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ABSTRACT 

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

w e l l  d e f i n e d  r e g i o n  o f  t h e  g e n o m e  o f  C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s  i n  

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

h i g h e r  e u c a r y o t e .  T h e  s D f 2  r e g i o n  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  

t h e  m o s t  e x t e n s i v e l y  c h a r a c t e r i z e d  r e g i o n  i n  t h i s  o r g a n i s m .  

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

i n  a n  i n t e r v a l  o f  1 .5 -map  u n i t s  o n  L i n k a g e  G r o u p  - I V .  T h e  

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

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

m a p p i n g  w i t h  t h e  d e f i c i e n c i e s ,  --- s D f 7 ,  s D f 8 ,  s D f 9  a n d  s D f l O .  W i t h  

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

m e t h o d s  w e r e  i n  v e r y  g o o d  a g r e e m e n t . - E i g h t  o f  t h e  t w e n t y  

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

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

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

t w o  n o n e s s e n t i a l  g e n e s ,  t h e  g e n e s  i n  t h i s  r e g i o n  a r e  s e p a r a t e d  

b y  a p p r o x i m a t e l y  0 .05-map  u n i t s .  

T h e  g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  s D f 2  r e g i o n  w a s  d o n e  i n  

c o n  j u n c t i o n  w i t h  a  f i n e - s t r u c t u r e  a n a l y s i s  o f  u n c - 2 2  - I V ,  a  

m u s c l e  g e n e  i n  t h i s  r e g i o n .  T h e  maximum s i z e  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e ,  

w h i c h  i s  d e f i n e d  a s  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  a d j a c e n t  g e n e s  o n  

e i t h e r  s i d e  o f  u n c - 2 2  , i s  0 .1-map u n i t s  w h i l e  t h e  min imum s i z e  

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

0 .02-map  u n i t s .  A t  p r e s e n t ,  t h e  u n c - 2 2  c o d i n g  e l e m e n t  i n c l u d e s  

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

i i i  



d e l e t i o n s  o f  u n c - 2 2  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a n d  p o s i t i o n e d .  In 

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

a f f e c t i n g  t h e  a d j a c e n t  g e n e s ,  l e t - 5 6  a n d  u n c - 2 2 ,  h a s  b e e n  

p o s i t i o n e d  i n s i d e  t h e  u n c - 2 2  g e n e .  T h i s  f o r m a l d e h y d e - i n d u c e d  

m u t a t i o n  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  d o m i n a n t  Unc-22  p h e n o t y p e  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  m u t a n t  u n c - 2 2  g e n e  i s  t r a n s c r i b e d .  T h e  

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

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

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

A t t e m p t s  t o  c l o n e  t h e  u n c - 2 2  g e n e  a n d  t h e  a d j a c e n t  r e g i o n  

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

r e g i o n  w i t h  i t s  D N A  s e q u e n c e .  
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A. INTRODUCTION 

I n  c o n t r a s t  t o  p r o c a r y o t e s ,  m o s t  e u c a r y o t e s  a r e  c o m p l e x  

m u l t i c e l l ~ l a r  o r g a n i s m s  composed  o f  many d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s .  

G e n e r a l l y ,  t h e s e  v a r i o u s  c e l l  t y p e s  a l l  c o n t a i n  t h e  same D N A  

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

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

(Gurdon  1 9 6 2 ;  G a r r e l s  1 9 7 9 ) .  The d e v e l o p m e n t  o f  a  m u l t i c e l l u l a r  

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

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

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

w h i c h  r e g u l a t e  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  e u c a r y o t e s  a r e  unknown-. 

Genomic  D N A  i n  e u c a r y o t e s  i s  bound  t o  h i s t o n e  p r o t e i n s  t o  

f o r m  a  h i s t o n e - D N A  c o m p l e x  ( c h r o m a t i n )  w h i c h  i s  o r g a n i z e d  i n t o  a  

s e r i e s  o f  l o o p e d  d o m a i n s  a n d  u n d e r g o e s  s e v e r a l  o r d e r s  o f  f o l d i n g  

t o  f o r m  t h e  c h r o m o s o m e s  ( r e v i e w e d  b y  I s e n b e r g  1 9 7 9 ;  A l b e r t s  - e t  

a l .  1 9 8 3 ) .  O t h e r ,  n o n h i s t o n e  p r o t e i n s  a r e  a 1  s o  a s s o c i a t e d  w i t h  - 
e u c a r y o t i c  D N A .  Some o f  t h e s e ,  p r e s u m a b l y ,  a r e  i m p o r t a n t  f o r  

m a i n t a i n i n g  t h e  h i g h l y  c o n d e n s e d  s t a t e  o f  t h i s  D N A .  Most  

e u c a r y o t i c  g e n e s  c o n t a i n  i n t e r v e n i n g  s e q u e n c e s  ( i n t r o n s )  w h i c h  

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

R N A - p r o c e s s i n g  o c c u r  i n  t h e  n u c l e u s  w h e r e  t h e  c h r o m o s o m e s  a r e  

l o c a t e d .  P r o c e s s i n g  o f  t h e  p r i m a r y  R N A  t r a n s c r i p t  t o  t h e  m a t u r e  

m R N A  i n v o l v e s  t h e  c a p p i n g  o f  t h e  5 '  e n d ,  t h e  a d d i t i o n  o f  p o l y  A 

t o  t h e  3 '  e n d  ( m o s t  mRNAs) a n d  t h e  r e m o v a l  o r  s p l i c i n g  o u t  o f  



i n t r o n s  ( P e r r y  1 9 8 1 ;  Chambon 1 9 8 1 ) .  A f t e r  p r o c e s s i n g ,  t h e  m a t u r e  

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

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

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

p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l  ( E a r l y  -- e t  a 1  . 1 9 8 0 )  a n d  t r a n s l a t i o n a l  

( G r o s s  1 9 6 7 )  c o n t r o l  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  d o  o c c u r ,  t h e  p r i m a r y  

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

t r a n s c r i p t i o n  ( T s a i  -- e t  a l .  1 9 7 9 ;  D e r m a n  e t  a l .  1 9 8 1 ) .  G e n e s  -- 
w h i c h  a r e  t u r n e d  o n  i n  a  c e l l  a r e  t r a n s c r i b e d  a n d  t h e i r  m R N A  i s  

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

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

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

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

w o r k e d  o u t  f o r  s e v e r a l  b a c t e r i a l  o p e r o n s  ( M i l l e r  a n d  R e z n i k o f f  

1 9 7 8 )  a n d  f o r  t h e  l y s i s - l y s o g e n y  d e c i s i o n  i n  p h a g e  l a m b d a  

( P t a s h n e  -- e t  a l .  1 9 8 0 ;  H e r s k o w i t z  a n d  H a g e n  1 9 8 0 ) .  I n  m o s t  c a s e s ,  

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

b i n d  t o  DNA s e q u e n c e s  5 '  t o  t h e  s t r u c t u r a l  e l e m e n t s  w h i c h  t h e y  

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

m e c h a n i s m s  may e x i s t  i n  h i g h e r  e u c a r y o t e s .  

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

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

o r g a n i z e d  i n  t h e  g e n o m e .  E u c a r y o t  i c  g e n o m i c  o r g a n i z a t i o n  h a s  

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

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

R u b i n  1 9 8 1 ) .  T h e  h a p l o i d  g e n o m e  o f  - D .  m e l a n o g a s t e r  c o n t a i n s  



a p p r o x i m a t e l y  1.65 x  108 b a s e  p a i r s  o f  D N A  ( R a s c h  e t  a l .  1971). -- 

A b o u t  70% o f  t h i s  D N A  i s  s i n g l e  c o p y  w h i l e  t h e  r e m a i n i n g  30% i s  

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

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

g e n e s  c o d i n g  f o r  r R N A ,  5s R N A  a n d  h i s t o n e s  w h i c h  a r e  t a n d e m l y  

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

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

f a m i l i e s .  T h e  m a j o r i t y  o f  t h e  r e p e t i t i v e  D N A  i n  D .  m e l a n o g a s t e r  - 

i s  c o m p o s e d  o f  a b o u t  4 0  f a m i l i e s  o f  t r a n s p o s a b l e  e l e m e n t s  

d i s p e r s e d  t h r o u g h o u t  t h e  g e n o m e .  T h e  s i n g l e  c o p y  D N A  ( a b o u t  1.2 

x  108 b p )  i n c l u d e s  m o s t  o f  t h e  g e n e s  t h a t  c o d e  f o r  p r o t e i n s  a n d  

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

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

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

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

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

e t  a l .  1972; O ' D o n n e l l  e t  a l .  1977; Y o u n g  a n d  J u d d  1978; Hochman -- -- 

1978; W o o d r u f f  a n d  A s h b u r n e r  1979; H i l l i k e r  e t  a l .  1980; G a u s z  -- 

e t  a l .  1979; B e l y a e v a  e t  a l .  1980; W r i g h t  e t  a l .  1981; Z h i m u l e v  -- -- -- 

e t  a l .  1981). T h e s e  s t u d i e s ,  w h i c h  i d e n t i f y  a l l  o f  t h e  g e n e s  i n  -- 
a s m a l l  r e g i o n  b y  i n d u c i n g  a n d  i s o l a t i n g  m u t a t i o n s  r e p r e s e n t i n g  

t h e s e  g e n e s ,  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  a r e  b e t w e e n  5000 a n d  6000 g e n e s  

i n  - D .  m e l a n o g a s t e r .  O b v i o u s l y ,  - D .  m e l a n o g a s t e r  h a s  much m o r e  

s i n g l e  c o p y  D N A  t h a n  i s  n e c e s s a r y  t o  c o d e  f o r  6000 p r o t e i n s ,  

e v e n  i n c l u d i n g  i n t r o n s  a n d  o t h e r  n o n - t r a n s l a t e d  s e q u e n c e s .  What 

t h e n  i s  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  e x c e s s  DNA? How much i s  i n v o l v e d  i n  



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

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

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

r e s u l t i n g  i n  " g e n e l e s s "  r e g i o n s ?  A l s o ,  a r e  g e n e s  w h i c h  a r e  

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

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

r e q u i r e  e x t e n s i v 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 e s  o f  s e v e r a l  

r e g i o n s .  

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

s t r u c t u r a l  g e n e  f o r  x a n t h i n e  d e h y d r o g e n a s e  ( H i l l  i k e r  -- e t  a l .  

1 9 8 1 )  w a s  d o n e  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  i n t r a - g e n i c  m a p p i n g  

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

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

1 9 7 7 ;  M c C a r r o n  -- e t  a l .  1 9 7 9 ) .  T h i s  v e r y  e l e g a n t  a n a l y s i s  h a s  

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

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

r o s y ,  1 ( 3 ) S 1 2 .  T h e  s i z e  o f  t h e  XDH s t r u c t u r a l  e l e m e n t  i s  

.005-map  u n i t s  w h i c h  c o r r e s p o n d s  t o  a p p r o x i m a t e l y  4 , 1 0 0  b p  o f  

D N A  w h i l e  t h e  c o n t r o l  r e g i o n ,  d e f i n e d  a s  t h e  i n t e r v a l  b e t w e e n  

1 ( 3 ) S 1 2  a n d  r o s y ,  i s  , 0 0 1 6 - m a p  u n i t s  o r  1 , 3 1 0  b p  o f  D N A  

( M c ~ a r r o n  e t  a l .  1 9 7 9 ) .  T h e  r o s y  g e n e  h a s  b e e n  c l o n e d  a n d  a -- 

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

p r o g r e s s  ( A .  C h o v n i c k ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  S i m i l a r  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 e s  a r e  u n d e r w a y  i n  o t h e r  r e g i o n s  o f  t h e  

D.mel a n o g a s t e r  g e n o m e  ( W o o d r u f f  a n d  A s h b u r n e r  1 9 7 9 ;  B e n y a  j a t i  e t  - - 

a l .  1 9 8 0 ;  J u d d  e t  a l .  1 9 7 2 ;  B i n g h a m  e t  a l e  1 9 8 1 ) .  - -- -- 



A s  p r o m i s i n g  a s  t h e  e x p e r i m e n t a l  s y s t e m s  i n  D .  m e l a n o g a s t e r  - 
a r e  f o r  i n v e s t i g a t i n g  g e n o m i c  o r g a n i z a t i o n  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n ,  

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

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

o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  g e n e t i c  m a t e r i a l  i n  t h e  f r e e - l i v i n g  

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

a  s m a l l  r e g i o n  o f  t h e  genome o f  t h i s  o r g a n i s m .  C .  e l e g a n s  i s  a n  - 
e x c e l l e n t  c a n d i d a t e  f o r  t h i s  s t u d y  s i n c e  i t  i s  s u i t a b l e  f o r  b o t h  

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 e s .  I t s  a d v a n t a g e s  a s  a n  

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

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

c e l l s .  

