  o n l y  

a b l e  t o  n u c l e a t e  a s t e r s  when  a s s o c i a t e d  w i t h  n u c l e i ,  w h i c h  

was  r e a c h e d  b y  K a r s e n t i  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  s t u d y i n g  t h e  

i n j e c t i o n  o f  p u r i f i e d  c e n t r o s o m e s  i n t o  s e a  u r c h i n  e g g s .  

A n o t h e r  p h e n o m e n o n ,  o b s e r v e d  s o m e t i m e s  i n  GNU e m b r y o s ,  b u t  

f r e q u e n t l y  i n  t h e  e m b r y o s  o f  o t h e r  m a t e r n a l  e f f e c t  

l e t h a l s ,  i s  t h e  c l u s t e r i n g  o f  c e n t r o s o m e s  o n ,  o r  a r o u n d ,  

t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  a 

g e n e r a l  a f f i n i t y  o f  c e n t r o s o m e s  f o r  t h e  n u c l e a r  e n v e l o p e ,

6.4 The Mitotic Apparatus in GNU embryos
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w h i c h  c o u l d  be  u s e f u l  i n  p o s i t i o n i n g  c e n t r o s o m e s  a d j a c e n t  

t o  t h e  n u c l e u s  i n  w i l d  t y p e ,  i n t e r p h a s e  c e l l s .

6 .5  T h e  Ma t e r n a l  O r i g i n  o f  C e n t r o s o m e s

A c o n s e q u e n c e  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  GNU e g g s  c a n  

d e v e l o p  e v e n  when u n i n s e m i n a t e d  i s  t h a t  i t  a l l o w s  o n e  t o  

a d d r e s s  t h e  q u e s t i o n  o f  t h e  s o u r c e  o f  t h e  c e n t r o s o m e s  i n  

t h e  D r o s o p h i l a  e m b r y o .  I h a v e  sh o w n  t h a t  t h e  u n f e r t i l i z e d  

GNU e g g  c o n t a i n s  c e n t r o s o m e s ,  a n d  t h a t  t h e s e  c e n t r o s o m e s  

a r e  f u n c t i o n a l ,  a s  j u d g e d  b y  t h e i r  a b i l i t y  t o  n u c l e a t e  

m i c r o t u b u l e s  i n t o  a s t e r s .  I t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  c o n c l u d e  

f r o m  t h i s  r e s u l t  t h a t  t h e  c e n t r o s o m e s  a r e  m a t e r n a l l y  

c o n t r i b u t e d  i n  w i l d  t y p e  d e v e l o p m e n t ,  b u t  t h e  c a p a c i t y  o f  

t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  t o  f o r m  c e n t r o s o m e s  i s  c l e a r ,  e v e n  i f  

t h i s  o n l y  h a p p e n s  when  t h e  e g g  i s  a c t i v a t e d  i n  some  w a y .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t ,  w h i l e  t h e  b l o c k  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  

o f  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  i s  o n e  t h a t  i s  c o m m o n  t o  a  v e r y  

w i d e  r a n g e  o f  s p e c i e s  (W e n t ,  1 9 8 2 ) ,  t w o  d i f f e r e n t  

s t r a t e g i e s  h a v e  e v o l v e d  f o r  o b t a i n i n g  t h e  c e n t r o s o m e s  

r e q u i r e d  f o r  t h e  e a r l y  c l e a v a g e  d i v i s i o n s  o f  

e m b r y o g e n e s i s .  T h u s ,  d u r i n g  n o r m a l  m o u se  d e v e l o p m e n t  t h e  

c e n t r o s o m e s  a r e  m a t e r n a l l y  d e r i v e d  ( S c h a t t e n  a t  a l . ,  1 9 8 6 ;  

C a l l a r c o - G i l l a m  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  w h e r e a s  s e a  u r c h i n  

c e n t r o s o m e s  a r e  p a t e r n a l l y  d e r i v e d  ( S c h a t t e n  e t  a l . ,

1 9 8 6 ) .  I t  h a s  g e n e r a l l y  b e e n  a c c e p t e d  t h a t  c e n t r o s o m e s  

a r e  a l s o  p a t e r n a l l y  d e r i v e d  i n  D r o s o p h i l a  ( S o n n e n b l i c k ,  

1 9 5 0 ) .  H o w e v e r ,  I  h a v e  show n  t h a t  u n f e r t i l i z e d  D r o s o p h i l a

159



e g g s  c a n  p r o d u c e  c e n t r o s o m e s ,  a n d  t h i s  h a s  a l s o  b e e n  

r e p o r t e d  t o  b e  t h e  c a s e  i n  a r t i f i c i a l l y  a c t i v a t e d  s e a  

u r c h i n  e g g s  ( D i r k s e n ,  1 9 6 1 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  o v e r a l l  

p i c t u r e  i s  s t i l l  u n c l e a r  b u t  i t  s e e m s  t h a t  a l t h o u g h  t h e r e  

a r e  some s p e c i e s  i n  w h i c h  t h e  c e n t r o s o m e  i s  m a t e r n a l l y  

d e r i v e d ,  a n d  o t h e r s  i n  w h i c h  i t  c o m e s  f r o m  t h e  s p e r m ,  

t h e r e  i s  some a b i l i t y  t o  o v e r r i d e  t h e  p a t e r n a l  r e q u i r e m e n t  

i n  a t  l e a s t  t w o  o f  t h i s  l a t t e r  c l a s s  o f  s p e c i e s .  I t  i s  

c l e a r  t h a t  B o v e r i ' s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  r u l e ,  t h a t  t h e  

c e n t r o s o m e  i s  p a t e r n a l l y  d e r i v e d ,  i s  n o t  u n i v e r s a l l y  t r u e  

a n d ,  i n  f a c t ,  he  h i m s e l f  was  a w a r e  o f  s e v e r a l  e x c e p t i o n s  

( W i l s o n ,  1 9 2 8 ) .

6 . 6  T h e  P r i m a r y  L e s i o n  o f  t h e  g n u  m u t a t i o n

T h e  m i t o t i c  a p p a r a t u s  t h a t  h a s  b e e n  e x a m i n e d  by  

a n t i b o d y  s t a i n i n g  i n  GNU e m b r y o s  a p p e a r s  r e l a t i v e l y  

u n a f f e c t e d  b y  t h e  g n u  l e s i o n .  T h e r e f o r e ,  a l t h o u g h  t h e  

s t u d y  o f  g n u  h a s  p r o v i d e d  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t s  o f  

i n f o r m a t i o n  a b o u t  m i t o s i s  -  b o t h  a b o u t  s p e c i f i c  

m e c h a n i s m s ,  a n d  a b o u t  m o re  g e n e r a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  

v a r i o u s  p a r t s  o f  t h e  m i t o t i c  a p p a r a t u s  -  t h e  p r i m a r y  

d e f e c t  o f  t h e  gnu  m u t a t i o n  a p p e a r s  n o t  t o  b e  i n  t h e  

s t r u c t u r a l  e l e m e n t s  o f  n u c l e a r  d i v i s i o n .  T h i s  i l l u s t r a t e s  

t h e  p o i n t  t h a t  s u p e r f i c i a l  a n a l y s i s  o f  t h e  p h e n o t y p e  o f  a 

m u t a t i o n  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  r e v e a l  i t s  u n d e r l y i n g  

d e f e c t ,  e v e n  when  t h e  p h e n o t y p e  i s  s o  s t r i k i n g  a s  t o  make 

t h e  l e s i o n  seem  o b v i o u s :  t h e  g i a n t  n u c l e i  o f  GNU e m b r y o s
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w o u l d  s e e m  to be c l e a r l y  a r e s u l t  of d e f e c t i v e  m i t o s i s ,  

b u t  it t u r n s  out t h a t  the p r i m a r y  d e f e c t  a p p e a r s  a c t u a l l y  

t o  be in t h e  r e p r e s s i o n  of D N A  s y n t h e s i s  in t h e  

u n f e r t i l i z e d  e g g  - a p r o c e s s  o n l y  i n d i r e c t l y  r e l a t e d  to  

m i t o t i c  n u c l e a r  d i v i s i o n .

T h e r e  is a l s o  m o r e  d i r e c t  e v i d e n c e  t h a t  g n u  a f f e c t s  

s o m e t h i n g  o t h e r  t h a n  the s t r u c t u r a l  a p p a r a t u s  of m i t o s i s .  

O n e  i n d i c a t i o n  is the f a c t  t h a t  t h e  g n u  m u t a t i o n  is a 

m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l ,  a n d  s h o w s  no d e t e c t a b l e  z y g o t i c  

e f f e c t s ;  s i n c e  s o m e  m i t o s i s  o c c u r s  t h r o u g h o u t  the 

D r o s o p h i la l i f e  c y c l e ,  a d e f e c t  in a n  e s s e n t i a l  s t r u c t u r a l  

c o m p o n e n t  m i g h t  be e x p e c t e d  to be z y g o t i c a l l y  l e t h a l .  A 

s e c o n d  i n d i c a t i o n  is the o b s e r v e d  r e p l i c a t i o n  of D N A  f r o m  

p o l a r  b o d i e s  in G N U  e m b r y o s ;  a t h i r d ,  t h e  d i s c o v e r y  t h a t  

G N U  e g g s  c a n  d e v e l o p  w i t h o u t  f e r t i l i z a t i o n .  T h e s e  

o b s e r v a t i o n s  h a v e  n o w  l e d  t o  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  w i l d  

t y p e  p r o d u c t  of t h e  g n u  g e n e  p a r t i c i p a t e s  in t h e  b l o c k  t o  

D N A  s y n t h e s i s  w h i c h  is f o u n d  in u n f e r t i l i z e d  eggs, a n d  

t h a t  t h e  g n u  m u t a t i o n  is r e s p o n s i b l e  f o r  s e t t i n g  u p  a 

' r e p l i c a t i v e  e n v i r o n m e n t '  in t h e  G N U  egg. T h i s  m o d e l  is 

s u p p o r t e d  by the f a c t  t h a t  if a G N U  e g g  is i n s e m i n a t e d ,  

t h e  s p e r m  p r o n u c l e u s  d o e s  r e p l i c a t e .  F u r t h e r m o r e ,  if t h e  

m a t e r n a l  g e n o m e  is h o m o z y g o u s  for m b  a n d  g n u , t h e  m a l e  

p r o n u c l e u s  r e p l i c a t e s ,  w h e r e a s  t h e  M H  c y t o p l a s m  n o r m a l l y  

p r e v e n t s  it f r o m  d o i n g  so. T h i s  l a t t e r  r e s u l t  a l l o w s  o n e  

t o  b e g i n  to p o s t u l a t e  a s c h e m e  of g e n e t i c  i n t e r a c t i o n s  

b e t w e e n  g n u  a n d  o t h e r  genes. Thu s ,  the g n u  g e n e  is 

e p i s t a t i c  o v e r  t h e  m h  gene, i n d i c a t i n g  t h a t  it o p e r a t e s  at
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a h i g h e r  l e v e l  in t h e  p a t h w a y  w h i c h  r e g u l a t e s  t h e  i n i t i a l  

d e v e l o p m e n t  o f  t h e  e g g .  It is h o p e d  t h a t  t h e  a n a l y s i s  o f  

t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  g n u  a n d  o t h e r  m u t a t i o n s  w i l l  l e a d  

t o  f u r t h e r  k n o w l e d g e  a b o u t  t h e  p r o c e s s e s  o f  a c t i v a t i o n  o f  

D N A  s y n t h e s i s  in t h e  egg.