C .  e l e g a n s  i s  a  s i m p l e  o r g a n i s m - c o n s i s t i n g  o f  811 a n d  9 7 1  - 
s o m a t i c  c e l l s  i n  t h e  a d u l t  h e r m a p h r o d i t e  a n d  m a l e ,  r e s p e c t i v e l y  

( S u l s t o n  a n d  H o r v i t z  1 9 7 7 ) .  A l t h o u g h  t h e r e  a r e  r e l a t i v e l y  f e w  

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

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

z y g o t e  t o  a d u l t ,  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  ( S u l s t o n  a n d  H o r v i t z  1 9 7 7 ;  

v o n  E h r e n s t e i n  a n d  S c h r i e r e n b u r g  1 9 7 9 ;  J .  S u l  s t o n ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n ) .  T h e  s u i t a b i l i t y  o f  - C.  e l e g a n s  f o r  g e n e t i c  

a n a l y s i s  i s  d e s c r i b e d  i n  B r e n n e r  ( 1 9 7 4 ) ,  R i d d l e  ( 1 9 7 8 )  a n d  

H e r m a n  a n d  H o r v i t z  ( 1 9 8 1 ) .  T h e  g e n e r a t i o n  t i m e  o f  C .  e l e g a n s  i s  - 

3 .5  d - a y s  a t  2 0 • ‹ c .  A s  i n d i c a t e d  a b o v e ,  C .  e l e g a n s  h a s  t w o  s e x e s ,  -- - 

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

h g r m a p h r o d i t e  - i s  5AA:XX w h i l e  t h e  m a l e s  h a v e  5 a u t o s o m e s  b u t  

o n l y -  o n e  s e x  c h r o m o s o m e  ( B r e n n e r  1 9 7 4 ) .  H e r m a p h r o d i t e s  r e p r o d u c e  -. 



by e i t h e r  s e l f - f e r t i l i z a t i o n  o r  b y  m a t i n g  w i t h  t h e  m a l e s ,  g n d  

e a c h  h e r m a p h r o d i t e  p r o d u c e s  a b o u t  3 5 0  p r o g e n y .  O v e r  4 3 0  g e n e s  

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

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

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

d c h a r a c t e r i z e d  ( H e r m a n  e t  a l .  1 9 7 6 ,  H e r m a n  1 9 7 8 ;  Herman  e t  a l .  -- -- 

1 9 7 9 ;  M e n e e l y  a n d  Herman  1 9 7 9 ;  Moerman a n d  B a i l l i e  1 9 8 1 ;  R o s e  

a n d  B a i l l i e  1 9 8 0 ;  R o s e n b l u t h  a n d  B a i l l i e  1 9 8 1 ;  R o g a l s k i  e t  a l .  -- 

1 9 8 2 ) .  T h e  h a p l o i d  genome o f  - C .  e l e g a n s  c o n t a i n s  a p p r o x i m a t e l y  8  

x - - l o 7  b a s e  p a i r s  o f  DNA: 1 7 %  r e p e t i t i v e  a n d  8 3 %  s i n g l e  c o p y  

( S u l s t o n  a n d  B r e n n e r  1 9 7 4 ) .  S e v e r a l  C .  e l e g a n s  g e n e s  h a v e  b e e n  - 

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

s e q u e n c i n g  (MacLeod  -- e t  a l .  1 9 8 1 ;  K r a m e r  e t  _ a l .  1 9 8 2 ;  Kar-n e t  a l .  -- -- 

1 9 8 3 ;  T. S n u t c h ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  

One a d v a n t a g e  - C.  e l e g a n s  h a s  o v e r  m o s t  o t h e r  o r g a n i s m s  i s  

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

r e g u l a t i o n  ( Z e n g e l  a n d  E p s t e i n  1 9 8 0 a ) .  S e v e r a l  g e n e s  a f f e c t i n g  

m u s c l e  s t r u c t u r e  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  ( W a t e r s t o n  e t  a l .  1 9 8 0 )  -- 

i n c l u d i n g  t h e  g e n e s  c o d i n g  f o r  p a r a m y o s i n  ( W a t e r s t o n  -- e t  a l .  

1 9 7 7 )  a n d  t h e  m a j o r  b o d y - w a l l  m y o s i n  h e a v y  c h a i n  (MacLeod -- e t  a l .  

1 9 7 7 ) .  T h e  w o r k  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  p a r t  o f  a n  o n g o i n g  

a n a l y s i s  a t  b o t h  t h e  g e n e t i c  a n d  m o l e c u l a r  l e v e l s  t o  s t u d y  ( 1 )  

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

e l e g a n s  a n d  ( 2 )  t h e  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  C., e l e g a n s  genome a r o u n d  

t h e s e  g e n e s  (Moerman  a n d  B a i l l i e  1 9 7 9 ;  R o s e  a n d  B a i l l i e  1 9 8 0 ;  

R o g a l s k i  e t  a l .  1 9 8 2 ) .  S p e c i f i c a l l y ,  t h i s  t h e s i s  d e s c r i b e s  t h e  -- 



g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  a  s m a l l  r e g i o n  a r o u n d  u n c - 2 2  - I V ,  a  g e n e  

a f f e c t i n g  m u s c l e  s t r u c t u r e  i n  - C.  e l e g a n s  ( B r e n n e r  1 9 7 4 ;  

W a t e r s t o n  -- e t  a l .  1 9 8 0 ;  Z e n g e l  a n d  E p s t e i n  1 9 8 0 b ;  Moerman 1 9 8 0 ) .  

A l t h o u g h  t h e  u n c - 2 2  g e n e  p r o d u c t  h a s  n o t  y e t  b e e n  

i d e n t i f i e d ,  t h e r e  i s  e v i d e n c e  i n d i c a t i n g  t h a t  t h i s  g e n e  i s  

i n v o l v e d  i n  m u s c l e  s t r u c t u r e  o r  f u n c t i o n .  M u t a t i o n s  i n  u n c - 2 2  

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

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

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

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

i t s e l f  ( L e w i s  -- e t  a l .  1 9 8 0 ;  Moerman 1 9 8 0 ) .  T h e  b o d y - w a l l  

m u s c u l a t u r e  o f  u n c - 2 2  m u t a n t s  a p p e a r s  d i s o r g a n i z e d  when  v i e w e d  

u n d e r  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  - ( W a t e r s t o n  -- e t  a l .  1 9 8 0 ;  Moerman 

1 9 8 0 ) .  I n  a d d i t i o n ,  s e v e r a l  u n c - 2 2  m u t a n t s  a r e  s u p p r e s s e d  b y  a  

p a r t i c u l a r  c l a s s  o f  m u t a t i o n s  i n  u n c - 5 4  - I ,  t h e  g e n e  t h a t  c o d e s  

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

(Moerman  1 9 8 0 ;  Moerman -- e t  a l .  1 9 8 2 ) .  T h i s  s u p p r e s s i o n  b y  u n c - 5 4  

m u t a t i o n s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  u n c - 2 2  g e n e  p r o d u c t  i n t e r a c t s  w i t h  

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

T h e  f i r s t  o b j e c t i v e  o f  t h i s  t h e s i s  w a s  t o  i d e n t i f y  

e s s e n t i a l  g e n e s  i n  a  d e f i n e d  r e g i o n  a r o u n d  u n c - 2 2 .  T h i s  w a s  

a c c o m p l i s h e d  b y  i s o l a t i n g  l e t h a l  m u t a t i o n s  l i n k e d  t o  u n c - 2 2 ,  

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

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

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

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



o f  g e n e s  i n  t h i s  s m a l l ,  d e f i n e d  i n t e r v a l  o f  L n k a g e  G r o u p  IY (LG - - 
I V ) .  T h e  o n l y  o t h e r  s m a l l  g e n o m i c  r e g i o n  i n  C .  e l e g a n s  t h a t  h a s  - - 
b e e n  c h a r a c t e r i z e d  i n  t h i s  m a n n e r  i s  t h e  u n c - 1 5  I r e g i o n  ( R o s e  - 

a n d  B a i l l i e  1 9 8 0 ) .  

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

t h e  e x i s t i n g  f i n e - s t r u c t u r e  map o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  ( M o e r m a n  a n d  

B a i l l i e  1 9 7 9 ;  Moerman 1 9 8 0 )  i n  o r d e r  t o  d e f i n e  i t s  s t r u c t u r a l  

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

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

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

u n c - 2 2  f i n e - s t r u c t u r e  map. 



B. MATERIALS A N D  METHODS 

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

H o r v i t z  -- e t  a l .  ( 1 9 7 9 ) .  

I. N e m a t o d e  s t r a i n s  a n d  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  - 

T-he w i l d - t y p e  ( N 2 )  s t r a i n  a n d  s t r a i n s  c a r r y i n g  
, 

/' 
/ d p y - 1 8 ( e 3 6 4 ) I I I ,  u n c - 5 ( e 1 5 2 ) I V ,  u n c - 4 3 ( e 2 6 6 ) I V ,  u n c - 3 1  ( e l 6 9 ) I V ,  
\.. 

u n c - 3 0 ( e 3 1 8 ) I V ,  dpy-4(ell66)IV,(unc-46(e177)V a n d  d p y - l l ( e 2 2 4 ) V  
'\ ._ 

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

( M a u p a s ,  1 9 0 0 )  D o u g h e r t y ,  1 9 5 3 ,  v a r . - B r i s t o l  , s t o c k  c o l l e c t i o n  

a t  t h e  M e d i c a l  R e s e a r c h  C o u n c i l  , C a m b r i d g e ,  E n g l a n d .  T h e  

d p y - 2 0 ( e 1 2 8 2 ) 1 ~  a n d  u n c - 5 ( e 1 5 2 ) I V / n T l ;  d p y - 1 1  ( e 2 2 4 ) V l n T l  s t r a i n s  

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  C a e n o r h a b d i t i s  G e n e t i c s  C e n t e r  a t  t h e  

U n i v e r s i t y  o f  M i s s o u r i ,  C o l u m b i a .  T h e  f o l l o w i n g  m u t a t i o n s  a n d  

d e f i c i e n c i e s  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  w e r e  i s o l a t e d  a t  S i m o n  F r a s e r  

U n i v e r s i t y :  c, fi, - s 1 2 ,  - s 1 8 ,  a n d  - s 3 2  ( M o e r m a n  a n d  B a i l l i e  

: 1 9 7 9 ) ,  835, 8 3 6 ,  s D f 2 ,  s D f 7 ,  s D f 8 ,  s D f 9 ,  s D f l O  a n d  s D f l 9  ----- 

( M o e r m a n  a n d  B a i l l i e  1 9 8 1 ) ,  a n d  s 6 9 9  a n d  s 7 0 0  (R .  R o s e n b l u t h ,  

u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .  A l l  o f  t h e  u n c - 2 2  m u t a t i o n s  a n d  

d e f i c i e n c i e s  h a v e  a  r e c e s s i v e  U n c - 2 2  ( t w i t c h e r )  p h e n o t y p e  e x c e p t  

s D f l 9 ,  w h i c h  h a s  a  d o m i n a n t  t w i t c h e r  p h e n o t y p e .  -The 

d e f i c i e n c i e s ,  i n c l u d i n g  s D f l 9 ,  a r e  r e c e s s i v e  l e t h a l s .  A g e n e t i c  



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

h e t e r o z y g o u s  s t r a i n s  o f  t h e  g e n o t y p e s  l e t - a  ( s x ) u n c - 2 2 ( s 7 ) / + +  a n d  

s D f y / + ,  r e s p e c t i v e l y .  I n  t h e  c a s e  o f  s D f l 9 ,  t h e  h e t e r o z y g o u s  

s t r a i n  w a s  m a i n t a i n e d  b y  s e l e c t i n g  Unc-22  ( t w i t c h e r )  p r o g e n y  

each - g e n e r a t i o n .  I w a s  a b l e  t o  m a i n t a i n  t h e  o t h e r  s t r a i n s  

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

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

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

i n  a 1% n i c o t i n e  s o l u t i o n  ( n i c o t i n e  a l k a l o i d ,  S i g m a ) .  T h e  

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

h o m o z y g o u s  w i l d - t y p e s  d o  n o t  (Moerman  a n d  B a i l l i e  1 9 7 9 ,  1 9 8 1 ) .  

N e m a t o d e s  w e r e  c u l t u r e d  o n  N e m a t o d e  G r o w t h  M e d i a  (NGM) s t r e a k e d  

w i t h  E. c o l i  0 P 5 0  a s  d e s c r i b e d  b y  B r e n n e r  ( 1 9 7 4 ) .  -- 

11. I s o l a t i o n  - o f  u n c - 2 2 - 1  i n k e d  l e t h a l  a n d  s t e r i l e  m u t a t  i o n s  

T w e n t y - s i x  o f  t h e  u n c - 2 2 - l i n k e d  l e t h a l  a n d  s t e r i l e  

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

Moerman a s  d e s c r i b e d  i n  Moerman ( 1 9 8 0 )  a n d  R o g a l s k i  -- e t  a l .  

( 1 9 8 2 ) .  T h e  r e m a i n i n g  26 m u t a t i o n s  w e r e  i s o l a t e d  i n  t h i s  s t u d y  

u s i n g  a  s i m i l a r  p r o t o c o l .  H o m o z y g o u s  u n c - 2 2 ( s 7 )  h e r m a p h r o d i t e s  

w e r e  t r e a t e d  w i t h  0 .025M e t h y l  m e t h a n e s u l  f o n a t e  (EMS) ( B r e n n e r  

1 9 7 4 )  a n d  t h e n  m a t e d  t o  w i l d - t y p e  m a l e s .  Y o u n g ,  a d u l t  F 1  

h e t e r o z y g o u s  h e r m a p h r o d i t e s  w e r e  p l a c e d  o n  35mm P e t r i  p l a t e s  

( o n e  p e r  p l a t e )  a t  2 0 • ‹ c  f o r  24  h r  a n d  t h e n  r e m o v e d .  T h e  F 2  

p r o g e n y  o n  e a c h  p l a t e  w a s  s c r e e n e d  f o r  f e r t i l e  a d u l t  U n c - 2 2  



( t w i t c h e r )  w o r m s .  F e r t i l i t y  w a s  e s t a b l i s h e d  b y  o b s e r v i n g  , 

i n t e r n a l  e g g s .  - C .  e l e g a n s  i s  t r a n s p a r e n t ,  t h e r e f o r e ,  f e r t i l i z e d  

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

m i c r o s c o p e .  A l e t h a l  m u t a t i o n  o n  t h e  u n c - 2 2 ( s 7 )  m a r k e d  
- 

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

a  p u t a t i v e  l e t h a l  s t r a i n  w a s ' e s t a b l i s h e d  b y  s e l e c t i n g  F 2  

h e t e r o z y g o t e s  f r o m  t h e  same p l a t e  ( u s i n g  n i c o t i n e :  s e e  a b o v e ) .  - . A 

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

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

p u t a t i v e  l e t h a l  s t r a i n s  w e r e  r e t e s t ed .  a t  20* c a n d  -con•’ i r m e d  

l e t h a l s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  1 5 O ~ .  