M o s t  of t h e  i n f o r m a t i o n  t h a t  c u r r e n t l y  e x i s t s  a b o u t  t h e  

m e c h a n i s m  of t h e  r e p r e s s i o n  of D N A  s y n t h e s i s  in t h e  

u n f e r t i l i z e d  e g g  has c o m e  f r o m  t h e  s t u d y  o f  m a t u r a t i o n  

p r o m o t i n g  f a c t o r  (MPF) in X e n o p u s  ( M a i l e r  a n d  Kreb s ,

1 9 8 0 ) .  T h i s  f a c t o r  was  f i r s t  i d e n t i f i e d  a s  b e i n g  an  

a c t i v i t y  i n  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  t h a t ,  when  i n j e c t e d  i n t o  

t h e  o o c y t e ,  i s  a b l e  t o  i n d u c e  m a t u r a t i o n  ( M a ^ s u i  a n d  

M a r k e r t ,  1 9 7 1 ;  S m i t h  a n d  E c k e r ,  1 9 7 1 ) .  MPF  a l s o  a p p e a r s  

t o  be  i n v o l v e d  i n  t h e  l a t e r  a c t i v a t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  i n  

t h e  e g g .  T h e  u n f e r t i l i z e d  X e n o p u s  e g g  i s  a r r e s t e d  i n  

m e t a p h a s e  o f  m e i o s i s  I I ,  a n d  c o n t a i n s  a  l a r g e  a m o u n t  o f  

MPP;  i m m e d i a t e l y  a f t e r  f e r t i l i z a t i o n ,  a s t r o n g  a n t i - M P F  

a c t i v i t y  i s  f o u n d ,  a n d  DNA s y n t h e s i s  i s  i n i t i a t e d .  T h i s  

r e s u l t  l e a d s  t o  t h e  i d e a  t h a t  i t  i s  t h e  f i x e d  h i g h  l e v e l  

o f  MPF  t h a t  k e e p s  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  i n  a n  a r r e s t e d  

s t a t e ,  a n d  t h a t  t h e  M P F - i n h i b i t i n g  f a c t o r  i s  r e s p o n s i b l e  

f o r  a l l o w i n g  t h e  S - p h a s e  o f  t h e  f i r s t  c l e a v a g e  d i v i s i o n  t o  

b e g i n  ( G e r h a r t  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  T h e r e  i s  a  l e s s  w e l l  

d e f i n e d  f a c t o r ,  c y t o s t a t i c  f a c t o r  ( C S F ) ,  a l s o  f o u n d  i n  

u n f e r t i l i z e d  e g g s ,  w h i c h  i s  a b l e  t o  i n d u c e  m e t a p h a s e  

a r r e s t  when i n j e c t e d  i n t o  c l e a v a g e  e m b r y o s  ( N e w p o r t  a n d  

K i r s c h n e r ,  1 9 8 4 ) .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  t h e r e  i s  a c o m p l e x  s e t  o f  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n
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v a r i o u s  f a c t o r s  w h i c h  k e e p  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  i n  

d e v e l o p m e n t a l  a r r e s t  a n d ,  a l t h o u g h  t h e  d e t a i l s  o f  t h e  

m e c h a n i s m  a r e  s t i l l  f a r  f r o m  c l e a r ,  i t  d o e s  s e e m  l i k e l y  

t h a t  t h i s  l i n e  o f  r e s e a r c h  w i l l  l e a d  t o  i n s i g h t s  i n t o  t h e  

a c t i v a t i o n  o f  t h e  X e n o p u s  e g g .  T o  my k n o w l e d g e ,  MPF 

a c t i v i t y  h a s  n o t  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  D r o s o p h i l a ,  b u t  i t s  

a p p a r e n t  u b i q u i t y  ( s e e ,  f o r  e x a m p l e ,  N e l k i n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  

K i s h i m o t o  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  m a k e s  i t  l i k e l y  t h a t  i t  d o e s  

e x i s t .  I n  t h i s  c a s e  i t  w o u l d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  

i n v e s t i g a t e  t h e  M P F  a c t i v i t y  o f  G N U  c y t o p l a s m .  I f  t h e  

c u r r e n t  m o d e l s  a r e  c o r r e c t ,  i t  m i g h t  be  e x p e c t e d  t h a t  GNU 

e m b r y o s  c o n t a i n  no  M P F  a c t i v i t y ,  t h e r e b y  n e v e r  a l l o w i n g  

t h e  n u c l e i  t o  p a s s  i n t o  m e t a p h a s e  a n d  s u b s e q u e n t  d i v i s i o n .  

H o w e v e r ,  i t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  t h e  g n u  l e s i o n  o c c u r s  

b e l o w  MPF i n  t h e  h i e r a r c h y  o f  e v e n t s  t h a t  a r e  i n v o l v e d  i n  

a c t i v a t i o n ,  a n d  t h a t  t h e  MPF a c t i v i t y  o f  GNU e g g s  i s  

n o r m a l .

6 . 7  g n u  a n d  P a r t h e n o g e n e s i s

S i n c e  g n u  a p p e a r s  t o  l i f t  t h e  r e p r e s s i o n  o f  DNA 

s y n t h e s i s  t h a t  s t o p s  u n f e r t i l i z e d  e g g s  f r o m  r e p l i c a t i n g  

t h e i r  DNA, i t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  c o n s i d e r  w h a t  r e l a t i o n s h i p  

t h e  g e n e  h a s  w i t h  p a r t h e n o g e n e s i s .  M o s t  D r o s o p h i l a  

s p e c i e s  a r e  t y c h o p a r t h e n o g e n e t i c ,  t h a t  i s  t h e y  s h o w  a l o w  

r a t e  o f  ' a c c i d e n t a l *  p a r t h e n o g e n e s i s  ( S t a l k e r ,  1 9 5 4 ) .  

T h e r e f o r e ,  i n  t h e  r a r e  i n d i v i d u a l s  t h a t  d o  d e v e l o p  

p a r t h e n o g e n e t i c a 1 l y ,  t h e  d e v e l o p m e n t a l  b l o c k s ,  i n c l u d i n g
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t h e  b l o c k  t o  D N A  s y n t h e s i s ,  m u s t  b e  o v e r c o m e  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  a s p e rm .  How t h e s e  b a r r i e r s  t o  d e v e l o p m e n t  a r e  

l i f t e d  i s  n o t  known  (W e n t ,  1 9 8 2 ;  M a i l e r  a n d  K r e b s ,  1 9 8 0 ) .  

I t  i s ,  h o w e v e r ,  c l e a r l y  a r a r e  e v e n t  i n  D r o s o p h i l a  

m e l a n o g a s t e r , a n d  i n  S t a l k e r ' s  s t u d y  o f  1 9 5 4 ,  o n l y  tw o  

e m b r y o s  h a t c h e d  f r o m  m o re  t h a n  5 0 0 , 0 0 0  u n f e r t i l i z e d  e g g s  

e x a m i n e d .  I n  some w ay  a s p e c t s  o f  p a r t h e n o g e n e s i s  a r e  

m i m i c k e d  i n  t h e  G N U  e g g ,  i n  t h a t  t h e  b l o c k  w h i c h  n o r m a l l y  

i n h i b i t s  DNA r e p l i c a t i o n  i n  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  i s  

r e m o v e d .  S i n c e  i t  h a s  b e e n  sh o w n  t h a t  many o f  t h e  e v e n t s  

t h a t  h a d  b e e n  t h o u g h t  t o  be  s p e r m - d e p e n d e n t  a r e ,  i n  f a c t ,  

t r i g g e r e d  by  o v i p o s i t i o n  ( M a h o w a l d  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  t h e  

u n f e r t i l i z e d  e g g  c a n  be i m a g i n e d  t o  be  p r i m e d ,  a n d  p e r h a p s  

i s  i n  a m e t a s t a b l e  s t a t e  i n  w h i c h  t h e  o n l y  c h e c k  t o  

d e v e l o p m e n t  i s  t h e  l a c k  o f  DNA s y n t h e s i s .  I n  D r o s o p h i l a  

p o l y m o r p h a  S t a l k e r  ( 1 9 5 4 )  f o u n d  a  s p o n t a n e o u s l y  a r i s i n g  

s t r a i n  w h i c h  c a u s e d  t h i s  n o r m a l l y  t y c h o p a r t h e n o g e n e t i c  

s p e c i e s  t o  d e v e l o p  f r o m  u n f e r t i l i z e d  e g g s  a t  a  h i g h  r a t e .  

T h i s  c h a r a c t e r i s t i c  w a s  h e r i t a b l e  i n  a M e n d e l i a n  f a s h i o n  

a n d  t h u s  w a s  p r e s u m a b l y  d u e  t o  a  m u t a t i o n  w h i c h  som ehow  

r e d u c e d  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g .

F u r t h e r m o r e ,  Fu yam a  ( 1 9 8 6 )  h a s  e s t a b l i s h e d  a  l i n e  o f  

D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r  t h a t  r e p r o d u c e s  e f f i c i e n t l y  

g y n a e g e n e t i c a l  l y  ( w i t h o u t  t h e  n e e d  f o r  m a l e s ) ,  e v e n  t h o u g h  

t h e  r a t e  o f  f e r t i l i t y  i s  m u c h  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  

f e r t i l i z e d  e g g s  f r o m  w i l d  t y p e  f e m a l e s .  H o w e v e r ,  a  n u m b e r  

o f  d i f f e r e n t  s t u d i e s  h a v e  r u l e d  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

t h e r e  i s  a s i n g l e  g e n e  t h a t  a l l o w s  p a r t h e n o g e n e s i s  when
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m u t a t e d  ( S t a l k e r ,  1 9 5 4 ;  T e m p l e t o n ,  1 9 8 3 ;  F u y a m a ,  1 9 8 6 ) .

N e v e r t h e l e s s ,  t h e  f a c t  t h a t  t h e r e  a r e  m u t a t i o n s  t h a t  c a n

i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  s p o n t a n e o u s  p a r t h e n o g e n e s i s  b y  u p  t o
*(•

1 0 0 0 - f o l d  ( T e m p l e t o n ^  1 9 7 6 ) ,  s u g g e s t s  t h a t  t h e  

d e v e l o p m e n t a l  b l o c k  o f  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  i s  n o t  

i n s u r m o u n t a b l e ,  a n d  may  n o t  i n v o l v e  many g e n e  p r o d u c t s .

T h e  d e r e p r e s s i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  i s  a  m in im u m  

r e q u i r e m e n t  f o r  p a r t h e n o g e n e t i c  d e v e l o p m e n t ,  a n d  t h i s  

p r o v i d e s  a l i n k  b e t w e e n  t h e  g n u  g e n e  a n d  t h e  c h a n g e s  t h a t  

m u s t  o c c u r  t o  a l l o w  p a r t h e n o g e n e s i s .  I t  i s  n o t  b e i n g  

a r g u e d  t h a t  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  g n u  g e n e  a l o n e  i s  t h e  b l o c k  

t o  d e v e l o p m e n t  o f  u n f e r t i l i z e d  e g g s  -  t h e  p h e n o t y p e  o f  GNU 

e m b r y o s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h i s  i s  n o t  t h e  c a s e  -  b u t  t h a t  

t h e  a c t i v a t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s ,  w h i c h  a p p e a r s  t o  be  w h e r e  

t h e  g n u  g e n e  a c t s ,  i s  o n e  o f  t h e  r a t h e r  f e w  n e c e s s a r y  

p r o c e s s e s  t h a t  m u s t  be  i n v o l v e d  i n  t h e  p a r t h e n o g e n e t i c  

d e v e l o p m e n t  o f  D r o s o p h i l a  e g g s .  F o r  t h i s  r e a s o n  i t  s e e m s  

l i k e l y  t h a t  t h e  g e n e t i c  a n d  m o l e c u l a r  a n a l y s i s  o f  t h e  g n u  

m u t a t i o n  m i g h t  p r o v i d e  some i n s i g h t s  i n t o  t h e  m e c h a n i s m s  

t h a t  a l l o w  p a r t h e n o g e n e t i c  d e v e l o p m e n t  i n  D r o s o p h i l a , a n d  

p e r h a p s  a l s o  i n  t h e  m a n y  o t h e r  s p e c i e s  i n  w h i c h  

p a r t h e n o g e n e s i s  i s  known  t o  o c c u r  ( M i t t w o c h ,  1 9 7 8 ) .

H o w e v e r ,  o v e r c o m i n g  t h e  b l o c k  t o  D N A  s y n t h e s i s  i s  n o t  t h e  

o n l y  h u r d l e  f a c i n g  an  e m b r y o  d e v e l o p i n g  p a r t h e n o g e n e t i c a l l y .  