111. R e - i s o l a t  i o n  - o f  g a m m a - r a y  i n d u c e d  u n c - 2 2  m u t a t  i o n s  - 

T h e  s 6 9 9  a n d  s 7 0 0  a l l e l e s  o f  u n c - 2 2  w e r e  i n d u c e d  w i t h  1 5 0 0  

R a d s  gamma r a d i a t i o n  i n  a  d p y - 1 8 ( e 3 6 4 ) I I I / e T 1 ;  u n c - 4 6 ( e 1 7 7 ) V / e T l  

s t r a i n  ( R e  R o s e n b l u t h ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .    he s 6 9 9  

m u t a t i o n  w a s  r e - i s o l a t e d  f r o m  t h e  d p y - 1 8 ( e 3 6 4 ) ,  u n c - 4 6 ( e 1 7 7 )  a n d  

e T l ( I I 1 ; V )  m u t a t i o n s  b y  t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e .  1 )  T h e  s 6 9 9 I V ;  

d p y - 1 8 I I I / e T 1 ;  u n c - 4 6 V / e T 1  h e r m a p h r o d i t e s  w e r e  m a t e d  t o  d p y - 1 8 / +  
-- -7 . 

m a l e s  a n d  Dpy p r o g e n y  w e r e  p i c k e d .  2 )  T h e s e  Dpy h e r m a p h r o d i t e s  
* 

( d p y - 1 8 ;  s 6 9 9 / + ;  u n c - 4 6 / + )  w e r e  a l l o w e d  t o  s e l f  c r o s s  a n d  Dpy 

Unc-22  p r o g e n y  w e r e  p i c k e d .  3 )  The,  Dpy U n c - 2 2  h e r m a p h r o d i t e s  

( d p y - 1 8 ;  s 6 9 9 ;  u n c - 4 6 / +  o r  - +/+ ) w e r b  t h e n  m a t e d  t o  w i l d - t y p e  

m a l e s .  T h e  F 1  h e t e r o z y g o t e s  w e r e  p i c k e d  a n d  t h e i r  p r o g e n y  w e r e  

s c r e e n e d  f o r  Unc-22  i n d i v i d u a l s .  4 )  T h e  Unc-22  h e r m a p h r o d i t e s  



( d p y - 1 8 / +  o r  +/+; s 6 9 9 ;  u n c - 4 6 / +  o r  +I+) w e r e  a l l o w e d  t o  s q l f  - 
c r o s s  a n d  a  s t r a i n  was  e s t a b l i s h e d  f r o m  a n  i n d i v i d u a l  w h i c h  

s e g r e g a t e d  o n l y  Unc-22  p r o g e n y .  5 )  To e n s u r e  t h a t  t h e  new s t r a i n  

d i d  n o t  c a r r y  t h e  u n c - 4 6  m u t a t i o n ,  h e r m a p h r o d i t e s  w e r e  m a t e d  t o  

u n c - 4 6 / +  m a l e s .  No Unc-46  o u t c r o s s  p r o g e n y  w e r e  o b s e r v e d .  

The s 7 0 0  m u t a t i o n  was  r e - i s o l a t e d  i n  t h e  same m a n n e r  e x c e p t  

t h a t  when t h e  o r i g i n a l  s t r a i n  was  m a t e d  t o  d p y - 1 8 / +  m a l e s  no  F1  

Dpy p r o g e n y  w e r e  o b s e r v e d .  I n s t e a d ,  t h e  F2  p r o g e n y  w e r e  s c r e e n e d  

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

same m a n n e r  a s  t h e  F1  Dpy p r o g e n y  d e s c r i b e d  a b o v e .  

I V .  C o n s t r u c t i o n  o f  s t r a i n s  - 

The d o u b l e  m u t a n t  s t r a i n s  u s e d  i n  t h i s  t h e s i s  h a v e  t h e  

f o l l o w i n g  g e n o t y p e s :  unc-5(e152)dpy-4(ell66)IV, 

unc-5(e152)unc-22(sl8)IV, dpy-20(el282)unc-22(~7)IV, 

unc-43(e266)unc-22(s18)IV, u n c - 2 2 ( s 7 ) u n c - 3 1  ( e  l 6 9 ) I V ,  a n d  

u n c - 2 2 ( ~ 1 2 ) u n c - 3 0 ( e  3 1 8 )  I V .  The u n c - 4 3 u n c - 2 2  s t r a i n  was  

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

H e r m a p h r o d i t e s  h o m o z y g o u s  f o r  u n c - 4 3  w e r e  m a t e d  t o  u n c - 2 2 / +  

m a l e s .  F 1  h e r m a p h r o d i t e s  w i t h  t h e  g e n o t y p e  u n c - 4 3  +/+ u n c - 2 2  

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

Unc-43  h e r m a p h r o d i t e s  t h a t  t w i t c h e d  i n  n i c o t i n e  ( u n c - 4 3  - + 

/ u n c - 4 3 u n c - 2 2  ). T h e s e  i n d i v i d u a l s  s e g r e g a t e d  h o m o z y g o u s  

u n c - 4 3 u n c - 2 2  p r o g e n y  w h i c h  were  p i c k e d  t o  e s t a b l i s h  a  s t r a i n .  

The u n c - 5 u n c - 2 2  a n d  d p y - 2 0 u n c - 2 2  s t r a i n s  w e r e  a 1  s o  c o n s t r u c t e d  



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

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

c o l l e c t i o n  a n d  h a d  b e e n  c o n s t r u c t e d  b y  Moerman  ( 1 9 8 0 ) .  

T h r e e  s t r a i n s  o f  t h e  g e n o t y p e  

unc-5(e152)unc-22(sx)dpy-4(e1166)IV , c a r r y i n g  t h e  s 8 ,  s 1 2  a n d  - - 
s 1 8  a l l e l e s  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e ,  w e r e  u s e d  i n  t h e  f i n e - s t r u c t u r e  - 
m a p p i n g  e x p e r i m e n t s .  T h e s e  s t r a i n s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D .  Moerman 

a n d  t h e i r  c o n s t r u c t i o n  i s  d e s c r i b e d  i n  Moerman  a n d  B a i l l i e  

( 1 9 7 9 ) .  

An s D f l 9 I V / + ;  d p y - l l ( e 2 2 4 ) V  s t r a i n  w a s  c o n s t r u c t e d  b y  

m a t i n g  s D f l 9 / +  h e r m a p h r o d i t e s  w i t h  d p y - l l / +  m a l e s  a n d  s e l e c t i n g  

F 1  U n c - 2 2  p r o g e n y .  T h e  U n c - 2 2  p r o g e n y  f r o m  t h i s  c r o s s  w i l l  b e  

e i t h e r  s D f l 9 / + ;  d p y - l l / +  o r  s D f l 9 / + ; - + / +  b e c a u s e  o f  t h e  d o m i n a n t  

p h e n o t y p e  o f  s D f l 9  ( s e e  a b o v e  ). Dpy-11  U n c - 2 2  h e r m a p h r o d i t e s  

w e r e  s e l e c t e d  f r o m  t h e  F 2  g e n e r a t i o n  a n d  a  s t r a i n  w a s  m a i n t a i n e d  

b y  s e l e c t i n g  Dpy Unc-22  h e r m a p h r o d i t e s  e v e r y  g e n e r a t i o n .  

V .  P o s i t i o n i n g  m u t a t i o n s  b y  r e c o m b i n a t i o n  m a p p i n g  - - 

L e t h a l  m u t a t i o n s  w e r e  p o s i t i o n e d  r e l a t i v e  t o  u n c - 2 2  b y  t h e  

f o l l o w i n g  p r o t o c o l .  T h e  p r o g e n y  o f  u n c - 5 ( e 1 5 2 )  - + - + 

d p y - 4 ( e 1 1 6 6 ) / +  u n c - 2 2 ( ~ 7 ) l e t - a ( s x )  - + h e r m a p h r o d i t e s  w e r e  

s c r e e n e d  f o r  Unc-22  r e c o m b i n a n t s  ( e i t h e r  u n c - 5 u n c - 2 2 / +  u n c - 2 2  o r  

u n c - 2 2 d p y - 4 / u n c - 2 2  - +) a n d  t h e s e  w e r e  p r o g e n y  t e s t e d .  I f  t h e  

Unc-22  r e c o m b i n a n t s  s e g r e g a t e d  U n c - 2 2  Dpy-4 p r o g e n y  t h e n  t h e  

l e t h a l  m u t a t i o n  m u s t  b e  t o  t h e  r i g h t  o f  u n c - 2 2 ,  w h e r e a s  i f  t h e  



Unc-22 r e c o m b i n a n t s  s e g r e g a t e d  Unc-5 Unc-22  p r o g e n y  t h e  l e t h a l  

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

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

The p r o g e n y  o f  unc -x  u n c - 2 2  +/  + + d p y - 4  h e r m a p h r o d i t e s  w e r e  - - -  
s c r e e n e d  f o r  b o t h  Unc-22  and  Unc-x r e c o m b i n a n t s  w h i c h  w e r e  

p r o g e n y  t e s t e d .  I f  t h e  Unc-22  r e c o m b i n a n t s  s e g r e g a t e d  Dpy-4 

Unc-22 p r o g e n y  t h e n  u n c - x  m u s t  b e  t o  t h e  r i g h t  o f  u n c - 2 2 .  

C o n v e r s e l y ,  i f  t h e  Unc-x r e c o m b i n a n t s  s e g r e g a t e d  Dpy Unc-x 

p r o g e n y  t h e n  u n c - x  m u s t  b e  t o  t h e  l e f t  o f  u n c - 2 2 .  

The map d i s t a n c e  f r o m  u n c - 2 2  t o  a  l e t h a l  s i t e  was  - - -  

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

u n c - 2 2  a n d  t h e  l e t h a l .  M a p p i n g  was  d o n e  a t  2 0 ' ~  a n d  a l l  o f  t h e  

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

and  B a i l l i e  ( 1 9 7 9 ) .  T e n ,  2 0  o r  30  l a t e  l a r v a l  h e r m a p h r o d i t e s  

( l e t - a  ( s x ) u n c - 2 2 ( s 7 )  /++) w e r e  p l a c e d  o n  s m a l l  (35mm) o r  

medium(60mm) P e t r i  p l a t e s ,  o n e  p e r  p l a t e ,  a n d  t r a n s f e r r e d  e v e r y  

6-18  h r .  The  F 1  p h e n o t y p e s  w e r e  s c o r e d  and  t h e  r e c o m b i n a t i o n  

f r e q u e n c y  was  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  f o r m u l a  p  = 1  -,/I - [ 3 U / ( U  + 
- 
W)] w h e r e  p  = r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y ,  U = number  o f  Unc-22 

p r o g e n y  a n d  W = n u m b e r  o f  p h e n o t y p i c a l l y  w i l d - t y p e  p r o g e n y .  The 

d e r i v a t i o n  o f  t h i s  m a p p i n g  e q u a t i o n  i s  d e s c r i b e d  i n  A p p e n d i x  2.  

I n  a  s i m i l a r  m a n n e r ,  t h e  r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  f r o m  -- 

-. u n c - 2 2  t o  s e v e r a l  o f  t h e  n o n e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h e  r e g i o n  was  

d e t e r m i n e d  b y  p l a c i n g  1 0  o r  20  u n c - 2 2 u n c - x / + +  l a t e  l a r v a l  

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

e v e r y  6-18  h r .  The  F 1  p r o g e n y  w e r e  s c o r e d  a n d  t h e  r e c o m b i n a t i o n  



f r e q u e n c y  w a s  c a l c u l a t e d .  

V I .  P o s i t i o n i n g  m u t a t i o n s  by  d e f i c i e n c y  m a p p i n g  - - 

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

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

l e t - a  ( s x l u n c - 2 2 ( s 7 ) / + + ,  t o  h e r m a p h r o d i t e s  c a r r y i n g  t h e  

d e f i c i e n c y ,  s D f y / + .  The  p r o g e n y  o f  t h i s  c r o s s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  

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

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

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

p l a t e  a n d  e x a m i n e d  f o r  f e r t i l i t y .  I f  n o  f e r t i l e ,  a d u l t  

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

t o  b e  i n c l u d e d  i n  t h e  d e f i c i e n c y .  

C o m p l e m e n t a t i o n  t e s t s  b e t w e e n  v i s i b l e  m u t a t i o n s  a n d  

d e f i c i e n c i e s  w e r e  d o n e  by  c r o s s i n g  s D f x / +  h e r m a p h r o d i t e s  t o  t h e  

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

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

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

C o m p l e m e n t a t i o n  t e s t s  b e t w e e n  t h e  l e t h a l  m u t a t i o n s  and  t h e  

s D f l 9  d e f i c i e n c y  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  a  d i f f e r e n t  p r o c e d u r e  

b e c a u s e  o f  t h e  d o m i n a n t  t w i t c h e r  p h e n o t y p e  o f  t h e  s D f l 9  

m u t a t i o n .  H e r m a p h r o d i t e s  w i t h  t h e  g e n o t y p e ,  s D f l 9 I V / + ;  

d p y - 1 1  ( e 2 2 4 ) V ,  w e r e  m a t e d  t o  l e t  -a ( s x ) u n c - 2 2 ( s 7 ) / + +  m a l e s  a n d  

t h e  o u t c r o s s e d  Unc-22  h e r m a p h r o d i t e s  ( e i t h e r  s D f l 9 / + ;  d p y - l l / +  

o r  s D f l 9 1 l e t - a u n c - 2 2 ;  d p y - l l / + )  w e r e  p i c k e d  a n d  p r o g e n y  t e s t e d .  



I f  n o n e  o f  t h e  F1  h e r m a p h r o d i t e s  f r o m  a  p a r t i c u l a r  c r o s s  c a r r i e d  

t h e  l e t - a u n c - 2 2  c h r o m o s o m e  t h e n  t h e  l e t h a l  m u t a t i o n  was  

c o n s i d e r e d  t o  be  i n c l u d e d  i n  t h e  d e f i c i e n c y .  

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

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

f r o m  t h a t  u s e d  b y  B r e n n e r  ( 1 9 7 4 )  f o r  v i s i b l e  m u t a t i o n s .  M a l e s  o f  

a  l e . t h a l  s t r a i n  ( l e t - a  ( s x ) u n c - 2 2 ( s 7 ) / + + )  w e r e  c r o s s e d  w i t h  

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

(unc-22(s7)let-b(sy)/++). The p r o g e n y  o f  t h i s  c r o s s  w e r e  

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

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

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

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

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

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

same g e n e .  

V I I I .  C h a r a c t e r i z a t i o n  unc -22 -1  i n k e d  l e t h a l  m u t a t i o n s  

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

t h e i r  e f f e c t i v e  l e t h a l  p h a s e s  ( i . e .  t h e  s t a g e  a t  w h i c h  a  

m u t a t i o n  b l o c k s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  l e t - a ( s x ) u n c - 2 2 ( s 7 )  

h o m o z y g o t e ) .  The e f f e c t i v e  l e t h a l  p h a s e s  o f  t h e  - s 4 1  t o  - -  s 4 7 ,  s 4 9  

t o  s 5 2 ,  s 5 9 ,  s 6 3 ,  s 6 5 ,  s 1 6 6 ,  s 1 6 8  t o  s 1 7 6 ,  s 2 1 2  t o  s 2 1 6  a n d  s 2 5 4  - - - - - -  p- 



m u t a t i o n s  were d e t e r m i n e d  b y  D.  Moerman a s  d e s c r i b e d  i n  Moerman 

( 1 9 8 0 )  a n d  R o g a l s k i  -- e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) .  T h e  r e m a i n i n g  27 l e t h a l  

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

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

s t o c k  p l a t e ,  p l a c e d  o n  a n o t h e r  p l a t e  f o r  1 t o  3 d a y s  a n d  t h e n  

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

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

w i t h  a n  o c u l a r  m i c r o m e t e r  a t  50X m a g n i f i c a t i o n .  T h e  f i n a l  

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

t h e y  w e r e  e m b r y o n i c ,  e a r l y ,  mid o r  l a t e  l a r v a l  l e t h a l s .  T h e  

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

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

d e v e l o p m e n t  w a s  m a d e .  

T h e  d e f i c i e n c i e s  s D f 2 ,  s D f 7 ,  s D f 8 ,  s D f 9  a n d  s D f l O  w e r e  ---- 

c h a r a c t e r i z e d  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r .  S e v e r a l  s D f x / +  h e r m a p h r o d i t e s  

w e r e  p l a c e d  o n  a  p l a t e ,  a l l o w e d  t o  l a y  e g g s  f o r  a p p r o x i m a t e l y  2  

h r  a n d  t h e n  r e m o v e d .  T h e  p l a t e s  w e r e  s c r e e n e d  a f t e r  24  a n d  4 8  h r  

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

I X .  M a p p i n g  a l l e l e s  w i t h i n  t h e  u n c - 2 2  g e n e  

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

u n c - 2 2  g e n e  w a s  m o d i f i e d  f r o m  t h a t  o f  Moerman  a n d  B a i l l i e  

( 1 9 7 9 ) .  T h i r t y  t o  1 0 0  y o u n g  a d u l t  h e r m a p h r o d i t e s  o f  t h e  g e n o t y p e  

u n c - 5 ( e  1 5 2 ) u n c - 2 2 ( s x ) d p y - 4 ( e  1 1 6 6 )  / +  u n c - 2 2 ( s y )  - + w e r e  p l a c e d  o n  

l a r g e  (100mm) p e t r i  p l a t e s  a n d  t r a n s f e r r e d  e v e r y  6  t o  1 2  h r  



u n t i l  t h e r e  w e r e  a p p r o x i m a t e l y  2 0 0  p l a t e s .  T h e  p l a t e s  w e r e ,  

i n c u b a t e d  a t  1 5  OC t o  2@ c u n t i l  t h e  F 2  g e n e r a t i o n  w a s  m a t u r e  ( 6  

d a y s  a t  2 0  C)  a n d  t h e n  w e r e  s c r e e n e d  f o r  i n d i v i d u a l s  t h a t  d i d  

n o t  t w i t c h  ( e i t h e r  w i l d - t y p e ,  D p y ,  Dpy Unc-5  o r  U n c - 5 ) .  A l l  

n o n U n c - 2 2  r e c o m b i n a n t s  w e r e  p i c k e d  a n d  c o n f i r m e d  a s  s u c h  b y  

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

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

f l a n k i n g  m a r k e r s ,  u n c - 5  a n d  d p y - 4 ,  t h e  r e l a t i v e  p o s i t i o n s  o f  t h e  

t w o  u n c - 2 2  a l l e l e s  b e i n g  m a p p e d  c o u l d  b e  d e t e r m i n e d .  I f  - s y  i s  t o  

t h e  l e f t  o f  - s x  t h e n  t h e  r e c o m b i n a n t  u n c - 2 2 +  c h r o m o s o m e  w i l l  

c a r r y  t h e  u n c - 5  m a r k e r  a n d  r e c o m b i n a n t  i n d i v i d u a l s  w i l l  b e  

p h e n o t y p i c a l l y  w i l d - t y p e  ( u n c - 5  - + - +/+ -- s y  - +) o r  Unc-5 ( u n c - 5  - + 

+/uric-5 - s x  d p y - 4 ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  i f - s y  - i s - t o  t h e  r i g h t  -of - s x  

t h e n  t h e  d p y - 4  m a r k e r  w i l l  b e  c a r r i e d  o n  t h e  r e c o m b i n a n t  

c h r o m o s o m e  a n d  t h e  n o n U n c - 2 2  r e c o m b i n a n t s  w i l l  b e  e i t h e r  

w i l d - t y p e  (+ - - + d p y - 4 /  - - -  + s y  +) o r  Dpy-4 (+ + d p y - 4 / u n c - 5  - s x  

T h e  map d i s t a n c e  b e t w e e n  t w o  u n c - 2 2  a l l e l e s  w a s  c a l c u l a t e d  

u s i n g  . -  t h e  - f o r m u l a  d  = 2 ( W ) x 1 0 0 / T  f r o m  Moerman a n d  B a i l l i e  ( 1 9 7 9 )  

w h e r e  d  = map d i s t a n c e ;  W = n o n U n c - 2 2  r e c o m b i n a n t s  a n d  T  = t o t a l  

F 2  p r o g e n y .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  F 2  p r o g e n y  w a s  e s t i m a t e d  i n  t h e  

f o l l o w i n g  m a n n e r .  F i r s t ,  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  F 1  i n d i v i d u a l s  w a s  

e s t i m a t e d  b y  c o u n t i n g  a l l  o f  t h e  F 1  p r o g e n y  o n  a  s a m p l e  ( 2 0 % )  o f  

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

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

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



a n  u n c - 5 u n c - 2 2 ( s x ) d p y - 4 / +  u n c - 2 2 ( s y )  - + h e t e r o z y g o t e  was  a 

d e t e r m i n e d  by  c o m p l e t e l y  s c o r i n g  a l l  o f  t h e  p r o g e n y  o f  1 0  s u c h  

h e r m a p h r o d i t e s .  H o w e v e r ,  n o t  a l l  o f  t h e  p r o g e n y  o f  a n  F1  

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

o c c u r s  a t  l o w  m a g n i f i c a t i o n s  (6X and  12X) a n d  o n l y  r e c o m b i n a n t  

i n d i v i d u a l s  w h i c h  w e r e  a t  t h e  L 3  o r  l a t e r  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  

wou ld  be  o b s e r v e d .  A p p r o x i m a t e l y  o n e - h a l f  o f  t h e  F2 p r o g e n y  

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

p l a t e s  w e r e  s c r e e n e d .  T h e r e f o r e ,  t h e  t o t a l  number  o f  F2  p r o g e n y  

t h a t  w e r e  s c r e e n e d  was  e s t i m a t e d  a s  t h e  number  o f  F l  

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

h e t e r o z y g o u s  h e r m a p h r o d i t e .  

The sDf l 9 / u n c - 5 ( e  152)unc-22(sx)dpy-4(ell66) s t r a i n s -  u s e d  

f o r  i n t r a - g e n i c  m a p p i n g  o f  t h e  d o m i n a n t  u n c - 2 2  m u t a t i o n ,  s D f l 9 ,  

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

u n c - 5 u n c - 2 2 d p y - 4 / + + +  w e r e  m a t e d  t o  sDf  l 9 / +  h e r m a p h r o d i t e s  a n d  F1  

t w i t c h e r s  ( e i t h e r  s D f l 9 / + + +  o r  s D f l 9 / u n c - 5 u n c - 2 2 d p y - 4 )  w e r e  

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

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

by p i c k i n g  Unc-22  h e r m a p h r o d i t e s  f r o m  p l a t e s  c o n t a i n i n g  

u n c - 5 u n c - 2 2 d p y - 4  h o m o z y g o t e s .  

The  p r o c e d u r e  f o r  m a p p i n g  t h e  b r e a k p o i n t  o f  s D f l 9  i n s i d e  

t h e  u n c - 2 2  g e n e  w a s  i d e n t i c a l  t o  t h a t  d e s c r i b e d  a b o v e .  F i f t y  

u n c - 5 u n c - 2 2 ( s x ) d p y - 4 / +  sDf  1 9  - + h e r m a p h r o d i t e s  w e r e  p l a c e d  o n  

l a r g e  p l a t e s ,  t r a n s f e r r e d  a t  1 2  h r  i n t e r v a l s  u n t i l  t h e r e  w e r e  

2 0 0  p l a t e s  a n d  t h e  F2  g e n e r a t i o n  was  s c r e e n e d  f o r  nonUnc-22  



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

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

a b o v e  e x c e p t  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  n o n U n c - 2 2  r e c o m b i n a n t s  w a s  

m u l t i p l i e d  b y  4 s i n c e  h a l f  o f  t h e  r e c o m b i n a n t s  w o u l d  n o t  b e  

o b s e r v e d  d u e  t o  t h e  d o m i n a n t  t w i t c h e r  p h e n o t y p e  o f  t h e  s D f l 9 / +  

h e t e r o z y g o t e .  

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

A l e t - 7 1  ( s 6 9 2 ) u n c - 2 2 ( ~ 7 )  I V / n T l  s t r a i n  w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  

t h e  f o l l o w i n g  p r o t o c o l .  L e t h a l  - b e a r i n g  m a l e s ,  l e t - 7 1 u n c - 2 2 / + + ,  

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

u n c - ! j ( e 1 5 2 ) I V / n ~ l ;  d p y - l l ( e 2 2 4 ) V / n T l ,  F 1  h e r m a p h r o d i t e s  t h a t  

t w i t c h e d  i n  n i c o t i n e  ( e i t h e r  l e t - 7 1 u n c - 2 2 / n T 1 ;  + / n T 1  o r  - + 

l e t  - 7 1 u n c - 2 2 / u n c - 5  - + - +; d p y - 1  l / + )  w e r e  p i c k e d  a n d  t h e i r  g e n o t y p e  

w a s  c o n f i r m e d  b y  p r o g e n y  t e s t i n g .  A l e t - 7 1 u n c - 2 2 / n T 1 ;  + / n T 1  

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

f r o m  p l a t e s  w h i c h  d i d  n o t  c o n t a i n  D p y ,  Unc-5  o r  Dpy Unc-5  worms .  

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

h e r m a p h r o d i t e s .  

X I .  C o n s t r u c t i o n  o f  s t r a i n s  f o r  D N A  h y b r i d i z a t i o n  - - -- 

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

w e r e  u s e d  b y  o t h e r  r e s e a r c h e r s  t o  p o s i t i o n  c l o n e d  - C .  e l e g a n s  D N A  

f r a g m e n t s  o n  -- LG I V  ( R o s e  -- e t  a l .  1 9 8 2 ;  T . S n u t c h ,  p e r s o n a l  



c o m m u n i c a t i o n ;  D . B a i l 1  i e  a n d  K . B e c k e n b a c h ,  p e r s o n a l  

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

H e t e r o z y g o u s  u n c - 2 2 ( s 1 8 ) / +  m a l e s  o f  t h e  B r i s t o l  ( N 2 )  v a r i e t y  o f  

C.  e l e g a n s  w e r e  c r o s s e d  t o  B e r g e r a c  (BO) v a r i e t y  h e r m a p h r o d i t e s  - 
a n d  F 1  h e r m a p h r o d i t e s  o f  t h e  g e n o t y p e  u n c - 2 2 / +  w e r e  s e l e c t e d  

u s i n g  n i c o t i n e .  T h e  U n c - 2 2  p r o g e n y  p r o d u c e d  b y  t h e s e  

h e t e r o z y g o t e s  w i l l  b e  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  N2 f o u r t h  c h r o m o s o m e  

(N2 - I V )  b u t  w i l l  v a r y  a s  t o  w h e t h e r  t h e y  a r e  h o m o z y g o u s  N 2 ,  

h e t e r o z y g o u s  N2/BO o r  h o m o z y g o u s  B O  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  o t h e r  

f i v e  c h r o m o s o m e s .  F o u r  h u n d r e d  F 2  Unc-22  p r o g e n y  w e r e  s e l e c t e d  

t o  e s t a b l i s h  a  s t r a i n  t h a t  w a s  h o m o z y g o u s  f o r  N2 - I V  a n d  

h e t e r o z y g o u s  N2/BO f o r  t h e  o t h e r  c h r o m o s o m e s .  

T h e  s e c o n d  s t r a i n ,  w h i c h - w a s  h o m o z y g o u s  f o r  t h e  B O  - f o u r t h  

c h r o m o s o m e  (BO - I V ) ,  w a s  e s t a b l i s h e d  a t  t h e  same t i m e .  I n  t h i s  

c a s e ,  t h e  h o m o z y g o u s  B O  - I V  h e r m a p h r o d i t e s  w e r e  s e l e c t e d  i n  t h e  

F 2  g e n e r a t i o n  a s  worms  t h a t  d i d  n o t  t w i t c h  i n  n i c o t i n e .  

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

u n c - 2 2 ( s 7 ) u n c - 3 1  ( e  1 6 9 )  /++ N2 m a l e s  t o  B O  h e r m a p h r o d i t e s  a n d  

s e l e c t i n g  F 1  i n d i v i d u a l s  w i t h  t h e  g e n o t y p e  u n c - 2 2 u n c - 3 1 / t t .  T h e  

F 2  g e n e r a t i o n  w a s  s c r e e n e d  f o r  U n c - 3 1  r e c o m b i n a n t s  (2 

u n c - 3 1  / u n c - 2 2 u n c - 3 1 )  a n d  t h e  h o m o z y g o u s  - + u n c - 3 1  p r o g e n y  o f  

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

+ u n c - 3 1  s t r a i n s  w e r e  e s t a b l i s h e d  f o r  e a c h  o f  t h e  s i x  - 

r e c o m b i n a n t s  t h a t  w e r e  s e l e c t e d .  T h e  - + u n c - 3 1  r e c o m b i n a n t  

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

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



f o u r t h  chromosome t o  t h e  r i g h t  o f  t h i s  p o i n t .  