T h e  e x p e r i m e n t s  o f  S a n t a m a r i a  ( 1 9 8 3 )  s h o w  t h a t  MH e m b r y o s  

d i e  b e c a u s e  o f  t h e  f a i l u r e  t o  r e s t o r e  d i p l o i d y  i n  t h e  

e m b r y o .  T h i s  r e s u l t  i l l u s t r a t e s  t h a t  e v e n  i f  t h e  D N A  

s y n t h e s i s  b l o c k  i s  r e m o v e d ,  t h e  r e s t o r a t i o n  o f  d i p l o i d y  i s
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a n o t h e r  b a r r i e r  t h a t  n e e d s  t o  be  o v e r c o m e  d u r i n g  

p a r t h e n o g e n e t i c  d e v e l o p m e n t .

6.8 S e c o n d a r y  E f f e c t s  of t h e  g n u  m u t a t i o n

T h e  h y p o t h e s i s  t h a t  g n u  c a u s e s  t h e  d e r e p r e s s i o n  o f  DNA 

s y n t h e s i s  i n  t h e  u n f e r t i l i z e d  e g g  e x p l a i n s  m o s t  o f  t h e  

o b s e r v e d  p h en om en a  i n  GNU e m b r y o s .  H o w e v e r ,  i t  d o e s  n o t  

p r o v i d e  an  o b v i o u s  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  m o s t  s t r i k i n g  

p h e n o t y p e  o f  a l l ,  n a m e l y  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  g i a n t  n u c l e i .  

I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e  g r o w t h  o f  g i a n t  n u c l e i  i s  

a c t u a l l y  a s e c o n d a r y  e f f e c t  o f  t h e  gnu  m u t a t i o n .  T h e r e  

a r e  s e v e r a l  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  t h a t  s t e m  f r o m  t h e  

i n a p p r o p r i a t e  r e p l i c a t i o n  m o d e l  t h a t  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  

f o r m a t i o n  o f  t h e s e  g i a n t  n u c l e i .  F o r  e x a m p l e ,  i t  i s  known  

t h a t  t h e r e  a r e  s t r i c t  c o n t r o l s  i n  t h e  e u k a r y o t i c  c e l l  

c y c l e  t h a t  p r e v e n t  DNA f r o m  r e p l i c a t i n g  m o r e  t h a t  o n c e  i n  

e a c h  c e l l  c y c l e  ( H a r l a n d ,  1 9 8 1 ) .  I t  may b e  t h a t  s u c h  

c o n t r o l s  a r e  o v e r r i d d e n  i n  GNU e m b r y o s  a l t h o u g h ,  s i n c e  

t h e r e  i s  no i n f o r m a t i o n  a b o u t  t h e  e x i s t e n c e ,  o r  t i m i n g ,  o f  

a n y  m a s t e r  ' c l o c k *  o r  ' o s c i l l a t o r '  i n  t h e  m u t a n t s ,  i t  i s  

n o t  p o s s i b l e  t o  s t a t e  t h i s  f a c t  w i t h  a n y  c o n f i d e n c e .  

H o w e v e r ,  i f  t h e s e  r e - r e p l i c a t i o n  c o n t r o l s  a r e  i g n o r e d ,  

t h e n  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  f i n e l y - t u n e d  r e g u l a t i o n  o f  

m i t o s i s  i s  u p s e t ,  a n d  t h i s  c o u l d  s t o p  t h e  c h r o m o s o m e s  f r o m  

b e i n g  a b l e  t o  d i v i d e .  T h i s  p h e n o m e n o n  w o u l d  be  s e l f ­

r e i n f o r c i n g :  t h e  m o re  r o u n d s  o f  r e - r e p l i c a t i o n  t h a t  

c h r o m o s o m e s  p a s s e d  t h r o u g h ,  t h e  l e s s  a b l e  t o  p a r t i c i p a t e
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in m i t o s i s  the n u c l e u s  w o u l d  be; g i a n t  n u c l e i  w o u l d  t h e n  

be formed. A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  w o u l d  be t h a t  m i t o s i s  is 

t r i g g e r e d  b y  a s i g n a l  t h a t  'tells' t h e  m i t o t i c  a p p a r a t u s  

t h a t  D N A  r e p l i c a t i o n  is c o m p l e t e ;  t h e  s i g n a l  c o u l d  w o r k  b y  

a l l o w i n g  a n  M P F  a c t i v i t y  to be i n d u c e d ,  c a u s i n g  t h e  c e l l  

t o  e n t e r  m e t a p h a s e .  S u c h  a m e c h a n i s m  w o u l d  e n s u r e  t h a t  

d i v i s i o n  w a s  c o o r d i n a t e d  w i t h  r e p l i c a t i o n ,  w h i c h  is 

c r u c i a l  if t h e  g e n e t i c  m a t e r i a l  is t o  b e  p a s s e d  o n  t o  

d a u g h t e r  c e l l s  f a i t h f u l l y .  In t h i s  i n t e r p r e t a t i o n ,  the 

a p p a r e n t l y  c o n s t i t u t i v e  r e p l i c a t i o n  of D N A  f o u n d  in G N U  

e m b r y o s  w o u l d  not a l l o w  s u c h  a s i g n a l  to be c o n v e y e d ,  a n d  

d i v i s i o n  w o u l d  n e v e r  occur. A c l u e  as to w h i c h  

e x p l a n a t i o n  is c o r r e c t  m i g h t  be o b t a i n e d  if t h e  s t a g e  a t 

w h i c h  r e p l i c a t i o n  d o e s  e v e n t u a l l y  a r r e s t  in GNU e m b r y o s  

( a r o u n d  8 h o u r s  p o s t - o v i p o s i t i o n ) , w a s  s t u d i e d  in m o r e  

d e t a i l ,  s i n c e  t h i s  is t h e  o n l y  o b v i o u s  c h e c k  o n  DNA 

s y n t h e s i s  t o  w h i c h  t h e s e  e m b r y o s  a p p e a r s  to be s u b j e c t e d .

6 . 9  T h e  Mo l e c u l a r  A n a l y s i s  o f  g n u

It w o u l d  be i n t e r e s t i n g  to u n d e r s t a n d  t h e  p r o c e s s e s  

t h a t  a c t i v a t e  D N A  s y n t h e s i s  in t h e  d e v e l o p i n g  e g g  a t  a 

m o l e c u l a r  l e v e l .  A m o l e c u l a r  a n a l y s i s  of t h e  g n u  g e n e  a n d  

its p r o d u c t  is t h e r e f o r e  a l o n g t e r m  a i m  o f  t h i s  p r o j e c t .

I n  C h a p t e r  5 i t  was  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  m o s t  l i k e l y  

a p p r o a c h  t h a t  w o u l d  b e  u s e d  t o  c l o n e  g n u  w o u l d  b e  a 

c h r o m o s o m a l  w a l k ,  gnu  l i e s  i n  t h e  c y t o l o g i c a l  i n t e r v a l  

b e t w e e n  7 0 E 4 , 6  a n d  7 0 F 4 , 6 ,  a n d  i t  w i l l  b e  p o s s i b l e  t o
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d e t e r m i n e  when  t h i s  e n t i r e  c h r o m o s o m a l  r e g i o n  h a s  b e e n  

i s o l a t e d ,  a s  I  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  5.  T h e  p r o b l e m  r e m a i n s  

o f  i d e n t i f y i n g  t h e  g e n e  i n  t h e  c l o n e d  D N A  c o v e r e d  b y  t h e  

w a l k ,  w h i c h  i s  l i k e l y  t o  b e  b e t w e e n  80  a n d  1 3 0 k b .  T h e r e  

is a  v a r i e t y  o f  p o s s i b l e  m e t h o d s  o f  i d e n t i f y i n g  t h e  g e n e .  

I f  a n  a l  l e l e  o f  t h e  g n u m u t a t i o n  c a n  b e  i n d u c e d  b y  

r a d i a t i o n ,  t h e  c h a n c e s  a r e  r e a s o n a b l e  t h a t  i t  w i l l  be  

a s s o c i a t e d  w i t h  a v i s i b l e  c y t o l o g i c a l  r e a r r a n g e m e n t  

( S a n k a r a n a r a y a n a n  a n d  S o b e l ,  1 9 7 6 ) ,  a n d  t h i s  w i l l ,  c a u s e  

s e q u e n c e s  f r o m  w i t h i n ,  o r  v e r y  c l o s e  t o ,  t h e  g e n e  t o  be 

m o v e d  t o  some o t h e r  c y t o l o g i c a l  l o c a t i o n .  s i t u

h y b r i d i s a t i o n  o f  p r o b e s  f r o m  t h e  w a l k  t o  s u c h  a s t r a i n  

w i l l  i d e n t i f y  t h e  f r a g m e n t  o f  D N A  t h a t  s p a n s  t h e  

b r e a k p o i n t ,  a n d  t h u s  c o n t a i n s  s e q u e n c e s  i n ,  o r  n e a r ,  t h e  

g e n e .  A  m o re  d i r e c t  a s s a y  f o r  t h e  D N A  s e g m e n t  t h a t  

c o n t a i n s  t h e  g e n e  w o u l d  b e  t o  t r a n s f o r m  f l i e s  b e a r i n g  t h e  

g n u  c h r o m o s o m e  w i t h  c l o n e s  f r o m  t h e  w a l k ,  u s i n g  P - e l e m e n t  

m e d i a t e d  t r a n s f o r m a t i o n  t e c h n i q u e s  ( R u b i n  a n d  S p r a d l i n g ,

1 9 8 2 ) ) ,  a n d  t o  l o o k  f o r  r e s c u e  o f  t h e  g n u  m u t a t i o n  b y  t h e  

e x o g e n o u s  D N A  ( H a e n l i n  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h i s  p o w e r f u l  

t e c h n i q u e  a l l o w s  t h e  f r a g m e n t  c o n t a i n i n g  t h e  g e n e  t o  b e  

i d e n t i f i e d ,  a n d  t h e  l i m i t s  o f  t h e  g e n e  t o  b e  d e f i n e d .  I t  

i s  m ade  e a s i e r  i f  t h e  g e n o m i c  l i b r a r y  i n  w h i c h  t h e  w a l k  i s  

c o n d u c t e d  i s  b u i l t  i n  a v e c t o r  t h a t  a l r e a d y  c o n t a i n s  P -  

e l e m e n t s  f l a n k i n g  t h e  c l o n i n g  s i t e ,  s o  t h a t  t h e r e  i s  n o  

n e e d  t o  s u b c l o n e  t h e  s t e p s  o f  t h e  w a l k  i n t o  a p l a s m i d  

t r a n s f o r m a t i o n  v e c t o r .  C o s m i d s  now e x i s t  t h a t  a r e  

s p e c i f i c a l l y  d e s i g n e d  f o r  t h i s  p u r p o s e  ( S t e l l e r  a n d
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P i r o t t a ,  1 9 8 5 ;  M. S p e e k ,  p e r s .  comm.) ,  a n d  t h e y  c o u l d  be  

u s e d  t o  f a c i l i t a t e  t h e  c l o n i n g  o f  t h e  g n u  g e n e .  A s  g n u  i s  

a m a t e r n a l  e f f e c t  l e t h a l  m u t a t i o n ,  i t s  e x p r e s s i o n  m i g h t  be  

e x p e c t e d  t o  be  l i m i t e d  t o  f e m a l e s  a n d ,  m o r e  s p e c i f i c a l l y ,  

t o  o v a r i e s .  T h i s  p r e s u m e d  s p e c i f i c i t y  c o u l d  a l s o  be 

e x p l o i t e d  t o  i d e n t i f y  t h e  g e n e ,  b y  l o o k i n g  f o r  c l o n e s  f r o m  

t h e  w a l k  t h a t  h y b r i d i s e  t o  K N A  w h i c h  h a s  t h e  e x p e c t e d  

p a t t e r n  o f  e x p r e s s i o n .  H o w e v e r ,  t h e  u n c e r t a i n t y  o f  

w h e t h e r  t h e  g e n e  w i l l  be  t r a n s c r i b e d  i n  t h i s  p a t t e r n ,  a n d  

t h e  p o s s i b i l i t y  o f  o t h e r  o v a r y - s p e c i f i c  t r a n s c r i p t s  f r o m  

t h e  same  r e g i o n  o f  t h e  c h r o m o s o m e ,  m e an s  t h a t  t h i s  

t e c h n i q u e  c o u l d  o n l y  be  u s e d  t o  s u p p o r t  o t h e r  e v i d e n c e  o f  

t h e  l o c a t i o n  o f  g n u ,  a n d  c o u l d  n o t  b e  t r u s t e d  a s  t h e  o n l y  

m e t h o d  o f  i d e n t i f y i n g  t h e  g e n e .