C .  RESULTS 

I s o l a t i o n  uric -22-1 i n k e d  l e t h a l  a n d  - s t e r i l e  m u t a t i o n s  

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

i n  t h i s  s t u d y .  Of 1 5 4 4  F1  i n d i v i d u a l s  w h o s e  p r o g e n y  w e r e  

e x a m i n e d ,  3 6  w e r e  f o u n d  t o  c a r r y  a  l e t h a l  o r  s t e r i l e  m u t a t i o n  

l i n k e d  t o  u n c - 2 2 ( s 7 ) .  T e n  o f  t h e s e  o r i g i n a l  36  m u t a n t  s t r a i n s  

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

t o  u n c - 2 2 .  L e t h a l  m u t a t i o n s  t h a t  w e r e  l o o s e l y  l i n k e d  t o  t h e  

u n c - 2 2  l o c u s  c o u l d  n o t  b e  e f f e c t i v e l y  m a i n t a i n e d  i n  t h i s  s y s t e m .  

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

d e f i n e d  b y  s D f 2  w a s  a p p r o x i m a t e l y  9 . 7  x  1 0 - 3  . T h e s e  r e s u l t s  a r e  

s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  1 .  





11. I n i t i a l  p o s i t i o n i n g  o f  f o u r  d e f i c i e n c i e s  - -- 

A p r e l i m i n a r y  g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  u n c - 2 2  r e g i o n  o f  

l i n k a g e  g r o u p  - I V  (Moerman  1 9 8 0 )  h a d  i d e n t i f i e d  a n d  p o s i t i o n e d  

e i g h t  e s s e n t i a l  g e n e s :  l e t - 5 1  t o  l e t - 5 6 ,  l e t - 5 9  a n d  l e t - 6 0  a n d  

t w o  d e f i c i e n c i e s ,  s D f l  a n d  s D f 2 ,  i n  t h e  r e g i o n  a r o u n d  t h e  u n c - 2 2  

g e n e .  T h e s e  e i g h t  l e t  - l o c i ,  a s  w e l l  a s  u n c - 3 0  a n d  u n c - 3 1  w e r e  

u s e d  t o  p o s i t i o n  f o u r  a d d i t i o n a l  d e f i c i e n c i e s  ( s D f 7 ,  --- s D f 8 ,  s D f  9 

a n d  s D f l O )  t h a t  d e l e t e  t h e  u n c - 2 2  l o c u s .  T h e s e  l a t t e r  

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

s t u d y  (Moerman  a n d  B a i l l i e ,  1 9 8 1 ) .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  

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

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

s h o w n  i n  F i g u r e  1 .  T h e  r e s u l t s  mean  t h a t  t h e  s D f 2  r e g i o n  c a n  b e  

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

f o u r  d e f i c i e n c i e s .  



Table 2 

Complementation tests between eight essential genes 

and four deficiencies in the unc-22 IV region of 

Caenorhabditis elegans* 

Deficiencies 

Genes Alleles 

*Complementation is indicated by + and noncomplementation 

is indicated by -. 







111. P o s i t i o n i n g  m u t a t i o n s  - by r e c o m b i n a t i o n  m a p p i n g  

The f i r s t  s t e p  i n  m a p p i n g  t h e  l e t h a l  and  s t e r i l e  m u t a t i o n s  

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

u n c - 2 2  - I V .  A f t e r  a  l e t h a l  was  p o s i t i o n e d ,  t h e  map d i s t a n c e  f r o m  

t h e  l e t h a l  s i t e  t o  t h e  u n c - 2 2  g e n e  was  t h e n  d e t e r m i n e d .  

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

( s 4 2 ,  - fi, s 4 9  a n d  - s 5 9 )  o f  t h e  e i g h t  m u t a t i o n s  p r e v i o u s l y  

p o s i t i o n e d  by  Moerman ( 1 9 8 0 )  a n d  o n e  m u t a t i o n ,  s 5 0 4 ,  w h i c h  was  

i s o l a t e d  and  p o s i t i o n e d  by  D .  P i 1  g r i m  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  

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

T a b l e s  3 and  4 .  F o r t y - f o u r  o f  _ t h e  l e t h a l  m u t a t i o n s  mapped t o  t h e  

l e f t  o f  u n c - 2 2  w h e r e a s  o n l y  e i g h t  mapped t o  i t s  r i g h t .  The 

p o s i t i o n  o b t a i n e d  f o r  - s 5 9  i n  t h i s  t h e s i s  d i f f e r s  f r o m  t h a t  

o b t a i n e d  by Moerman ( 1 9 8 0 ) .  l e t - 6 0 ( s 5 9 )  was  i n i t i a l l y  p o s i t i o n e d  

0.5-map u n i t s  t o  t h e  r i g h t  o f  u n c - 2 2 .  H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  i n  

T a b l e  3 p l a c e  - s 5 9  0.2-map u n i t s  t o  t h e  l e f t  o f  u n c - 2 2 .  S e v e r a l  

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

u n c - 2 2  ( T a b l e  5 ;  F i g u r e  1 ) .  



T a b l e  3  

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

u n c - 2 2 - l i n k e d  l e t h a l  a n d  s t e r i l e  m u t a t i o n s  u n c o v e r e d  b y  

t h e  d e f i c i e n c y ,  s D f 2  I V Y  i n  C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s  

M u t a t i o n  P o s i t i o n  r e l a t i v e  P h e n o t y p e s  Map u n i t s  
t o  u n c - 2 2  Unc-22  W i l d  f r o m  u n c - 2 2 *  

r i g h t  3  6 8 2 7  0 . 0 7  ( 0 . 0 1 - 0 . 1 9 )  

l e f t  

l e f t  

l e f t  

l e f t  9  1 4 2 3  0 . 9 4  ( 0 . 4 3 - 1 . 7 9 )  

3 l e f t  2 0 9 7  0 . 2 1  ( 0 ~ 0 4 - 0 . 6 2 )  

l e f t  1 3  2 1 0 8  0 . 9 2  ( 0 . 4 8 - 1 . 5 8 )  

l e f t  

l e f t  

l e f t  

l e f t  

l e f t  

l e f t  

l e f t  

r i g h t  

r i g h t  

l e f t  

l e f t  



T a b l e  3  c o n t ' d  

M u t a t i o n  P o s i t i o n  r e l a t i v e  P h e n o t y p e s  Map u n i t s  
t o  unc -22  Unc-22 W i l d  f r o m  unc-22"  

s 5 0 4  l e f t  

l e f t  

l e f t  

s 6 7 9  l e f t  

r i g h t  

l e f t  

l e f t  

s 6 8 5  l e f t  

l e f t  

s 6 9 2  l e f t  

r i g h t  

s 6 9 4  l e f t  

s 6 9 5  l e f t  

s 6 9 6  r i g h t  

s 6 9 7  l e f t  

s 6  9  8 r i g h t  1  4185  0 . 0 4  ( 0 . 0 0 1 - 0 . 1 6 )  

*Map u n i t s  = lOOp a n d  p  = 1  -\ /I  - [ ~ u / ( u + w ) I  w h e r e  
p  = r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y ,  U = number  o f  Unc-22 

p r o g e n y  a n d  W = n u m b e r  o f  W i l d  p r o g e n y .  

9 5 %  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  a r e  shown i n  t h e  b r a c k e t s  
a n d  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  1 . 9 6  JG o r  
u s i n g  t h e  S t e v e n s  t a b l e .  



T a b l e  4  

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

u n c - 2 2 - l i n k e d  l e t h a l  m u t a t i o n s  o u t s i d e  t h e  r e g i o n  u n c o v e r e d  

b y  t h e  d e f i c i e n c y ,  s D f 2  I V ,  i n  C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s  

M u t a t i o n  P o s i t i o n  r e l a t i v e  P h e n o t y p e s  Map u n i t s  
t o  u n c - 2 2  Unc-22 W i l d  f r o m  u n c - 2 2 *  

s 4 7  l e f t  

l e f t  

s 6 3  l e f t  4  1 1 5 5 2  3 . 9 4  ( 2 . 7 6 - 5 . 1 2 )  

s 1 6 6  l e f t  2  9  1 8 7 1  2 . 3 2  ( 1 . 4 8 - 3 . 1 5 )  

l e f t  

s 2 1 2  l e f t  

l e f t  

l e f t  

s 6 7 3  l e f t  2  2  2 3 0 8  1 . 4 3  ( 0 . 8 3 - 2 . 0 2 )  

l e f t  

l e f t  

s 6 7 6  l e f t  3 3  2 1 4 3  2 . 3 0  ( 1 . 5 2 - 3 . 0 8 )  

s 6 8 2  l e f t  5 5  1 6 8 0  4 . 8 7  ( 3 . 6 2 - 6 . 1 3 )  

l e f t  

s 6 8 6  l e f t  1 3  2 4 6 4  0 . 7 9  ( 0 . 4 2 - 1 . 3 5 )  



T a b l e  4  c o n t ' d  

M u t a t i o n  P o s i t i o n  r e l a t i v e  P h e n o t y p e s  Map u n i t s  
t o  u n c - 2 2  Unc-22  W i l d  f r o m  u n c - 2 2 *  - 

l e f t  

s 6 8 8  l e f t  9  1 6 6 0  0 . 8 1  ( 0 . 3 7 - 1 . 5 4 )  

s 6 9 0  r i g h t  1  1 9 2 8  0 . 0 8  ( 0 . 0 0 2 - 0 . 4 3 )  

s 6 9  1  l e f t  3  3  1 9 7 7  2 . 4 9  ( 1 . 6 5 - 3 . 3 4 )  

*Map u n i t s  = lOOp a n d  p  = 1  -J1-pul(ucwa w h e r e  

p  = r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y ,  U = n u m b e r  o f  Unc-22 

p r o g e n y  a n d  W = n u m b e r  o f  W i l d  p r o g e n y .  

9 5 %  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  a r e  s h o w n  i n  t h e  b r a c k e t s  

a n d  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  1 . 9 6 6  o r  

u s i n g  t h e  S t e v e n s  t a b l e .  
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I V .  P o s i t i o n i n g  m u t a t i o n s  b y  d e f i c i e n c y  m a p p i n g  - 

T h e  5 3  l e t h a l  a n d  s t e r i l e  m u t a t i o n s  t h a t  w e r e  p o s i t i o n e d  b y  

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

N i n e t e e n  o f  t h e s e ,  1 8  o f  w h i c h  map t o  t h e  l e f t  o f  u n c - 2 2 ,  

c o m p l e m e n t e d  s D f 2  a n d ,  t h e r e f o r e ,  l i e  o u t s i d e  i t s  r e g i o n .  T h e  

n u m b e r  o f  e s s e n t i a l  g e n e s  d e f i n e d  b y  t h e s e  1 9  m u t a t i o n s  w a s  n o t  

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

T h e  r e m a i n i n g  3 4  l e t h a l  a n d  s t e r i l e  m u t a t i o n s  f a i l e d  t o  

c o m p l e m e n t  s D f 2 .  T h e  r e s u l t s  o f  c o m p l e m e n t a t i o n  t e s t s  w i t h  t h e  

d e f i c i e n c i e s ,  s D f 7 ,  s D f 8 ,  s D f 9  a n d  s D f l O ,  l o c a l i z e d  t h e s e  3 4  --- -- 

m u t a t  i o n s  i n t o  s i x  s e p a r a t e  z o n e s .  T a b l e  6  - s u m m a r i z e s  t h e  

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

b e t w e e n  l e t h a l s  t h a t  o c c u p i e d  t h e  same z o n e ,  a n d  t h e  2 0  g e n e s  

d e f i n e d  b y  t h e s e  t e s t s  a r e  s h o w n  i n  t h e  f i r s t  c o l u m n  o f  T a b l e  6 .  

F i g u r e  2  s h o w s  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e s e  g e n e s .  S i x t e e n  l e t h a l s  a r e  

i n  z o n e  1 ,  a n d  t h e y  d e f i n e  1 2  l o c i ,  l e t - 6 9 ( s 6 8 4 ) ,  l e t - 7 0 ( s 6 8 9 )  

l e t - 7 3 ( s 6 8 5 ) ,  l e t - 7 4 ( s 6 9 7 )  a n d  l e t - g l ( s 6 7 8 ) .  T h e r e  a r e  f o u r  

l e t h a l s  i n  z o n e  2  t h a t  d e f i n e  t w o  g e n e s ,  l e t - 6 5 ( s 1 7 4 , ~ 2 5 4 , ~ 6 9 4 )  

a n d  l e t - 6 0 ( s 5 9 ) .  T h i s  z o n e  a l s o  c o n t a i n s  t h e  d p y - 2 0  g e n e .  T h e  

t w o  l e t h a l  m u t a t i o n s  i n  z o n e  3 ,  s 5 0 4  a n d  s 6 7 7 ,  a r e  a l l e l e s  o f  

l e t - 9 2 .  S i m i l a r l y ,  t h e  f o u r  m u t a t i o n s  i n  z o n e  4 ,  - - -  s 4 6 ,  s 5 2 ,  s 1 6 8  

a n d  s 1 7 3  a r e  a l l  a l l e l e s  o f  l e t - 5 6 .  T h e  u n c - 2 2  l o c u s  i s  a l s o  i n  
-9 



t h i s  z o n e .  Zone 5  c o n t a i n s  s 4 2 ,  w h i c h  d e f i n e s  t h e  l e t - 5 2  l o c u s ,  - 
w h e r e a s  z o n e  6  h a s  f i v e  m u t a t i o n s  t h a t  d e f i n e  t h r e e  l o c i ,  

l e t - 6 6 ( s 1 7 6 )  , l e t - 6 7 ( s 2 1 4 )  a n d  l e t - 6 8 ( ~ 6 8 0 , ~ 6 9 3 , s 6 9 6 ) .  L e t h a l  

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

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

map t o  t h e  l e f t  o f  u n c - 2 2 ,  a n d  f o u r  map t o  t h e  r i g h t  o f  i t .  The 

l e t h a l ,  s t e r i l e  and  v i s i b l e  m u t a t i o n s  s o  f a r  u n c o v e r e d  by  s D f 2  

r e p r e s e n t  22  l o c i  i n  a  1.5-map u n i t  i n t e r v a l .  

V .  P o s i t i o n i n g  t h e  d e f i c i e n c i e s  - 

A s  w e l l  a s  p o s i t i o n i n g  t h e  l e t h a l  m u t a t i o n s ,  t h e  

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

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

r e s u l t s  i n  T a b l e  6  show t h a t  s D f 7 ,  s D f 8 ,  s D f 9  a n d  s D f l O  a r e  a l l  --- 

s m a l l e r  t h a n  s D f 2  and  h a v e  b o t h  o f  t h e i r  b r e a k p o i n t s  i n  t h e  

r e g i o n  u n c o v e r e d  b y  s D f 2 .  The t w o  s m a l l e s t  d e f i c i e n c i e s ,  s D f 7  

and  s D f 8 ,  a r e  n o t  more  t h a n  0.3-  a n d  0.4-map u n i t s  i n  l e n g t h ,  

r e s p e c t i v e l y  w h e r e a s  s D f 8  e x t e n d s  a p p r o x i m a t e l y  0.4- t o  0.6-map 

u n i t s  a n d  s D f l O  e x t e n d s  a p p r o x i m a t e l y  0 .4-  t o  0 .8  m a p - u n i t s .  

T h e r e  a r e  a t  p r e s e n t  t h r e e  g e n e s ,  l e t - 5 6 ,  unc -22  and  l e t - 5 2 ,  i n  

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



T a b l e  6 

C o m p l e m e n t a t i o n  t e s t s  b e t w e e n  g e n e s  a n d  d e f i c i e n c i e s  

i n  t h e  unc -22  I V  r e g i o n  o f  C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s *  

D e f i c i e n c i e s  

G e n e s  A l l e l e s  sDf 7 sDf 8 s D f 9  sDf 10 Zone  

+ + + + 1  



Table 6 cont'd 

Deficiencies 

Genes Alleles sDf7 sDf8 sDf9 sDf 10 Zone 

*Complementation is indicated by + and noncomplementation 

is indicated by -. 







V I .  E f f e c t i v e  l e t h a l  p h a s e s  

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

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

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

( T a b l e s  7 a n d  8 ;  F i g u r e  3 ) .  s D f 2  h o m o z y g o t e s  a r e  e m b r y o n i c  

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

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

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

i n  t h i s  r e g i o n .  T h e  s t e r i l e  c a t e g o r y  a c c o u n t s  f o r  1 9 %  ( 5  o f  2 6 )  

o f  t h e  l e t h a l s  c h a r a c t e r i z e d  i n  t h i s  s t u d y  a n d  1 5 %  ( 4  o f  2 6 )  o f  

t h e  l e t h a l s  c h a r a c t e r i z e d  b y  Moerman ( 1 9 8 0 1 .  



T a b l e  7  

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

b y  t h e  d e f i c i e n c y ,  s D f 2 ,  i n  C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s  

G e n o t y p e  H e r m a p h r o d i t e  
( a l l  l e t s  c i s  l e n g t h  a t  
w i t h  u n c - 2 2 ( s 7 ) )  a r r e s t  (mm) 

E f f e c t i v e  
l e t h a l  
p h a s e  

e a r l y  l a r v a l  

e a r l y  l a r v a l  

m i d - l a r v a l  

l a t e  l a r v a l  

s 6 8 0  0 . 9  s t e r i l e  

e a r l y  l a r v a l  

s 6 8 4  0 . 6  l a t e  l a r v a l  

1 . 0  s t e r i l e  

s 6 8 9  0 . 5  m i d - l a r v a l  

s 6 9 2  0 . 9  s t e r i l e  

0 . 8  l a t e  l a r v a l  

s t e r i l e  

s 6 9 5  0 . 4  m i d - l a r v a l  

s 6 9 6  1 .1 s t e r i l e  

s 6 9 7  0 . 8  l a t e  l a r v a l  ( l e a k y )  

s 6 9 8  0 . 4  m i d - l a r v a l  



T a b l e  8  

C h a r a c t e r i z a 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  l i e  o u t s i d e  

t h e  r e g i o n  u n c o v e r e d  by t h e  d e f i c i e n c y ,  s D f 2 ,  i n  

C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s  

G e n o t y p e  H e r m a p h r o d i t e  E f f e c t i v e  
( a l l  l e t s  c i s  l e n g t h  a t  l e t h a l  
w i t h  u n c - 2 2 ( s 7 ) )  a r r e s t  (mm) p h a s e  

e a r l y  l a r v a l  

l a t e  l a r v a l  

l a t e  l a r v a l  

s 6 7 6  0 . 3  e a r l y  l a r v a l  

e g g  

e g g  

m i d - l a r v a l  

l a t e  l a r v a l  

s 6 8 8  0 . 5  m i d - l a r v a l  

s 6 9 1  0 . 7  l a t e  l a r v a l  



F i g u r e  3 .  D i s t r i b u t i o n  o f  t h e  E f f e c t i v e  L e t h a l  

P h a s e s  o f  u n c - 2 2  I V - l i n k e d  m u t a t i o n s  i n  

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

l e t - a ( s x ) u n c - 2 2 ( s 7 )  h e r m a p h r o d i t e s - a r e  s h o w n  f o r -  

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

were i s o l a t e d  i n  t h i s  s t u d y .  



1 1 i ns ide  s D f 2  

o u t s i d e  s D f 2  

l a t e  

mid 

s t e r i l e  
adu l t  

Length a t  arrest  (mm) 



V I I .  F i n e - s t r u c t u r e  m a p p i n g  

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

o r d e r  t o  r e f i n e  t h e  p o s i t i o n s  o f  3  p r e v i o u s l y  mapped u n c - 2 2  

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

i n  T a b l e s  9  a n d  1 0  a n d  i n  F i g u r e  4. 

The  EMS-induced  u n c - 2 2  a l l e l e ,  - s 3 2 ,  i s  s u p p r e s s e d  by  t h e  

i n f o r m a t i o n a l  s u p p r e s s o r s  s u p - 5  - I11 ( W a t e r s t o n  a n d  B r e n n e r  1 9 7 8 )  

a n d  sup -7  - X ( W a t e r s t o n  1 9 8 1 )  a n d  i s ,  t h e r e f o r e ,  i n  t h e  

s t r u c t u r a l  e l e m e n t  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  (Moerman 1 9 8 0 ;  D .  Moerman,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  P r i o r  t o  t h i s  a n a l y s i s ,  - s 3 2  had  b e e n  

p o s i t i o n e d  o n l y  r e l a t i v e  t o  - s 8 ,  w h i c h  i s  n e a r  t h e  l e f t  b b u n d a r y  

o f  t h e  f i n e - s t r u c t u r e  map (Moerman 1 9 8 0 ) .  T h i s  s t u d y  h a s  

p o s i t i o n e d  - s 3 2  r e l a t i v e  t o  - s 1 2 ,  t h e  r i g h t  m o s t  a l l e l e  o f  t h e  

u n c - 2 2  g e n e .  S i n c e  n o  r e c o m b i n a t i o n  o c c u r r e d  b e t w e e n  t h e s e  t w o  

a l l e l e s  ( T a b l e  9 )  t h e  s i t e  o f  t h e  - s 3 2  m u t a t i o n  m u s t  b e  v e r y  

c l o s e  t o  t h e  s 1 2  s i t e  ( F i g u r e  4 ) .  

F o u r  f o r m a l d e h y d e  - i n d u c e d  u n c - 2 2  m u t a t  i o n s  had  p r e v i o u s l y  

b e e n  p o s i t i o n e d  w i t h i n  t h e  u n c - 2 2  f i n e - s t r u c t u r e  map b e t w e e n  - s 8  

and  - s 1 2  w h i c h  r e p r e s e n t ,  r e s p e c t i v e l y ,  t h e  l e f t  and  r i g h t  

b o u n d a r i e s  o f  t h e  map (Moerman 1 9 8 0 ) .  I h a v e  mapped two  o f  t h e s e  

m u t a t i o n s ,  - s 3 5  a n d  - s 3 6 ,  a g a i n s t  - s 1 8 ,  a n o t h e r  a l l e l e  o f  t h i s  

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

a l l e l e s  b e i n g  t e s t e d  ( T a b l e  9 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  b o t h  

s 3 5  a n d  s 3 6  map v e r y  c l o s e  t o  s 1 8 .  The  new p o s i t i o n s  o f  t h e s e  - - - 



t w o  m u t a t i o n s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 .  

Two n e w  g a m m a - r a y - i n d u c e d  u n c - 2 2  a l l e l e s  w e r e  p o s i t i o n e d  

w i t h i n  t h e  u n c - 2 2  f i n e - s t r u c t u r e  map r e l a t i v e  t o  t h e  s 8  a n d  s 1 2  - - 

a l l e l e s  ( T a b l e  9 ;  F i g u r e  4 ) .  T h e  s 6 9 9  m u t a t i o n  m a p s  b e t w e e n  s 8  - 
a n d  - s 1 8  a n d  i s  t h e  f i r s t  a l l e l e  t o  b e  f i r m l y  p o s i t i o n e d  i n  t h i s  

r e g i o n .  T h e  s 7 0 0  m u t a t i o n  m a p s  t o  t h e  r i g h t  o f  - s 8 ;  h o w e v e r ,  

s i n c e  t h i s  a l l e l e  f a i l e d  t o  r e c o m b i n e  w i t h  s 1 8 ,  i t  i s  n o t  

p o s i t i o n e d  r e l a t i v e  t o  t h i s  s i t e .  

T h e  s D f l 9  m u t a t i o n  w a s  i s o l a t e d  a s  a  d o m i n a n t  U n c - 2 2  

( t w i t c h e r )  m u t a t i o n  w h i c h  w a s  a l s o  h o m o z y g o u s  l e t h a l  (D. 

M o e r m a n ,  u n p u b l  i s h e d  r e s u l t s  ). T h e  f i n e  - s t r u c t u r e  m a p p i n g  

e x p e r i m e n t s  ( T a b l e  9 )  a n d  c o m p l e m e n t a t i o n  r e s u l t s  ( T a b l e  1 1 )  

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

i n s i d e  t h e  u n c - 2 2  g e n e  a n d  e x t e n d s  i n t o  l e t - 5 6 ,  t h e  a d j a c e n t  

g e n e  t o  t h e  l e f t  o f  u n c - 2 2  o r  a n  i n v e r s i o n  w i t h  i t s  b r e a k p o i n t s  

i n  t h e  t w o  a d j a c e n t  g e n e s ,  u n c - 2 2  a n d  l e t - 5 6 .  T h e  r i g h t  e n d p o i n t  

o f  s D f l 9  w a s  p o s i t i o n e d  i n s i d e  t h e  u n c - 2 2  g e n e  b e t w e e n  - s 8  a n d  

s 1 8 .  S i n c e  s D f l 9  a f f e c t s  o n l y  u n c - 2 2  a n d  l e t - 5 6 ,  w h i c h  a r e  - 

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

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

p h e n o t y p e  o f  s D f l 9  i s  p r e s u m a b l y  d u e  t o  t h e  b r e a k p o i n t  i n s i d e  

t h e  u n c - 2 2  g e n e .  



T a b l e  9  

R e s u l t s  o f  f i n e - s t r u c t u r e  m a p p i n g  e x p e r i m e n t s  b e t w e e n  

a l l e l e s  o f  t h e  u n c - 2 2  I V  g e n e  i n  C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s  

A l l e l e  T o t a l  R e c o m b i n a n t s  Map L e f t  / ~ i g h t  
p a i r s  p r o g e n y /  / t o t a l  F2 d i s t a n c e * "  
t e s t e d *  h e t e r o z y g o t e  P r o g e n y  

*The  m u t a t i o n  a t  t h e  l e f t  was  i n  t h e  t r i p l e :  

unc -5  ( e 1 5 2 ) u n c - 2 2  ( s x ) d p y - 4 ( e 1 1 6 6 ) .  

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

d  = 2 ( W ) x 1 0 0 / ~  w h e r e  d  = map d i s t a n c e ;  W = nonUnc-22  

r e c o m b i n a n t s  a n d  T  = t o t a l  F2 p r o g e n y .  

***The n u m b e r  o f  nonUnc-22  r e c o m b i n a n t s  w a s  m u l t i p l i e d  b y  

4  i n s t e a d  o f  2 b e c a u s e  o f  t h e  d o m i n a n t  p h e n o t y p e  o f  s D f l 9 .  
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Table 1 1  

Complementation tests between the sDfl9 mutation and six 

essential genes around unc-22 IV in Caenorhabditis elegans* 

Gene (allele) 

*Complementation is indicated by + and noncomplementation , 

is indicated by -. 



V I I I .  T h e  nT1  t r a n s l o c a t  i o n  a s  a  b a l a n c e r  o f  u n c - 2 2 - 1  i n k e d  -- --  - 

l e t h a l  m u t a t i o n s  

A t r a n s l o c a t i o n ,  n T l ( I V ; V ) ,  b e t w e e n  c h r o m o s o m e  I V  a n d  
7 

c h r o m o s o m e  - V ( C .  F e r g u s o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  w a s  o b t a i n e d  

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

t h e  u n c - 2 2  - l i n k e d  l e t h a l  a n d  s t e r i l e  m u t a t i o n s  i s o l a t e d  i n  t h i s  

s t u d y .  A let-71(s692)unc-22(s7)IV/nT1;+V/nT1 s t r a i n  w a s  

c o n s t r u c t e d  a n d  m a i n t a i n e d  a t  1 5 ' ~  o n  l a r g e  p l a t e s  b y  s e l e c t i n g  

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

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

t h e  l e t - 7 1  ( ~ 6 9 2 )  m u t a t i o n .  