V e r y  l i t t l e  i s  known  a t  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l  a b o u t  t h e  

m e c h a n i s m s  a n d  r e g u l a t i o n  o f  DNA r e p l i c a t i o n  i n  

e u k a r y o t e s .  I t  i s  o n l y  v e r y  r e c e n t l y  t h a t  a  s u i t a b l e  i n  

v i t r o  s y s t e m  i n  w h i c h  t o  a n a l y s e  r e p l i c a t i o n  h a s  b e e n  

d e v e l o p e d  ( B l o w  a n d  L a s k e y ,  1 9 8 6 ) .  U n t i l  now,  t h e  b e s t  

s y s t e m  t h a t  h a s  e x i s t e d  h a s  b e e n  t h e  i n j e c t i o n  o f  DNA 

t e m p l a t e s  i n t o  t h e  i n t a c t  X e n o p u s  e g g ;  t h e s e  e x o g e n o u s  

DNAs w i l l  r e p l i c a t e  i n  a m a n n e r  t h a t  r e s e m b l e s  n o r m a l  

c e l l u l a r  r e p l i c a t i o n  ( H a r l a n d  a n d  L a s k e y ,  1 9 8 0 ) .  MPF 

s e e m s  t o  p l a y  an  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  

m i t o t i c  c e l l  c y c l e ,  a s  w e l l  a s  b e i n g  i n v o l v e d  i n  t h e  

i n i t i a t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  i n  t h e  e g g ,  a s  w a s  d i s c u s s e d  

a b o v e  ( S e c t i o n  6 . 6 ) .  I t  i s  a l w a y s  f o u n d  t o  be  a t  h i g h  

l e v e l s  i n  m e t a p h a s e  c e l l s  a n d  d i s a p p e a r s  r a p i d l y  j u s t
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b e f o r e  S - p h a s e  b e g i n s .  An e q u i v a l e n t  m e t a p h a s e - s p e c i f i c  

a c t i v i t y  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  a w i d e  r a n g e  o f  s p e c i e s  

( s e e ,  f o r  e x a m p l e ,  N e l k i n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  K i s h i m o t o  e t  a l . ,  

1 9 8 2 ) .  N e w p o r t  a n d  K i r s c h n e r  ( 1 9 8 4 )  h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  

w h o l e  c e l l  c y c l e ,  i n c l u d i n g  DNA r e p l i c a t i o n ,  c a n  b e  d r i v e n  

b y  m a n i p u l a t i n g  t h e  l e v e l s  o f  M P F  i n  t h e  e g g .  W hen  t h e  

M P F  l e v e l  i s  h i g h ,  m e t a p h a s e  i s  i n d u c e d ,  a n d  w h e n  i t  i s  

r e m o v e d ,  t h e  e g g  m o v e s  i n t o  i n t e r p h a s e ,  a n d  DNA s y n t h e s i s  

i s  i n i t i a t e d .  T h e y  h a v e  a l s o  s h o w n  t h a t  w h e n  a l a r g e  

a m o u n t  o f  p l a s m i d  DNA i s  i n j e c t e d  i n t o  e g g s  t h a t  h a v e  b e e n  

b l o c k e d  i n  m e t a p h a s e  w i t h  C S F  ( c y t o s t a t i c  f a c t o r ) ,  t h e r e  

i s  some  r e p l i c a t i o n  o f  t h e  i n j e c t e d  DNA e v e n  t h o u g h  t h e  

e n d o g e n o u s  n u c l e i  r e m a i n  i n  m e t a p h a s e ,  i m p l y i n g  t h a t  t h e  

DNA s y n t h e s i s  e n z y m e s  a r e  p r e s e n t  d u r i n g  m e t a p h a s e .  F o r  

t h i s  r e a s o n  t h e y  b e l i e v e  t h a t  t h e  n o r m a l  i n h i b i t i o n  o f  

r e p l i c a t i o n  d u r i n g  m i t o s i s  i s  c a u s e d  b y  som e  m o d i f i c a t i o n  

o f  t h e  DNA, r a t h e r  t h a n  b y  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  r e p l i c a t i o n  

a p p a r a t u s .  I t  a p p e a r s  t h a t  f a c t o r s  l i k e  MPF  a n d  C S F ,  

w h i c h  s h o w  c y c l i c a l  a c t i v i t y  d u r i n g  t h e  c e l l  c y c l e ,  a r e  

l i k e l y  t o  be  i n v o l v e d  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  M - p h a s e  a n d  S -  

p h a s e  e v e n t s ,  b u t  t h e i r  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  a r e  s t i l l  f a r  

f r o m  c l e a r .  T h e  s t u d y  o f  t h e  g n u  g e n e  w i l l  a l  l o w  a 

m o l e c u l a r  g e n e t i c  a p p r o a c h  t o  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  o n s e t  o f  

DNA s y n t h e s i s  i n  t h e  D r o s o p h i l a  e g g ,  a n d  t h i s  s h o u l d  

p r o v i d e  new i n s i g h t s  i n t o  t h e s e  p r o c e s s e s .

I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  g n u  g e n e  a p p e a r s  t o  

be a c o m p o n e n t  o f  t h e  m a t e r n a l l y  c o n t r i b u t e d  s y s t e m  t h a t  

e n s u r e s  t h a t  DNA s y n t h e s i s  i s  r e p r e s s e d  u n t i l  t h e  e g g  i s
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f e r t i l i z e d .  G N U  c y t o p l a s m  a l l o w s  D N A  to b e  r e p l i c a t e d  in 

i n a p p r o p r i a t e  c i r c u m s t a n c e s ,  a n d  t h u s  in s o m e  w a y  s t o p s  

the f i r s t  m i t o t i c  s p i n d l e  f r o m  b e i n g  e s t a b l i s h e d ;  t h i s 

l e a d s  to t h e  f o r m a t i o n  of g i a n t  n u c l e i  in t h e  s y n c y t i a l  

b l a s t o d e r m .  S i n c e  t h e  d e v e l o p m e n t a l  s w i t c h  t h a t  o c c u r s  

u p o n  a c t i v a t i o n  of D r o s o p h i l a  e g g s  is a l s o  f o u n d  in a v e r y  

w i d e  r a n g e  of o t h e r  o r g a n i s m s ,  it is l i k e l y  t h a t  t h e  

m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i s a t i o n  of t h e  p r o c e s s ,  w h i c h  w i l l  

f o l l o w  t h e  c l o n i n g  of the g n u  g e ne, w i l l  b e  of g e n e r a l  

i n t e r e s t .
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K i l m a r t i n ,  J . V . ,  W r i g h t ,  B . ,  a n d  M i l s t e i n ,  C .  ( 1 9 8 2 ) .  H a t  

m o n o c l o n a l  a n t i t u b u l i n  a n t i b o d i e s  d e r i v e d  b y  u s i n g  a new 

n o n s e c r e t i n g  r a t  c e l l  l i n e .  J .  C e l l  B i o l .  9 3 ,  5 7 6 - 5 8 2 .

K i s h i m o t o ,  T . ,  K u r i y a m a ,  R . ,  K o n d o ,  H . ,  a n d  K a n a t a n i ,  H.

( 1 9 8 2 ) .  G e n e r a l i t y  o f  t h e  a c t i o n  o f  v a r i o u s  m a t u r a t i o n -  

p r o m o t i o n  f a c t o r s .  E x p .  C e l l .  R e s .  1 3 7 ,  1 2 1 - 1 2 6 .

K o m i t o p o u l o u ,  K . ,  G a n s ,  M.,  M a r g a r i t a s ,  M . ,  K a f a t o s ,  F . C . ,  

a n d  M a s s o n ,  M. ( 1 9 8 3 ) .  I s o l a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  

s e x - l i n k e d  f e m a l e  s t e r i l e  m u t a n t s  i n  D r o s o p h i l a  

m e l a n o g a s t e r  w i t h  s p e c i a l  a t t e n t i o n  t o  e g g s h e l l  m u t a n t s .  

G e n e t i c s  1 0 5 ,  8 9 7 - 9 2 0 .

L e f e v r e ,  G. ( 1 9 7 6 ) .  A p h o t o g r a p h i c  r e p r e s e n t a t i o n  a n d  

i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  p o l y t e n e  c h r o m o s o m e s  o f  D r o s o p h i l a  

m e l a n o g a s t e r  s a l i v a r y  g l a n d s .  I n  ' T h e  G e n e t i c s  a n d  B i o l o g y  

o f  D r o s o p h i l a 1. V o l  l a .  M. A s h b u r n e r  a n d  E. N o v i t s k i  e d s .

181



A c a d e m i c  P r e s s  ( L o n d o n ) .

L i n d s l e y ,  D .L .  a n d  G r e l l ,  E .H .  ( 1 9 6 8 ) .  G e n e t i c  v a r i a t i o n s  

o f  D r o s o p h i l a . C a r n e g i e  I n s t i t u t e  o f  W a s h i n g t o n  

p u b l i c a t i o n  n o .  6 27 .

L i n d s l e y ,  D . L .  a n d  Z im m ,  G.  ( 1 9 8 5 ) .  T h e  g e n o m e  o f  

D r o s o p h i l a m e l a n o g a s t e r . P a r t  1: g e n e s  A - K .  D IS  6 2 .

M a h o w a l d ,  A .P .  a n d  S t r a s s h e i m ,  J .M .  ( 1 9 7 0 ) .  I n t e r c e l l u l a r  

m i g r a t i o n  o f  c e n t r i o l e s  i n  t h e  g e r m a r i u m  o f  D r o s o p h i l a  

m e l a n o g a s t e r . J .  C e l l  B i o l .  4 5 ,  3 0 6 - 3 2 0 .

M a h o w a l d ,  A . P . ,  A l l i s ,  C . D . ,  a n d  C a u l t o n ,  J . H .  ( 1 9 8 1 ) .  

R a p i d  a p p e a r a n c e  o f  m u l t i v e s i c u l a r  b o d i e s  i n  t h e  c o r t e x  o f  

D r o s o p h i l a e g g s  a t  o v u l a t i o n .  D e v .  B i o l .  8 6 ,  5 0 5 - 5 0 9 .

M a i l e r ,  J . L .  a n d  K r e b s ,  E .G .  ( 1 9 8 0 ) .  R e g u l a t i o n  o f  o o c y t e  

m a t u r a t i o n .  C u r r .  T o p .  C e l l  R e g .  1 6 ,  2 7 1 - 3 1 1 .

M a n i a t i s ,  T . ,  F r i t s c h ,  E . F . ,  a n d  S a m b r o o k ,  J .  ( 1 9 8 2 ) .  

M o l e c u l a r  C l o n i n g :  A L a b o r a t o r y  M a n u a l .  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  

L a b o r a t o r y .

M a s u i ,  Y. a n d  M a r k e r t ,  C . L .  ( 1 9 7 1 ) .  C y t o p l a s m i c  c o n t r o l  o f  

n u c l e a r  b e h a v i o u r  d u r i n g  m e i o t i c  m a t u r a t i o n  o f  f r o g  

o o c y t e s .  J .  E x p .  Z o o l .  1 7 7 ,  1 2 9 - 1 4 6 .
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M a z i a ,  D . ,  H a r r i s ,  P . J . ,  a n d  B i b r i n g ,  T .  ( 1 9 6 0 ) .  T h e  

m u l t i p l i c i t y  o f  t h e  m i t o t i c  c e n t e r s  a n d  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  

t h e i r  d u p l i c a t i o n  a n d  s e p a r a t i o n  . J .  B i o p h y s .  B i o c h e m .  