I X .  P o s i t i o n i n g  c l o n e d  D N A  f r a g m e n t s  t o  L i n k a g e  G r o u p  - 

S e v e r a l  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d s  c o n t a i n i n g  - C .  e l e g a n s  v a r .  

B r i s t o l  D N A  h y b r i d i z e  t o  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t s  o f  d i f f e r e n t  

l e n g t h s  i n  t h e  B r i s t o l  ( N 2 )  a n d  B e r g e r a c ( B 0 )  v a r i e t i e s  ( R o s e  - e t  

a l .  1 9 8 2 ) .  T h e s e  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t  l e n g t h  d i f f e r e n c e s  - 

( R F L D ' s )  b e t w e e n  t h e  N2 a n d  BO v a r i e t i e s  o f  - C.  e l e g a n s  c a n  b e  

u s e d  t o  p o s i t i o n  t h e  D N A  f r a g m e n t s  t o  t h e  v a r i o u s  l i n k a g e  g r o u p s  

b y  h y b r i d i z a t i o n  t o  D N A  f r o m  s t r a i n s  t h a t  a r e  h o m o z y g o u s  N2 o r  

BO f o r  o n e  p a r t i c u l a r  c h r o m o s o m e  a n d  h e t e r o z y g o u s  N ~ / B O  f o r  t h e  

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

RFLD's  w e r e  h y b r i d i z e d  t o  D N A  f r o m  t h e  s t r a i n s  h o m o z y g o u s  f o r  



t h e  N2 a n d  BO f o u r t h  c h r o m o s o m e s  t h a t  w e r e  c o n s t r u c t e d  i n  t h i s  

t h e s i s  ( s e e  MATERIALS a n d  METHODS) a n d  t h r e e  o f  t h e s e  mapped  t o  

t h i s  c h r o m o s o m e  ( R o s e  e t  a l .  1 9 8 2 ;  T . S n u t c h ,  p e r s o n a l  -- 

c o m m u n i c a t i o n ) .  One o f  t h e  c l o n e d  f r a g m e n t s  p o s i t i o n e d  o n  -- LG I V  

c o n t a i n s  t h e  s t r u c t u r a l  g e n e  f o r  t h e  7 0  k i l o d a l t o n  ( K d )  h e a t  

s h o c k  p e p t  i d e  ( S n u t c h  a n d  B a i l 1  i e  1 9 8 3 ;  T . S n u t c h ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n  ). H y b r i d i z a t i o n  t o  D N A  f r o m  r e c o m b i n a n t  s t r a i n s  

c o n s t r u c t e d  b y  m y s e l f  (MATERIALS a n d  METHODS) a n d  T . S n u t c h  

p o s i t i o n e d  a l l  t h r e e  c l o n e d  f r a g m e n t s  n e a r  d p y - 4  a t  t h e  r i g h t  

e n d  o f  -- LG I V  ( T . S n u t c h ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ;  D . B a i l l i e  a n d  

K . B e c k e n b a c h ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  T h e  p o s i t  i o n s  o f  t h e  

c l o n e d  D N A  f r a g m e n t s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  5. 
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D .  DISCUSSION 

E s s e n t i a l  g e n e s  a r o u n d  u n c - 2 2  

T h e  r e g i o n  o f  l i n k a g e  g r o u p  - I V  t h a t  w a s  g e n e t i c a l l y  

c h a r a c t e r i z e d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  d e f i n e d  b y  t h e  d e f i c i e n c y ,  s D f 2  

( M o e r m a n  1 9 8 0 ;  Moerman a n d  B a i l l i e  1 9 8 1 ) .  T h i s  d e f i c i e n c y  

i n c l u d e s  t h e  u n c - 2 2  g e n e  a n d  e x t e n d s  a p p r o x i m a t e l y  1 -0-map u n i t  

t o  t h e  l e f t  o f  u n c - 2 2  a n d  a t  l e a s t  0.5-map u n i t s  a n d  n o  m o r e  

t h a n  a b o u t  1 .1 -map  u n i t s  t o  t h e  r i g h t  o f  i t .  Moerman ( 1 9 8 0 )  h a d  

p r e v i o u s l y  i d e n t i f i e d  1 4  l e t h a l  a n d  s t e r i l e .  m u t a t i o n s  t h a t  w e r e  

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

2 0  m u t a t i o n s .  A l l  3 4  m u t a t i o n s  w e r e  p o s i t i o n e d  i n  t h i s  s t u d y  b y  

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

t h e  d e f i c i e n c i e s  -- s D f 7 ,  s D f 8  , s D f 9  a n d  s D f l O .  T h e s e  m u t a t i o n s  

i d e n t i f y  2 0  new e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h i s  r e g i o n ,  l e t - 6 9 ,  l e t - 7 0 ,  

l e t - 6 7  a n d  l e t - 6 8 .  F o u r  o f  t h e s e  g e n e s  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  

i d e n t i f e d  b y  Moerman ( 1 9 8 0 ) .  S i x t e e n  o f  t h e  e s s e n t i a l  g e n e s  a r e  

i n  a  1 .0 -map  u n i t  r e g i o n  t o  t h e  l e f t  o f  u n c - 2 2 ,  w h e r e a s  t h e  

r e m a i n i n g  f o u r  g e n e s  a r e  i n  a  r e g i o n  o f  a b o u t  0.5-map u n i t s  t o  

t h e  r i g h t  o f  u n c - 2 2 .  F i g u r e  6  s h o w s  t h a t  o n l y  e i g h t  o f  t h e  

e s s e n t i a l  g e n e s  u n c o v e r e d  b y  s D f 2  h a v e  m o r e  t h a n  o n e  a l l e l e  



( l e t - 5 9 ,  l e t - 6 3 ,  l e t - 6 4 ,  l e t - 7 2  and  l e t - 9 2  h a v e  t w o  a l l e l e s  

e a c h ;  l e t - 6 5  a n d  l e t - 6 8  h a v e  t h r e e  a l l e l e s  e a c h ;  l e t - 5 6  h a s  f o u r  

a l l e l e s ) .  A P o i s s o n  a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  i n d i c a t e s  t h a t  t h i s  

s m a l l  r e g i o n  o f  t h e  - C.  e l e g a n s  genome i s  n o t  s a t u r a t e d  f o r  

e s s e n t i a l  g e n e s  ( s e e  A p p e n d i x  3 ) .  

Two o f  t h e  l e t h a l  m u t a t i o n s  u n c o v e r e d  b y  s D f 2  d i d  n o t  

b e h a v e  a s  s i m p l y  a s  t h e  o t h e r  l e t h a l  m u t a t i o n s .  The  s 6 8 1  

m u t a t i o n  f a i l e d  t o  c o m p l e m e n t  t w o  g e n e s ,  l e t - 5 9  a n d  l e t - 6 2 ,  

w h i c h  map c l o s e  t o  e a c h  o t h e r  a n d  may b e  a d j a c e n t  g e n e s .  T h i s  

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

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

a l t e r n a t e  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  l e t - 5 9  a n d  l e t - 6 2  r e p r e s e n t  a 

c o m p l e x  l o c u s  w i t h  c o m p l e m e n t i n g  a l l e l e s  ( 1 - e t - 5 9  h a s  two- 

a l l e l e s ;  l e t - 6 2  h a s  o n e  a l l e l e )  a n d  s 6 8 1  f a i l s  t o  c o m p l e m e n t  a l l  

o t h e r  a l l e l e s  o f  t h i s  g e n e .  C o m p l e m e n t i n g  a l l e l e s  h a v e  b e e n  

o b s e r v e d  f o r  t h e  u n c - 1 5  l o c u s  i n  - C .  e l e g a n s  ( R o s e  1 9 8 0 )  a n d  

f o r  t h e  m a r o o n - l i k e  l o c u s  i n  - D .  m e l a n o g a s t e r  ( F i n n e r t y  1 9 7 6 ) .  

I n  t h e  c a s e  o f  s 6 9 8 ,  t h e  r e c o m b i n a t i o n  m a p p i n g  a n d  

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

R e c o m b i n a t i o n  m a p p i n g  p l a c e d  s 6 9 8  0.04-map u n i t s  t o  t h e  r i g h t  o f  

unc -22  ( T a b l e  3 ) .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  s 6 9 8  i s  v e r y  c l o s e  

t o  u n c - 2 2 .  I n  c o n t r a s t ,  s 6 9 8  c o m p l e m e n t e d  t h e  f o u r  d e f i c i e n c i e s ,  

s D f 7 ,  s D f 8 ,  s D f 9  a n d  s D f l O ,  a s  w e l l  a s  l e t - 6 6 ( s 1 7 6 )  a n d  --- 
l e t - 6 7 ( s 2 1 4 )  b u t  f a i l e d  t o  c o m p l e m e n t  a n y  o f  t h e  t h r e e  a l l e l e s  

o f  l e t - 6 8 .  T h e r e f o r e ,  b a s e d  o n  d e f i c i e n c y  m a p p i n g  a n d  

c o m p l e m e n t a t i o n  a n a l y s i s ,  t h i s  m u t a t i o n  l i e s  i n  z o n e  6  a n d  i s  a n  



a l l e l e  o f  l e t - 6 8  w h i c h  maps  0.5-map u n i t s  t o  t h e  r i g h t  o f  

u n c - 2 2 .  

An e x p l a n a t i o n  f o r  t h e s e  c o n f l i c t i n g  d a t a  i s  t h a t  s 6 9 8  i s  

a n  i n v e r s i o n  w i t h  o n e  b r e a k p o i n t  i n  t h e  l e t - 6 8  g e n e  a n d  t h e  

o t h e r  b r e a k p o i n t  n e a r  u n c - 2 2  i n  a  n o n e s s e n t i a l  r e g i o n ,  o r  i n  

a n o t h e r  e s s e n t i a l  g e n e  i n  z o n e  6  w h i c h  h a s  n o t  y e t  b e e n  

i d e n t i f i e d .  I f  s 6 9 8  i s  a n  i n v e r s i o n ,  t h e n  i t  s h o u l d  s u p p r e s s  

c r o s s i n g  o v e r  i n  t h e  r e g i o n  b e t w e e n  u n c - 2 2  and  u n c - 3 1 .  Two 

a d d i t i o n a l  m u t a t i o n s  w h i c h  l i e  o u t s i d e  t h e  s D f 2  d e f i c i e n c y  g a v e  

r e s u l t s  s i m i l a r  t o  s 6 9 8 .  R e c o m b i n a t i o n a l l y ,  s 2 1 2  and  s 6 9 0  map 

c l o s e  t o  u n c - 2 2 ,  0.2-map u n i t s  t o  t h e  l e f t  and  0.08-map u n i t s  t o  

t h e  r i g h t ,  r e s p e c t i v e l y ,  y e t  t h e y  c o m p l e m e n t  s D f 2 .  

A l l  o f  t h e  l e t h a l  and  s t e r i l e  m u t a t i o n s  t h a t  w e r e  - 

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

t r e a t m e n t  w i t h  e t h y l  m e t h a n e s u l f o n a t e  (EMS). T h i s  m u t a g e n  h a s  

b e e n  shown t o  c a u s e ,  p r i m a r i l y ,  G : C  t o  A:T t r a n s i t i o n s  

( C o u l o n d r e  a n d  M i l l e r  1 9 7 7 ;  K a r n  -- e t  a l .  1 9 8 3 )  a n d  i s  t h o u g h t  t o  

a c t  b y  a d d i n g  a n  e t h y l  g r o u p  t o  t h e  N7 p o s i t i o n  o f  g u a n i n e  

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

t h y m i n e  ( S t r i c k b e r g e r  1 9 6 8 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  m u t a t i o n s  u s e d  i n  

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

m u t a t i o n s  d o  a p p e a r  t o  b e  p o i n t  m u t a t i o n s .  



F i g u r e  6 .  A b a r  g r a p h  i n d i c a t i n g  t h e  n u m b e r  o f  

e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h e  s D f 2  I V  r e g i o n  o f  

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

m u t a t i o n s .  
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11. N o n e s s e n t i a l  g e n e s  a r o u n d  u n c - 2 2  

F o u r  g e n e s  w i t h  v i s i b l e  p h e n o t y p e s ,  u n c - 4 3 ,  u n c - 3 1  , d p y - 2 0  

and  u n c - 3 0 ,  w h i c h  had  b e e n  p r e v i o u s l y  p o s i t i o n e d  n e a r  unc -22  

w e r e  p o s i t i o n e d  r e l a t i v e  t o  t h i s  g e n e  ( s e e  F i g u r e  1 ;  T a b l e  5 )  

and  t e s t e d  f o r  c o m p l e m e n t a t i o n  w i t h  s D f 2 .  The  d p y - 2 0 ( e 1 2 8 2 )  

m u t a t i o n  f a i l e d  t o  c o m p l e m e n t  s D f 2  ( T a b l e  6 )  a n d ,  t h e r e f o r e ,  

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

t h r e e  r e m a i n i n g  g e n e s  l i e  o u t s i d e  t h e  s D f 2  r e g i o n .  The d p y - 2 0  

g e n e  was  f u r t h e r  p o s i t i o n e d  i n t o  z o n e  2  b y  c o m p l e m e n t a t i o n  

m a p p i n g  w i t h  t h e  s D f 7 ,  s D f 8 ,  s D f 9  a n d  s D f 1 0  d e f i c i e n c i e s  ( T a b l e  --- -- 

6 ) .  A n o t h e r  n o n e s s e n t i a l  g e n e ,  d p y - 2 6 ,  w h i c h  h a s  n o t  bee i l  f i r m l y  

p o s i t i o n e d ,  a l s o  f a i l e d  t o  c o m p l e m e n t  s D f 2 .  The  homozygous  

d p y - 2 6  m u t a n t  i s  i n v i a b l e  ( J - H o d g k i n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n  ), 

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

g e n e s  i n  t h e  r e g i o n .  A t  p r e s e n t  t h e r e  a r e ,  a t  l e a s t ,  t w o  

n o n e s s e n t i a l  g e n e s ,  d p y - 2 0  a n d  u n c - 2 2 ,  i n  t h e  s D f 2  r e g i o n  i n  

a d d i t i o n  t o  t h e  2 0  e s s e n t i a l  g e n e s .  