C y t o l .  7 ,  1 - 2 0 .

M c I n t o s h ,  J . K .  ( 1 9 8 4 ) .  M e c h a n i s m s  o f  m i t o s i s .  T r e n d s  i n  

B i o c h e m .  S c i .  9 ,  1 9 5 - 1 9 8 .

M c K e o w n ,  M . ,  B e l o t e ,  J . M . ,  a n d  B a k e r ,  B . S .  ( 1 9 8 7 ) .  A 

m o l e c u l a r  a n a l y s i s  o f  t r a n s f o r m e r , a g e n e  i n  D r o s o p h i 1 a 

m e l a n o q a s t e r  t h a t  c o n t r o l s  f e m a l e  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n .  

C e l l  4 8 ,  4 8 9 - 4 9 9 .

M i t c h i s o n ,  T . J .  a n d  K i r s c h n e r ,  M.W. ( 1 9 8 5 ) .  P r o p e r t i e s  o f  

t h e  k i n e t o c h o r e  i n  v i t r o .  I I .  M i c r o t u b u l e  c a p t u r e  a n d  A T P  

-  d e p e n d e n t  t r a n s l o c a t i o n .  J .  C e l l  B i o l .  1 0 1 ,  7 6 6 - 7 7 7 .

M i t c h i s o n ,  T . J .  a n d  S e d a t ,  J .W. ( 1 9 8 3 ) .  L o c a l i s a t i o n  o f  

a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  i n  w h o l e  D r o s o p h i l a  e m b r y o s .  D e v .  

B i o l .  9 9 ,  2 6 1 - 2 6 4 .

M i t t w o c h ,  U. ( 1 9 7 8 ) .  P a r t h e n o g e n e s i s .  J .  M e d .  G e n e t .  1 5 ,  

1 6 5 - 1 8 1 .

M o h l e r ,  J . D .  ( 1 9 7 7 ) .  D e v e l o p m e n t a l  g e n e t i c s  o f  t h e  

D r o s o p h i l a egg  I .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  59 s e x - l i n k e d  c i s t r o n s  

w i t h  m a t e r n a l  e f f e c t s  on  e m b r y o n i c  d e v e l o p m e n t .  G e n e t i c s  

8 5 ,  2 5 9 - 2 7 2 .
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N e l k i n ,  B . ,  N i c h o l s ,  C . ,  a n d  V o g e l s t e i n ,  B.  ( 1 9 8 0 ) .

P r o t e i n  f a c t o r ( s )  f r o m  m i t o t i c  CHO c e l l s  i n d u c e  m e i o t i c  

m a t u r a t i o n  i n  X e n o p u s  l a e v i s  o o c y t e s .  F E B S  L e t t .  1 0 9  2 3 3 -  

2 3 8 .

N u r s e ,  P. ( 1 9 8 1 ) .  G e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  c e l l  c y c l e .  I n  

' G e n e t i c s  a s  a T o o l  i n  M i c r o b i o l o g y ' .  S.W. G l o v e r  a n d  D.A .  

Hopw ood  e d s .  C a m b r i d g e  U n i v e r s i t y  P r e s s .

N u r s e ,  P.  a n d  B i s s e t ,  Y .  ( 1 9 8 1 ) .  G e n e  r e q u i r e d  i n  G1 f o r  

c o m m i t m e n t  t o  c e l l  c y c l e  a n d  i n  G2 f o r  c o n t r o l  o f  m i t o s i s  

i n  f i s s i o n  y e a s t .  N a t u r e  2 9 2 ,  5 5 8 - 5 6 0 .

P e r r i m o n ,  N. a n d  G a n s ,  M. ( 1 9 8 3 ) .  C l o n a l  a n a l y s i s  o f  t h e  

t i s s u e  s p e c i f i c i t y  o f  r e c e s s i v e  f e m a l e  s t e r i l e  m u t a t i o n s  

o f  D r o s o p h i l a m e l a n o q a s t e r  u s i n g  a d o m i n a n t  f e m a l e  s t e r i l e  

m u t a t i o n  f s ( 1 ) K 1 2 3 7 . D e v .  B i o l .  1 0 0 ,  3 6 5 - 3 7 3 .

P e t e r s o n ,  T . A . ,  P r a k a s h ,  L . ,  P r a k a s h ,  S . ,  O s l e y ,  M . A . ,  a n d  

R e e d ,  S . I .  ( 1 9 8 5 ) .  R e g u l a t i o n  o f  C D C 9 , t h e  S a c c h a r o m y c e s  

c e r e v i s i a e  g e n e  t h a t  e n c o d e s  DNA l i g a s e .  M o l .  C e l l .  B i o l .  

5 ,  2 2 6 - 2 3 5 .

P i c k e t t - H e a p s ,  J . D . ,  T i p p e t ,  D .H . ,  a n d  P o r t e r ,  K .R .

( 1 9 8 2 ) .  R e t h i n k i n g  m i t o s i s .  C e l l  2 9 ,  7 2 9 - 7 4 4 .

P i r o t t a ,  V . ,  H a d f i e l d ,  C . ,  a n d  P r e t o r i u s ,  G . H . J .  ( 1 9 8 3 ) .  

M i c r o d i s s e c t i o n  a n d  c l o n i n g  o f  t h e  w h i t e  l o c u s  a n d  t h e
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3 B 1 - 3 C 2  r e g i o n  o f  t h e  D r o s o p h i l a  X C h r o m o s o m e .  EMBO J .  2 ,  

9 2 7 - 9 3 4 .

P r i n g l e ,  J . R .  a n d  H a r t w e l l ,  L .H .  ( 1 9 8 1 ) .  T h e  S a c c h a r o m y c e s  

c e r e v i s i a e  c e l l  c y c l e .  I n  ' T h e  M o l e c u l a r  B i o l o g y  o f  t h e  

Y e a s t  S a c c h a r o m y c e s  -  L i f e  C y c l e  a n d  I n h e r i t a n c e ' .  J . N .  

S t r a t h e r n ,  E.W. J o n e s ,  a n d  J . R .  B r o a c h  e d s .  C o l d  S p r i n g  

H a r b o r  m o n o g r a p h  s e r i e s ;  1 1 a .

R a o ,  P.N . a n d  J o h n s o n ,  R .T .  ( 1 9 7 0 ) .  M a m m a l i a n  c e l l  f u s i o n :  

s t u d i e s  on  t h e  r e g u l a t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s  a n d  m i t o s i s .  

N a t u r e  2 2 5 ,  1 5 9 - 1 6 4 .

R a t t n e r ,  J . B .  a n d  P h i l l i p s ,  S .G .  ( 1 9 7 3 ) .  I n d e p e n d e n c e  o f  

c e n t r i o l e  f o r m a t i o n  a n d  DNA s y n t h e s i s .  J .  C e l l  B i o l .  5 7 ,  

3 5 9 - 3 7 2 .

R i c e ,  T . B .  a n d  G a r e n ,  A .  ( 1 9 7 5 ) .  L o c a l i s e d  d e f e c t s  o f  

b l a s t o d e r m  f o r m a t i o n  i n  m a t e r n a l  e f f e c t  m u t a n t s  o f  

D r o s o p h i l a . D e v .  B i o l .  4 3 ,  2 7 7 - 2 8 6 .

R i g b y ,  P . W . J . ,  D i e c k m a n n ,  M . ,  R h o d e s ,  C . ,  a n d  B e r g ,  P .

( 1 9 7 7 ) .  L a b e l l i n g  d e o x y r i b o n u c l e i c  a c i d  t o  h i g h  s p e c i f i c  

a c t i v i t y  _in v i t r o  b y  n i c k  t r a n s l a t i o n  w i t h  DNA p o l y m e r a s e

I .  J .  M o l .  B i o l .  1 1 3 ,  2 3 7 - 2 5 1 .

R i p o l l ,  P . ,  P i m p i n e l l i ,  S . ,  V a l d i v i a ,  M .M . ,  a n d  A v i l a ,  J .

( 1 9 8 5 ) .  A c e l l  d i v i s i o n  m u t a n t  o f  D r o s o p h i l a  w i t h  a
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f u n c t i o n a l l y  a b n o r m a l  s p i n d l e .  C e l l  4 1 ,  9 0 7 - 9 1 2 .

R o b e r t s ,  D .B. ( 1 9 8 6 ) .  B a s i c  D r o s o p h i l a  c a r e  a n d  

t e c h n i q u e s .  I n  d r o s o p h i l a ; A P r a c t i c a l  A p p r o a c h 1. D .B . 

R o b e r t s  e d .  I R L  P r e s s  ( O x f o r d ) .

R u b i n ,  G .M .  a n d  S p r a d l i n g ,  A . C .  ( 1 9 8 2 ) .  G e n e t i c  

t r a n s f o r m a t i o n  o f  D r o s o p h i l a w i t h  t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t  

v e c t o r s .  S c i e n c e  2 1 8 ,  3 4 8 - 3 5 3 .

R u b i n ,  G . M . ,  K i d w e l l ,  M .G . ,  a n d  B i n g h a m ,  P .M .  ( 1 9 8 2 ) .  T h e  

m o l e c u l a r  b a s i s  o f  P - M  h y b r i d  d y s g e n e s i s ;  t h e  n a t u r e  o f  

i n d u c e d  m u t a t i o n s .  C e l l  2 9 ,  9 8 7 - 9 4 4 .

R u s s e l l ,  P.  a n d  N u r s e ,  P.  ( 1 9 8 6 ) .  c d c 2 5 + f u n c t i o n s  a s  a n  

i n d u c e r  i n  t h e  m i t o t i c  c o n t r o l  o f  f i s s i o n  y e a s t .  C e l l  4 5 ,  

1 4 5 - 1 5 3 .

S a n k a r a n a r a y a n a n ,  K. a n d  S o b e l s ,  F .  ( 1 9 7 6 ) .  R a d i a t i o n  

g e n e t i c s .  I n  ' T h e  G e n e t i c s  a n d  B i o l o g y  o f  D r o s o p h i l a 1. 

V o l .  l c .  M. A s h b u r n e r  a n d  E. N o v i t s k i  e d s .  A c a d e m i c  P r e s s  

( L o n d o n ) .

S a n t a m a r i a ,  P.  ( 1 9 8 3 ) .  A n a l y s i s  o f  h a p l o i d  m o s a i c s  i n  

D r o s o p h i l a . D e v .  B i o l .  9 6 ,  2 8 5 - 2 9 5 .

S a n t a m a r i a ,  P. a n d  G a n s ,  M. ( 1 9 8 0 ) .  C h i m a e r a s  o f  

D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r  o b t a i n e d  by  i n j e c t i o n  o f  h a p l o i d
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n u c l e i .  N a t u r e  2 8 7 ,  1 4 3 - 1 4 4 .

S a u m w e b e r ,  H . ,  S y m o n s ,  P . ,  K a b i s c h ,  R . ,  W i l l ,  H . ,  a n d  

B o n h o e f f e r ,  F .  ( 1 9 8 0 ) .  M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  

c h r o m o s o m a l  p r o t e i n s  o f  D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r .

C h r o m o s o m a  8 0 ,  2 5 3 - 2 7 5 .

S c a l e n g h e ,  F . ,  T u r c o ,  E . ,  E d s t r o m ,  J . E . ,  P i r o t t a ,  V . ,  a n d  

M e l l i ,  M. ( 1 9 8 1 ) .  M i c r o d i s s e c t i o n  a n d  c l o n i n g  o f  DNA f r o m  

a s p e c i f i c  r e g i o n  o f  D r o s o p h i l a m e l a n o g a s t e r  p o l y t e n e  

c h r o m o s o m e s .  C h r o m o so m a  ( B e r l i n )  8 2 ,  2 0 5 - 2 1 6 .

S c h a t t e n ,  H . ,  S c h a t t e n ,  G . ,  M a z i a ,  D . ,  B a l c z o n ,  K . ,  a n d  

S i m e r l y ,  C.  ( 1 9 8 6 ) .  B e h a v i o u r  o f  c e n t r o s o m e s  d u r i n g  

f e r t i l i z a t i o n  a n d  c e l l  d i v i s i o n  i n  m o u se  o o c y t e s  a n d  i n  

s e a  u r c h i n  e g g s .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  ( U S A )  8 3 ,  1 0 5 - 1 0 9 .

S e a r l e s ,  L . L . ,  J o k e r s t ,  R . S . ,  B i n g h a m ,  P . M . ,  V o e l k e r ,

R .A . ,  a n d  G r e e n l e a f ,  A . L .  ( 1 9 8 2 ) .  M o l e c u l a r  c l o n i n g  o f  

s e q u e n c e s  f r o m  a D r o s o p h i l a  KNA p o l y m e r a s e  I I  l o c u s  b y  P -  

e l e m e n t  t r a n s p o s o n  t a g g i n g .  C e l l  3 1 ,  5 8 5 - 5 9 2 .

S i m m o n s ,  M . J .  a n d  L i m ,  J . K .  ( 1 9 8 0 ) .  S i t e  s p e c i f i c i t y  o f  

m u t a t i o n s  a r i s i n g  i n  d y s g e n i c  h y b r i d s  o f  D r o s o p h i l a  

m e l a n o g a s t e r . P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  (USA )  7 7 ,  6 0 4 2 - 6 0 4 6 .

S i m m o n s ,  M . J . ,  R a y m o n d ,  J . D . ,  J o h n s o n ,  N . A . ,  a n d  F a h e y ,

J . M .  ( 1 9 8 4 ) .  A c o m p a r i s o n  o f  m u t a t i o n  r a t e s  f o r  s p e c i f i c
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l o c i  a n d  c h r o m o s o m e  r e g i o n s  i n  d y s g e n i c  h y b r i d  m a l e s  o f  

D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r . G e n e t i c s  1 0 6 ,  8 5 - 9 4 .

S l u d e r ,  G. a n d  B e g g ,  D .A .  ( 1 9 8 5 ) .  E x p e r i m e n t a l  a n a l y s i s  o f  

t h e  r e p r o d u c t i o n  o f  s p i n d l e  p o l e s .  J .  C e l l  S c i .  7 6 ,  3 5 - 5 1 .

S m i t h ,  D . A . ,  B a k e r ,  B . S . ,  a n d  G a t t i ,  M. ( 1 9 8 5 ) .  M u t a t i o n s  

i n  g e n e s  e n c o d i n g  e s s e n t i a l  m i t o t i c  f u n c t i o n s  i n  

D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r . G e n e t i c s  1 1 0 ,  6 4 7 - 6 7 0 .

S m i t h ,  L . D .  a n d  E c k e r ,  K . E .  ( 1 9 7 1 ) .  T h e  i n t e r a c t i o n  o f  

s t e r o i d s  w i t h  K an a  p i p i e n s  o o c y t e s  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  

m a t u r a t i o n .  D e v .  B i o l .  2 5 ,  2 3 2 - 2 4 7 .

S o n n e n b l i c k ,  B .P .  ( 1 9 4 0 ) .  C y t o l o g y  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  

e m b r y o s  o f  X - r a y e d  a d u l t  D r o s o p h i l a  m e l a n o g a s t e r . P r o c .  
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Summary

We describe a recessive, maternal-effect lethal muta­
tion of Drosophila, gnu. gnu  uncouples nuclear divi­
sion from many cytoplasmic events of mitosis in the 
Drosophila embryo. Embryos from homozygous fe­
males are defective in nuclear division, but not in DNA 
replication, and therefore develop a small number of 
giant nuclei. Centrosomes divide independently of 
nuclear division and migrate to the surface of the syn­
cytial blastoderm. There they nucleate microtubules 
into asters, which appear normal at first but become 
very large. Only later, when the giant nuclei begin to 
break down, are spindles sometimes formed. The cor­
tical actin of these embryos develops into a character­
istic network.

Introduction

Mitotic cell division is a process that is of fundamental im­
portance in nearly all eukaryotic cells, yet remarkably little 
is known about its mechanism or regulation. Since the 
nineteenth century there have been detailed descriptive 
accounts of the events of mitosis (for example Van Bene- 
den, 1883), but molecular approaches to its study have 
only recently begun (for reviews see Pickett-Heaps et al., 
1982; McIntosh, 1984).

One such approach that has been successful is the 
genetic dissection of the different events of the cell cycle 
in lower eukaryotes such as yeast (Hartwell et al., 1974; 
Beach et al., 1982). By isolating mutant strains defective 
for individual components, either regulatory or structural, 
a quite detailed pathway of the events of mitosis has been 
deduced. The genes responsible for these mutations are 
now being isolated, allowing the molecular basis of cell di­
vision in yeast to be elucidated (for example, Lorincz and 
Reed, 1984). However relatively little is known about the 
mechanisms of the cell cycle in higher eukaryotes. Such 
mechanisms are likely to be considerably more complex 
than those in unicellular organisms due to the necessity 
of maintaining fine spatial and temporal control over the 
proliferation of the different cell types within a single 
organism.

Drosophila is a suitable multicellular eukaryote in which

to study cell division. Its embryo is a syncytium for the first 
13 nuclear divisions, which occur at about 10 min intervals 
(Zalokar and Erk, 1976). The first nine of these divisions 
are within the interior of the embryo; most of the nuclei 
and their associated centrosomes then migrate out to the 
cortex, only about 10 urn below the surface membrane. 
These nuclei divide in parasynchronous waves of mitosis 
that start at the two poles of the embryo and move toward 
the center (Foe and Alberts, 1983). This allows several 
stages of mitosis to be seen in a single embryo. Cellular- 
ization occurs at about 2.5 hr of development, at which 
stage there are around 5000 nuclei. This characteristic mi­
totic activity in early Drosophila embryos is easy to ob­
serve in fixed, whole-mount preparations. Any obvious de­
fect in mitosis at this stage is likely to be readily detected. 
Furthermore, the relative ease of isolating mutations and 
the well-developed techniques for cloning genes thus 
identified make Drosophila an ideal system for a genetic 
and molecular analysis of cell division in multicellular or­
ganisms. Indeed, there have been several reports of mu­
tants with mitotic defects (Baker et al., 1976; Baker et al., 
1978; Gatti et al., 1983; Gelbart, 1974; Ripoll et al., 1985; 
Smith et al., 1985).

The replication of centrosomes is a major event in the 
early stages of mitosis. Centrosomes are the organelles 
that organize the spindle poles and thus must divide once 
each cell cycle to maintain their ratio with nuclei. A num­
ber of groups have reported that under some conditions 
a limited amount of centrosomal replication can occur in 
the absence of nuclear division (for example, see Mazia 
et al., 1960; Sluder and Begg, 1985; Wolf, 1980). There 
has, however, been some speculation about the extent to 
which this occurs. It is important to know whether these 
major events of the cell cycle are regulated independently 
or whether they are part of a cascade, each event depen­
dent on the previous one in the pathway. In the former 
case one would expect to be able to uncouple the events, 
whereas in the latter the disruption of one would neces­
sarily lead to disruption of the other.

In this paper we describe some aspects of the pheno­
type of a maternal-effect lethal mutation that is defective 
in nuclear division but apparently not in DNA replication, 
thus causing the formation of giant nuclei in the syncytial 
blastoderm. Using immunofluorescent techniques we find 
that while the nuclear cycle of these embryos is disrupted, 
many aspects of the cytoplasmic cycle are unaffected 
and, specifically, that centrosomes replicate indepen­
dently. We have named this mutation g n u ,  as it results in 
giant nuclei, and use the term “GNU embryos” to describe 
the embryos from homozygous females.

Results

DNA Replication without Nuclear Division 
in GNU Embryos
We describe aspects of the phenotype of a recessive, 
maternal-effect lethal mutation of a gene that we have
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Figure 1. Nuclei of Wild-Type and GNU Embryos 

Embryos were prepared as described in Experimental Procedures, 
and their DNA was stained with Hoechst. In this field three wild-type 
embryos of stages 9, 10, and 13 with approximately 500, 1000, and 
3000 nuclei, respectively, are lying alongside two GNU embryos with 
giant nuclei. The bar represents 80 urn.

named g n u .  The most striking characteristic of embryos 
from a homozygous g n u  mother can be seen by staining 
their DNA with the fluorescent dye Hoechst 33258. Two 
such embryos are shown in Figure 1. It is clear from the 
size of the nuclei and the intensity of the fluorescence that 
DNA replication occurs within these embryos but that 
there is little or no nuclear division, resulting in the forma­
tion of a small number of giant nuclei. This contrasts with 
the appearance of the three wild-type embryos in Figure
1. These are at division cycles 9, 10, and 13 and contain 
progressively greater numbers of nuclei with a diploid 
DNA content, g n u  maps to the left arm of the third chromo­
some, just to the left of t h r e a d ,  at map position 42. We 
have identified a deletion of a segment of chromosome 3 
( D f ( 3 L ) f z m 2 1 ) that uncovers the g n u  mutation (see Ex­
perimental Procedures). Embryos from mothers hetero­
zygous for g n u  and the D f ( 3 L ) f z m 2 1  exhibit the GNU 
phenotype.

We have followed the development of the nuclei in GNU 
embryos. Ten minutes after egg deposition we can see the 
normal meiotic products—three polar bodies and the fe­

male pronucleus—together with the male pronucleus 
(data not shown). Figure 2 shows representative embryos 
that have been allowed to develop for increasing amounts 
of time before fixing and staining. At 25-40 min the em­
bryos are already quite distinct from wild-type embryos 
(Figures 2A and 2B), their nuclei appearing larger and 
more diffuse. Most embryos have either one or two nu­
clei, and the number of nuclei per embryo does not ap­
pear to increase with time. Instead the number seems to 
be set at an early stage, and those nuclei then continue 
to grow without further division (Figures 2C-2F). The 
nuclei do not appear to undergo a significant increase in 
size after 8 hr (Figure 2F). In wild-type embryos, gastrula- 
tion and germ-band elongation have occurred with con­
siderable differentiation of gut and neural tissues by this 
stage. By 24 hr the giant nuclei begin to break down and 
release pieces of chromatin throughout the embryo (Fig­
ure 2H). Examination of a similar series of GNU embryos 
by phase-contrast microscopy has shown that the pole 
cell buds never form (which characteristically occurs at cy­
cle 10 in wild-type embryos) and that there is no cellular- 
ization of the embryo (which occurs at cycle 14 in wild-type 
embryos). These observations suggest that while DNA 
replication continues relatively unaffected, nuclear divi­
sion is almost completely absent in GNU embryos.

Centrosomes Continue independent Replication 
and Division
In addition to the nuclear division cycle, cyclical mitotic ac­
tivities occur within the cytoplasm of normal cells. One 
such activity is the division of the centrosome and its 
movement to the pole positions of what will become the 
mitotic spindle. In fertilized sea urchin eggs, one round of 
centrosomal division can be induced independently of nu­
clear division under certain conditions (Mazia et al., 
1960). The extreme disruption of nuclear division in GNU 
embryos raises questions about the presence and distri­
bution of centrosomes and related components of the nor­
mal mitotic cycle. We have used the antibody Bx63, which 
recognizes Drosophila centrosomes (Frasch et al., 1986), 
to discover whether GNU embryos have any recognizable 
centrosomes. A detailed description of the staining of wild- 
type embryos with this antibody has been given previ­
ously (Frasch et al., 1986). Briefly, there are two compo­
nents to the staining pattern: strong centrosomal staining 
and weaker nuclear staining persisting into metaphase 
and anaphase in an area over the spindle. Figure 3 (WT) 
shows a field of nuclei in late anaphase in the cortex of 
a blastoderm embryo of wild-type Drosophila; centrosome 
staining is seen as distinct dots at the spindle poles.

As there has been no report of anything other than very 
limited independent centrosomal replication, we were sur-

*

*

Figure 2. The Development of GNU Embryos

Embryos were collected for a period of 15 min and allowed to develop at 25°C for a total of 25-40 min (B), 60-75 min (C), 90-105 min (D), 120-135 
min (E), 8 hr (F), 16 hr (G), or 24 hr (H). They were then fixed and stained with Hoechst. A representative embryo from each age group is shown. 
(B-H) The same magnification; the bar represents 80 urn. (A) A high-power view of the nucleus, which is indicated by an arrow in (B); the bar 
represents 20 urn.
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Figure 3. Centrosome Staining of Wild-Type and GNU Embryos
Wild-type (WT) and GNU (a-c) embryos were incubated with an antibody against centrosomes, Bx63 (see Experimental Procedures), then with 
rhodamine-conjugated anti-mouse IgG and Hoechst. (WT) shows a field of anaphase chromosomes from a wild-type embryo in which centrosomes 
are found at the spindle poles. The poles of one anaphase figure and their corresponding centrosomes are indicated by arrows. In GNU embryos 
there is no correspondence between the positions of centrosomes and nuclei. Weak nuclear staining is also sometimes apparent with the Bx63 

antibody (c). The bars represent 20 pm.
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Figure 4. Tubulin Staining of Wild-Type and GNU Embryos Without Taxol

Wild-type (WT) and GNU (a and b) embryos were incubated with Bx69, an antibody against Drosophila tubulin (see Experimental Procedures), then 
with rhodamine-conjugated anti-mouse IgG and Hoechst. In the wild-type embryo spindle microtubules are associated with each set of metaphase 
chromosomes, (a) Weak anti-tubulin staining is apparent over a giant nucleus, (b) A single spindle can be seen lying over a small piece of chromatin 
in a late GNU embryo. The bars represent 20 pm (WT and a) and 12 pm (b).

prised to find that GNU embryos do contain centrosomes 
that are apparently completely dissociated from the nuclei. 
Since unfertilized eggs contain no visible centrosomes, 
their presence in GNU embryos implies that centrosomes 
continue to replicate and migrate to the cortex in a manner 
unaffected by the absence of nuclear division. Their distri­
bution varies among embryos and among areas within the 
same embryo. In some regions the centrosomes form a 
rather regular array just below the surface of the embryo 
(see Figure 3a). They often form clusters, ranging in num­
ber from 3 or 4 to more than 20, which are frequently, but 
not exclusively, in the proximity of a giant nucleus (Figures

3b and 3c). In some embryos a weak staining over giant 
nuclei is also found with Bx63 (Figure 3c). Because em­
bryos are rather large and opaque structures, the centro­
somes are seen most easily when close to the surface. 
However, in a few cases in which the embryos have been 
damaged, centrosomes may be seen deeper within the 
cytoplasm.

The Distribution of Microtubules in GNU Embryos
Microtubules are nucleated by centrosomes into asters 
and, during metaphase, become attached to the kineto- 
chores of chromosomes on the metaphase plate to form
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Figure 5. Tubulin Staining of Wild-Type Embryos Fixed in the Presence of Taxol

Embryos were fixed in the presence of 0.5 pM taxol and were then immunostained with Bx69 (see Experimental Procedures). Two phases of the 
mitotic cycle are shown, (a) Anaphase chromosomes with corresponding spindles and small asters that project from the centrosomes in the opposite 
direction from the spindles, (b) Interphase nuclei, each associated with a single aster. The bars represent 20 pm.

*

the mitotic spindle. They are thus a crucial component of 
the mitotic apparatus. Figure 4 shows the staining of wild- 
type and GNU embryos with an antibody against Drosoph­
ila tubulin,.Bx69 (Frasch, 1985). Microtubules are fairly 
labile in the presence of formaldehyde, in which these 
embryos are fixed; however, the metaphase spindles are 
preserved and stained in the wild-type embryo (Figure 4, 
WT). In GNU embryos two forms of staining were ob­
served. Figure 4a shows a rather weak staining that lies 
over a giant nucleus; Figure 4b shows the staining of an 
apparently normal spindle. Spindles like these are rather 
rare, but, when found, are invariably associated with small 
pieces of chromatin released from the breakdown of a giant 
nucleus, of the type shown in Figure 2H. The presence of 
spindles with apparently normal morphology suggests 
that there is no major abnormality of the spindle compo­
nents caused by the g n u  mutation.

We have also examined the distribution of microtubules 
by indirect immunofluorescence after a very brief ex­
posure to taxol, a microtubule-stabilizing toxin (Wani et al., 
1971). The pattern of microtubules throughout mitosis un­
der these fixation conditions has been described in detail 
by Karr and Alberts (1986). We were able to repeat their 
observations and to show, in Figure 5, just two stages of 
mitosis in the cortex of the wild-type embryo. At anaphase 
there are spindles with small asters also growing from the 
centrosomes (Figure 5a), and at interphase we observe a

single aster per nucleus (Figure 5b). In taxol-treated GNU 
embryos we see a variety of microtubule staining patterns. 
In early embryos (those with small nuclei) a cortical layer 
of tubulin with the appearance of a fine network is stained. 
This is similar to the cortical staining of early wild-type em­
bryos (Karr and Alberts, 1986). Later GNU embryos show 
structures that are like asters except that they grow to be 
very large (Figure 6): Figure 6b shows one aster that is 
about 20 times the diameter of the wild-type interphase 
asters in Figure 5b. These asters invariably occur near the 
surface of the embryo, and their distribution appears to be 
independent of the location of giant nuclei. When the giant 
nuclei begin to break down, two new types of staining ap­
pear. Figure 6c shows the presence of spindle-like struc­
tures (marked with arrows), which are frequently found in 
the presence of taxol. They are formed over small pieces 
of chromatin and correspond to the structures we ob­
served in embryos that had not been treated with taxol 
(Figure 4b). Finally, Figure 6d shows the irregular mesh 
of microtubules often found on the surface of old embryos 
whose nuclei are breaking down.

The Asters in GNU Embryos Are Nucleated 
by Centrosomes
To understand the unusual distribution of microtubules 
found in GNU embryos we asked whether centrosomes in 
GNU embryos are able to nucleate microtubules into
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Figure 6. Tubulin Staining of GNU Embryos Fixed in the Presence of Taxol

Embryos were fixed in the presence of 0.5 pM taxol and were immunostained with Bx69 (see Experimental Procedures). The plane of focus is just 
below the surface of the embryo in each case, (a) Asters can be seen in a region where there is no giant nucleus, (b) A  large aster with a giant 
nucleus lying under it. (c) The giant nucleus of an embryo is breaking down, and two spindles (indicated by arrows) can be seen associated with 
small discrete pieces of chromatin, (d) Another old embryo with a disintegrating nucleus, in which there is an irregular network of microtubules. 
Bars represent 20 pm.
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Figure 7. Double Immunostaining of GNU Embryos with Antibody against Tubulin and Antibody against Centrosomes

Embryos were incubated sequentially with Bx63 antibody (mouse anti-centrosome), rhodamine-conjugated anti-mouse IgG, YL1/2 (rat anti-tubulin), 
fluoroscein-conjugated anti-rat Ig, and Hoechst (see Experimental Procedures), (a) Three large asters nucleated by single centrosomes. (b) A field 
of centrosomes in the vicinity of a giant nucleus. Asters of microtubules radiate from the well-separated centrosomes, whereas the cluster of centro­
somes appears not to nucleate microtubules. Bars represent 10 nm.

asters, as in wild-type embryos. Using well-characterized 
antibodies against tubulin, YL1/2 (see Experimental Pro­
cedures), and against centrosomes, Bx63 (Frasch et al., 
1986), we stained both sets of structures simultaneously 
by indirect immunofluorescence (see Experimental Pro­
cedures). Figure 7 shows two fields: one containing three 
centrosomes in a field lacking nuclei, the other showing 
many centrosomes in the vicinity of a giant nucleus. In all 
cases a centrosome is seen at the center of each aster, 
however large. This indicates that centrosomes can nucle­
ate microtubules in GNU embryos; thus, the structures we 
see are genuinely analagous to asters and not spurious 
microtubule arrays. Interestingly, large clusters of centro­
somes appear unable to nucleate microtubules effectively 
(Figure 7b).

The Distribution of Cortical Actin
The surface of the early wild-type Drosophila embryo ex­
hibits a characteristic pattern of actin-rich “caps,” which di­

vide roughly in unison with the underlying nuclei (Warn 
and Magrath, 1982; Warn et al., 1985; Karr and Alberts, 
1986). Consequently, there is a correlation between the 
centrosomes associated with each nucleus and the actin 
cap also associated with that nucleus. During the last two 
or three divisions of the syncytial blastoderm, these caps 
of actin are closely abutted, giving the appearance of 
actin-rich furrows between each nucleus. Figure 8a shows 
such a wild-type embryo with the pole cells in the bottom 
right-hand corner. The unusual pattern of staining that we 
observe in GNU embryos is shown in Figure 8b. The sur­
face of late embryos is covered with an irregular array of 
actin-sparse holes in a background of cortical actin stain­
ing. Early GNU embryos, on the other hand, show con­
tinuous cortical actin staining much like early wild-type 
embryos (data not shown). This network of holes in the 
surface actin does not correspond to any phase of actin 
staining in the wild-type embryo, so its cause is not obvi­
ous. However, it is clear that the surface actin distribution

>
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a

DNA Actin

b

Figure 8. Actin Staining of Wild-Type and GNU Embryos

Embryos were incubated with an antibody against actin (see Experimental Procedures), then with rhodamine-conjugated anti-mouse IgG and finally 
with Hoechst. (a) The posterior end of a wild-type blastoderm embryo. The actin caps are closely abutted, giving actin-rich furrows between each 
nucleus, (b) The anti-actin staining pattern of GNU embryos. A  cortical layer of actin is seen in which there is a rather irregular network of actin-sparse 
holes. The actin staining pattern is not altered in the vicinity of a giant nucleus. The bars represent 20 pm.

in GNU embryos does change, with time in the absence 
of nuclear division.

We have also carried out double-label indirect im­
munofluorescence to monitor the distribution of both cen- 
trosomes and actin. These data (not shown) demonstrate 
that there is no correspondence between the distribution 
of actin holes and the positions of centrosomes in GNU 
embryos.

Discussion

The first 13 nuclear divisions in the wild-type Drosophila 
embryo occur within a syncytium, at approximately 10 min 
intervals. During cycle 14, the embryo becomes cellu- 
larized, at which stage there are about 5000 nuclei. We 
have described a maternal-effect lethal mutation, g n u ,  in 
which DNA replication continues while nuclear division is 
almost completely absent in embryos from homozygous 
females. This results in the formation of embryos with a 
small number of giant nuclei, which we refer to as GNU 
embryos. The envelopes of these nuclei stain to a vari­
able degree with an antibody against lamin (data not 
shown). This suggests that the giant nuclei may go 
through phases in which the nuclear membrane under­
goes considerable structural change, as occurs during

prometaphase in wild-type embryos. Our observations 
demonstrate that although nuclear division is disrupted, 
the centrosomes continue to divide in the syncytial blasto­
derm. Furthermore, the centrosomes still migrate from the 
interior to the cortex of the syncytium, where they nucleate 
the formation of giant asters. Later, the giant nuclei appear 
to break down, and we then see some spindle-like struc­
tures formed about small fragments of chromatin. Finally, 
we have also shown that the cortical actin in GNU em­
bryos forms an unusual network of holes that is unlike any 
wild-type phase of actin staining.

In some way the g n u  mutation uncouples nuclear divi­
sion from cytoplasmic events of the mitotic cycle in Dro­
sophila embryos. The autonomy of cytoplasmic events 
has been demonstrated by the elegant experiments of 
Hara et al. (1980), who showed that the enucleated egg of 
X. laevis continues to undergo periodic surface contrac­
tions. These cortical waves have exactly the same fre­
quency as those occurring normally at the metaphase- 
anaphase transition in control fertilized eggs. This led to 
the suggestion that there is an autonomous cytoplasmic 
oscillator responsible for timing the mitotic events of each 
cell cycle. Our observations suggest that centrosome 
replication continues independently of nuclear divisions 
in GNU embryos, which is consistent with there being
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continued cytoplasmic cycles. We have not, however, de­
termined whether the timing of such cycles is affected in 
GNU embryos.

We are intrigued by the observation that the division of 
centrosomes is not dependent on the presence of nuclear 
division or the formation of spindles since these processes 
are normally so tightly coupled. Rattner and Phillips (1973) 
showed that in mouse L cells treated with arabinosyl cyto­
sine to inhibit DNA synthesis, centrioles (the microtubular 
structures within centrosomes) divide independently of 
DNA replication. In this case the centriole cycle subse­
quently arrested in a configuration normally found at pro­
phase and the centrioles did not undergo further division. 
Sluder and Begg (1985) have analyzed in detail the phe­
nomenon first described by Mazia et al. (1960) in which 
centrosome division is induced in sea urchin eggs by mer- 
captoethanol. In this system, centrosomes split rapidly 
upon mercaptoethanol treatment but the newly formed 
centrosomes quickly associate with chromosomes via 
spindle fibers. Wolf (1980) has studied the distribution of 
asters (which appear to be nucleated by centrosomes) 
during development of cleavage embryos of the gall midge, 
Wachtliella persicariae. He describes a process of “pseu­
docleavage” of unfertilized eggs in which the asters some­
times undergo up to four divisions in the absence of nu­
clear division. Our observations in GNU embryos are, to 
our knowledge, the first report of multiple rounds of in­
dependent centrosome division.

The observations that we have presented here suggest 
a possible course of events for the abnormal development 
of GNU embryos. The centrosomes divide in the absence 
of nuclear division and at some stage migrate from the 
interior of the embryo to the cortical region. On reaching 
the cortex, the centrosomes recruit the layer of surface 
microtubules into forming asters (as has been proposed 
in wild-type embryos by Karr and Alberts, 1986). The asters 
are originally small but they continue to grow, perhaps in­
definitely, to sizes 20 or more times larger than wild-type 
asters. When the giant nuclei begin to disintegrate (at about 
24 hr), small pieces of chromatin are released and these 
provide functional kinetochores that capture free microtu­
bule ends. The microtubules are stabilized and this leads 
to the formation of some spindles as in wild-type embryos. 
Later still, the embryo begins to decay and the microtu­
bules start to form an irregular network. This interpretation 
is consistent with the model proposed by Mitchison and 
Kirschner (1985) from their studies of microtubule nuclea- 
tion in vitro. They suggest that microtubules grow in ran­
dom directions from the centrosome. Those growing toward 
the chromosome are captured by kinetochores and thus 
stabilized against the eventual depolymerization that hap­
pens to uncaptured microtubules on the loss of their GTP 
caps. The feature of this model is that it requires no direc­
tionality of fiber growth: microtubules do not “know” in 
which direction the chromosome lies. This would certainly 
appear to be the case in GNU embryos, in which the huge, 
round asters show no sign of growth directed toward the 
giant nuclei. On the other hand, there appears to be a re­
quirement for the nuclei of GNU embryos to be fragmented

before the chromatin will participate in forming spindle­
like structures. This suggests that the microtubule organiz­
ing centers of the chromosomes within the giant nuclei are 
not available, either because the nuclear membrane acts 
as a barrier or because the chromatin is decondensed or 
in an equally inappropriate state. Karsenti et al. (1984) 
have shown that preparations of nuclei devoid of centro­
somes can mediate the formation of anastral microtubule 
arrays when microinjected into Xenopus eggs. It would be 
interesting to follow the behavior of such preparations in 
the GNU embryo. Karsenti et al. (1984) have also con­
cluded that in the egg of X. laevis, it is the association with 
the nucleus that renders an otherwise inactive centrosome 
capable of nucleating microtubules during mitosis. We ob­
serve that centrosomes are capable of nucleating microtu­
bules independently of nuclei in the GNU embryo.

The network of holes that we observe in the cortical ac- 
tin of GNU embryos is difficult to explain. The pattern is 
unlike any that occurs in the wild-type syncitial blasto­
derm. However, it is apparent that with time the distribu­
tion does change from the smooth actin staining of early 
embryos to the network that we see later (Figure 8b). In 
the wild-type embryo, caps of actin divide in unison with 
the nuclei close under the surface. The absence of nuclei 
in GNU embryos may be instrumental in giving rise to the 
abnormal actin staining pattern. It is interesting to note 
that Euteneuer and Schliwa (1985) have shown that in a 
neuroblastoma cell line, the movement of centrosomes is 
dependent on actin microfilaments. We do not know 
whether the centrosome movement in GNU embryos is 
due to diffusion or to some kind of directed movement, but 
the rather regular array of centrosomes that we often see 
(for example, Figure 3a) suggests that at least there may 
be some mechanism for positioning the centrosomes at 
the cortex. It is possible that actin filaments play a role in 
this process. However, the fact that there is not a simple 
correspondence between holes in the actin network and 
the position of centrosomes implies that if such a mecha­
nism does occur, it is not simple.

It is difficult to assign even a putative function to the 
wild-type GNU product. Our observations suggest that 
many of the cytoplasmic components of the mitotic ap­
paratus are functionally adequate. Thus, centrosomes 
can divide, nucleate microtubules, and, when the giant 
nuclei break down, form spindle-like structures. This last 
observation implies that there are at least some functional 
kinetochores associated with the chromatin that are pre­
sumably inaccessible to the spindle microtubules when in 
giant nuclei. The defect therefore appears to be associ­
ated specifically with nuclear division. Many processes 
could be affected including, for example, topology of DNA 
replication, chromosome condensation, structure of the 
nuclear envelope, or even a direct signal coupling nuclear 
division to cytoplasmic oscillations. We are in the process 
of isolating other g n u  alleles to determine whether these 
have similar phenotypes affecting nuclear division. A 
detailed localization of g n u  will allow us to clone the g n u  

gene and thereby enable its full molecular and develop­
mental analysis.

4
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Experimental Procedures 

Origin of the gnu Mutation
The gnu mutation was recovered in a systematic screen for maternal- 
effect lethals in EMS-treated ru th st r i roe pp es ca chromosomes (C. 
Niisslein-Volhard, G. Jurgens, K. Anderson, and R. Lehmann, unpub­
lished data). To map gnu, we scored recombination between th (43.2 
map units), st (44.0 map units), and ri (47.0 map units) (all markers as 
listed in Lindsley and Grell, 1968), and gnu. We find that gnu lies to 
the left of all three markers, and it is separated from th in 4/563 chromo­
somes. On the basis of these figures, we place gnu about 0.7 map units 
to the left of th, at approximately 42.5 map units. Scoring 2267 flies for 
recombination between th, st, and ri demonstrates that there is no ma­
jor rearrangement associated with the gnu mutation. The deletion 
Df(3L)fzm21 (70D2-3;71E4-5) deletes the region containing the wild- 
type gene but the deletion Df(3L)fzd21 (70D3;70E3-8) does not.

Fixation and Devitellinization of Embryos
Embryos were fixed and prepared for staining by a slightly modified 
version of the method of Dequin et al. (1984), which itself is based on 
the technique of Mitchison and Sedat (1983). Embryos were dechorio- 
nated in 60% hypochlorite bleach in 0.7% NaCI, 0.1% Triton X-100 and 
then rinsed extensively in NaCI, Triton. Following removal of excess liq­
uid by blc;.ing on tissue paper, the embryos were transferred to a 7 ml 
glass vial containing 25 nl 37% formaldehyde (Fisons Scientific, UK), 
100 ul water, 25 nl 10x Buffer B (100 mM potassium phosphate buffer 
[pH 6.8], 450 mM KCI, 150 mM NaCI, 20 mM MgCI2), and 2.25 ml hep­
tane, and the vials were shaken vigorously for 10 min. In some experi­
ments 0.5 |iM taxol (1.25 ul of a 1 mM solution in DMSO) was included 
in the mixture to which the embryos were added; in these cases the 
vials containing the embryos were shaken for 15-30 sec before addi­
tion of formaldehyde.

To ensure the validity of the results using taxol, it is important that 
the taxol only stabilizes existing structures and does not cause a 
change in the microtubule distribution, as it has been shown to do un­
der certain conditions (Horwitzet al., 1981; De Brabanderet al., 1981). 
De Brabander et al. (1981) have shown that in mammalian cells two 
kinds of microtubule artifact are found upon treating them with doses 
of taxol ranging from 2.5 to 100 pM for periods greater than 30 min: 
they see bundles of parallel microtubule fibers forming where none 
usually exist and asters that are not nucleated by centrosomes. Under 
the extremely mild conditions of taxol treatment in the present study 
(0.5 pM for 15-30 sec before fixing), we see no obvious artifacts in wild- 
type embryos (Figure 5). This agrees with the results of Karr and 
Alberts (1986), who found no microtubule artifacts under identical con­
ditions or when using 5 times as much taxol. Spurious microtubule 
arrays were seen when they used 10 pM taxol for 5 min prior to fixation. 
Furthermore, we have shown that all the asters in GNU embryos are 
nucleated by centrosomes (Figure 7). Taken together these arguments 
convince us that taxol is not forming spurious structures under our con­
ditions and that the microtubule distribution that we see is a real 
phenomenon which occurs in vivo.

After shaking for 10 min, 2.5 ml of methanol was added and the mix­
ture was shaken for an additional 30 sec to 2 min. Embryos that have 
lost their vitelline membrane sink to the bottom of the vial, while the 
rest remain at the heptane-methanol interface. The liquid and the 
floating embryos were then aspirated away, and the divitellinized em­
bryos were rinsed twice in methanol for a total of 10 min. They were 
then rinsed at least 3 times over an hour in Buffer A  (15 mM Tris-HCI 
[pH 7.4], 60 mM KCI, 15 mM NaCI, 1.5 mM spermine, 0.5 mM spermi­
dine) plus 0.1% Triton X-100 and left in fresh Buffer A and Triton X-100 
for at least 2 hr before staining.

Antibody Staining of Embryos
Between 50 and 200 embryos were transferred into staining nets that 
were made by cutting off the bottom 3 cm of a 1.5 ml plastic microfuge 
tube and replacing it with a stainless steel mesh of a gauge fine 
enough to retain embryos. All subsequent stages were carried out in 
these nets, placed in wells of a 24-well tissue culture plate. The em­
bryos were incubated in Buffer A containing 10% fetal calf serum for 
1 hr at room temperature, blotted dry, and incubated in first antibody 
for 12-16 hr at 4°C. After this period, excess liquid was removed by blot­

ting and the embryos were washed in Buffer A for 1-2 hr with three 
changes and incubated in second antibody for 12-16 hr at 4°C. At the 
end of this incubation they were washed in Buffer A  for at least 2 hr 
with four changes, washed in Buffer A containing 1 pg/ml of Hoechst 
33258 (Riedel De Haen AG, Hannover, FDR) for 10 min, and rinsed 
twice in Buffer A. The stained embryos were mounted in 85% glycerol 
containing 25%  n-propyl gallate (Giloh and Sedat, 1982). Slides were 
viewed with a Zeiss Standard microscope fitted with epifluorescent op­
tics with appropriate filters for Hoechst, fluoroscein, and rhodamine. 
Embryos were photographed on Kodak 2415 Technical film and devel­
oped with Kodak D-19 developer.

The level of nonspecific staining was determined by incubating em­
bryos with second antibody alone. There was found to be a low 
level of uniform background staining using both rhodamine- and 
fluoroscein-conjugated antibodies, but no specific structures were de­
tected.

Antibodies
We have used the following antibodies in this study: Bx63, against cen­
trosomes (Frasch et al., 1986) and Bx69, against tubulin (Frasch, 
1985). In the double-labeling experiment a well characterized rat 
monoclonal antibody against tubulin (from Sera-lab, UK), YL1/2, was 
used (Kilmartin et al., 1982); this has been shown to recognize specifi­
cally a-tubulin in Drosophila (Warn and Warn, 1985). Anti-actin was a 
mouse monoclonal from Amersham International (UK). We used dilu­
tions of between 1 in 5 and 1 in 15 for hybridoma culture supernatant 
and dilutions of 1 in 500 for ascites fluid, all in Buffer A (see Antibody 
Staining of Embryos). Rhodamine- and fluoroscein-conjugated second 
antibodies were bought from Jackson Immunoresearch Laboratories 
Inc. (USA) and used at dilutions of 1 in 500 and 1 in 100, respectively.
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