111. The  s i z e  o f  t h e  d e f i c i e n c y ,  s D f 2  ----- 

The e x t e n t  o f  s D f 2  was d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  r e c o m b i n a t i o n  

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

c o n s i d e r s  o n l y  t h e  m u t a t i o n s  u n c o v e r e d  b y  s D f 2 ,  t h e n  t h e  l e f t  

e n d p o i n t  o f  t h i s  d e f i c i e n c y  i s  1.2-map u n i t s  f r o m  u n c - 2 2 .  



H o w e v e r ,  i f  t h e  m u t a t  i o n s  o u t  s i d e  s D f 2  a r e  c o n s i d e r e d  t h e n ,  s D f 2  

may b r e a k  a s  c l o s e  a s  0 .8-map u n i t s  f r o m  u n c - 2 2 .  T h e s e  r e s u l t s  

i n d i c a t e  t h a t  t h e  l e f t  e n d p o i n t  o f  s D f 2  i s  b e t w e e n  0 . 8 -  t o  

1 .2-map u n i t s  o r  a p p r o x i m a t e l y  1  .O-map u n i t  f r o m  u n c - 2 2 .  T h e  

r i g h t  e n d  p o i n t  o f  s D f 2  i s  l e s s  f i r m l y  p o s i t i o n e d .  s D f 2  i n c l u d e s  

l e t - 6 8  w h i c h  m a p s  0 .5 -map  u n i t s  f r o m  u n c - 2 2  b u t  d o e s  n o t  i n c l u d e  

u n c - 3 1 ,  w h i c h  i s  a p p r o x i m a t e l y  1 .1-map u n i t s  f r o m  u n c - 2 2 .  

T h e r e f o r e ,  s D f 2  e x t e n d s  a t  l e a s t  0 .5-map u n i t s  a n d  p o s s i b l y  a s  

f a r  a s  1 .1 -map  u n i t s  t o  t h e  r i g h t  o f  u n c - 2 2 .  T h e  f a c t  t h a t  

s e v e r a l  o f  t h e  l e t h a l  m u t a t i o n s  p o s i t i o n e d  o u t s i d e  s D f 2  map 

c l o s e r  t o  u n c - 2 2  t h a n  some o f  t h e  l e t h a l s  p o s i t i o n e d  i n s i d e  t h i s  

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

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

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

p o s i t i o n i n g  o f  v e r y  c l o s e  g e n e s .  

I V .  - O r g a n i z a t i o n  e s s e n t i a l  g e n e s  t h e  - r e g i o n  

T h e  a s y m m e t r i c  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  2 0  l e t h a l  g e n e s  a r o u n d  

u n c - 2 2  i s  n o t  s u r p r i s i n g  i f  t h e  r i g h t  e n d p o i n t  o f  s D f 2  i s  o n l y  

0 .5-map u n i t s  f r o m  u n c - 2 2 .  H o w e v e r ,  a s  p r e v i o u s l y  i n d i c a t e d ,  t h e  

r i g h t  e n d p o i n t  o f  s D f 2  i s  n o t  f i r m l y  p o s i t i o n e d  a n d  c o u l d  e x t e n d  

a s  f a r  a s  1 .1 -map  u n i t s  f r o m  u n c - 2 2 .  I n  t h a t  c a s e  t h e  d a t a  may 

r e f l e c t  a  c l u s t e r i n g  o f  l e t h a l  s i t e s .  B r e n n e r  ( 1 9 7 4 )  n o t e d  t h a t  

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

l i n k a g e  g r o u p s  a n d  t h o s e  o f  LG -- I V  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  c l u s t e r  o n  



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

u n c - 2 2  ( H e r m a n  a n d  H o r v i t z  1 9 8 0 ) .  H e r m a n  ( 1 9 7 8 )  f o u n d  t h a t  o n  - LG 

I1 l e t h a l s  c l u s t e r  i n  t h e  same r e g i o n  a s  t h e  v i s i b l e s .  - 

A l l  b u t  o n e  o f  t h e  n i n e t e e n  l e t h a l  m u t a t i o n s  w h i c h  l i e  

o u t s i d e  t h e  s D f 2  r e g i o n ,  i n c l u d i n g  s 4 1 ,  s 4 3 ,  s 4 4  a n d  s 4 5  ( s e e  - - -  - 
Moerman 1 9 8 0 ) ,  map t o  t h e  l e f t  o f  u n c - 2 2  ( T a b l e  4 ) .  T h e  s i n g l e  

m u t a t i o n ,  s 6 9 0 ,  w h i c h  m a p s  t o  t h e  r i g h t  o f  u n c - 2 2  b e h a v e s  

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

p r e s e n t  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  l e t h a l  g e n e s  a r o u n d  u n c - 2 2  a r e  

c l u s t e r e d  t o  t h e  l e f t  o f  t h i s  g e n e .  T h e r e  a r e  a t  l e a s t  1 6  

e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h e  1 .0-map u n i t  i n t e r v a l  t o  t h e  l e f t  o f  

u n c - 2 2  a n d  o n l y  f o u r  e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h e  1 .0-map u n i t  

i n t e r v a l  t o  i t s  r i g h t .  

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

m u t a t i o n s ,  e i t h e r  i n s i d e  o r  o u t s i d e  s D f 2 ,  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  t h e  

i n t e r v a l  b e t w e e n  l e t - 6 8  a n d  u n c - 3 1  w h i c h  a r e  0.5- a n d  1 .1-map 

u n i t s ,  r e s p e c t i v e l y ,  t o  t h e  r i g h t  o f  u n c - 2 2 .  A s  y e t ,  n o  

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

g e n e s ,  d p y - 2 6  a n d  l i n - 2 4 ,  l i e  b e t w e e n  u n c - 2 2  a n d  u n c - 3 1  

( J . H o d g k i n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ;  C . F e r g u s o n ,  p e r s o n a l  

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

l e t - 6 8 .  d p y - 2 6  i s  u n c o v e r e d  b y  s D f 2 ,  b u t  l i n - 2 4  h a s  n o t  b e e n  

t e s t e d  w i t h  t h i s  d e f i c i e n c y .  T h i s  r e g i o n  may c o n t a i n  r e l a t i v e l y  

f e w  g e n e s ,  o r  i f  t h e r e  a r e  g e n e s  i n  t h i s  r e g i o n  t h e y  may b e  

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



V .  G e n o m i c  o r g a n i z a t i o n  i n  C a e n o r h a b d i t i s  e l e g a n s  - - 

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

o f  - C .  e l e g a n s  h a v e  b e e n  c h a r a c t e r i z e d .  M e n e e l y  a n d  H e r m a n  ( 1 9 7 9 ;  

1 9 8 1 )  f o u n d  2 4  e s s e n t i a l  a n d  e i g h t  n o n e s s e n t i a l  g e n e s  i n  a  

7.5-map u n i t  i n t e r v a l  a t  t h e  t i p  o f  t h e  - X c h r o m o s o m e ,  w h e r e a s  

R o s e  a n d  B a i l l i e  ( 1 9 8 0 )  f o u n d  s e v e n  e s s e n t i a l  a n d  f i v e  

n o n e s s e n t i a l  g e n e s  i n  a  0.7-map u n i t  i n t e r v a l  a r o u n d  u n c - 1 5  I. - 
S i n c e  n o n e  o f  t h e s e  r e g i o n s  a r e  c o m p l e t e l y  c h a r a c t e r i z e d  y e t ,  i t  

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

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

c h r o m o s o m e  r e g i o n  b y  M e n e e l y  a n d  H e r m a n  ( 1 9 7 9 ;  1 9 8 1 ) .  T h e s e  

a u t h o r s  c a l c u l a t e d  t h a t  t h e r e  - a r e  a  t o t a l  o f  4 5  e s s e n t i a l  g e n e s  

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

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

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

u n c - 1 5  - I a n d  u n c - 2 2  - I V  r e g i o n s  a r e  1 5  a n d  3 2 ,  r e s p e c t i v e l y  ( s e e  

A p p e n d i x  3 ) .  T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  a  d i f f e r e n c e  i n  g e n e  d e n s i t y  

b e t w e e n  t h e  s m a l l ,  a u t o s o m a l  r e g i o n s  ( 2 8  a n d  2 2  g e n e s l m a p  u n i t ,  

r e s p e c t i v e l y )  a n d  t h e  l a r g e r  r e g i o n  o f  t h e  - X c h r o m o s o m e  ( 7  

g e n e s l m a p  u n i t ) .  I t  w i l l  b e  i n t e r e s t i n g  t o  s e e  w h e t h e r  t h i s  

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

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



V I .  D N A  - c o n t e n t  t h e  - r e g i o n  

The a m o u n t  o f  D N A  i n  t h e  s D f 2  r e g i o n  o f  l i n k a g e  g r o u p  I V  - 

c a n  b e  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  h a p l o i d  genome s i z e  o f  C .  e l e g a n s  and  - 

t h e  s i z e  o f  t h e  g e n e t i c  map. The p r e s e n t  C.  e l e g a n s  g e n e t i c  map - 
c o n s i s t s  o f  3 0 0  map u n i t s  ( M . M .  S w a n s o n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  

w h e r e a s  t h e  D N A  c o n t e n t  o f  t h i s  o r g a n i s m  i s  8  X 1 0 7  b a s e  p a i r s  

( S u l s t o n  a n d  B r e n n e r  1 9 7 4 ) .  A s s u m i n g  t h a t  t h e  r e c o m b i n a t i o n  r a t e  

p e r  b a s e  p a i r  o f  D N A  i s  e q u a l  i n  a l l  r e g i o n s  o f  t h e  g e n o m e ,  

t h e r e  a r e  a p p r o x i m a t e l y  2 6 7 , 0 0 0  b a s e  p a i r s  o f  D N A / ~ ~ P  u n i t  i n  C .  - 

e l e g a n s .  The  t w e n t y  e s s e n t i a l  g e n e s  d e f i n e d  i n  t h i s  t h e s i s  l i e  

i n  a n  i n t e r v a l  o f  1.5-map u n i t s  o r  4 0 0 , 0 0 0  b a s e  p a i r s  o f  D N A .  

U s i n g  t h e  e s t i m a t e  o f  3 2 ,  a s  t h e  number  o f  . e s s e n t i a l  g e n e s  

u n c o v e r e d  b y  s D f 2  ( s e e  a b o v e )  a n d  i n c l u d i n g  t h e  n o n e s s e n t i a l  

g e n e s ,  u n c - 2 2  and  d p y - 2 0 ,  t h e r e  a r e  r o u g h l y  3 4  g e n e s  i n  t h e  

4 0 0 , 0 0 0  b p  r e g i o n  u n c o v e r e d  b y  s D f 2 .  T h i s  t r a n s l a t e s  i n t o  a b o u t  

1 1 , 8 0 0  b p  o f  DNA/gene w h i c h  i s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  e s t i m a t e d  v a l u e  

o f  2 0 , 0 0 0  b p / g e n e  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 l b e r t s  -- e t  a l .  

1 9 8 2 ) .  U s i n g  t h e  e s t i m a t e  o f  1 1 , 8 0 0  b p  o f  DNA/gene a s  a n  a v e r a g e  

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

c o p y  D N A  i n  - C .  e l e g a n s  t o  c o d e  f o r  5 7 0 0  g e n e s .  T h i s  e s t i m a t e  o f  

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

B r e n n e r s  o r i g i n a l  e s t i m a t e  o f  2 0 0 0  g e n e s  ( B r e n n e r  1 9 7 4 )  w h i c h  

was  b a s e d  o n  m u t a t i o n  f r e q u e n c y .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  

t h e  e s t i m a t e  o f  5 7 0 0  g e n e s  a s s u m e s  t h a t  t h e  s D f 2  r e g i o n  i s  a n  

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



n o t  t r u e .  

V I I .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  l e t h a l  and  s t e r i l e  m u t a t i o n s  -- 

The e f f e c t i v e  l e t h a l  p h a s e s  o f  t w e n t y - s i x  o f  t h e  l e t h a l  

m u t a t i o n s  ( 1 9  i n s i d e  s D f 2  and 7  o u t s i d e  s D f 2 )  t h a t  w e r e  

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

Moerman ( 1 9 8 0 ) .  The  r e m a i n i n g  27 m u t a t i o n s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  i n  

t h i s  s t u d y  ( T a b l e s  7  a n d  8 ) .  B o t h  t h e  r a n g e  a n d  d i s t r i b u t i o n  o f  

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

v e r y  s i m i l a r .  The m u t a t i o n s  u n c o v e r e d  by  s D f 2  b l o c k  a t  v a r i o u s  

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

H o w e v e r ,  n o n e  o f  t h e s e  3 4  m u t a t i o n s  a r r e s t  . d e v e l o p m e n t  d u r i n g  

e m b r y o g e n e s i s .  From t h e s e  r e s u l t s  i t  wou ld  a p p e a r  t h a t  t h e  g e n e s  

i n  t h e  s D f 2  r e g i o n  a r e  r e q u i r e d  a t  a l l  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  

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

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

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

by  --- s D f 7 ,  s D f 8 ,  s D f 9  o r  s D f l O ,  s i n c e  s t r a i n s  h o m o z y g o u s  f o r  t h e s e  

d e f i c i e n c i e s  s u r v i v e d  e m b r y o g e n e s i s .  H o w e v e r ,  t h e r e  may b e  g e n e s  

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

i d e n t i f i e d  i n  t h e  r e g i o n s  u n c o v e r e d  s o l e l y  by  s D f 2 ,  a s  t h i s  

d e f i c i e n c y  b l o c k s  d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s  when h o m o z y g o u s .  

A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  f a c t  t h a t  s D f 2  h o m o z y g o t e s  a r e  e m b r y o n i c  

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



A s  i n d i c a t e d  e a r l i e r ,  e i g h t  o f  t h e  2 0  e s s e n t i a l  g e n e s ,  

i d e n t i f i e d  i n  t h i s  a n a l y s i s  h a v e  more  t h a n  o n e  a l l e l e  e a c h .  B o t h  

a l l e l e s  o f  l e t - 5 9 ,  l e t - 6 4  and  l e t - 9 2  h a v e  t h e  same e f f e c t i v e  

l e t h a l  p h a s e s .  H o w e v e r ,  t h i s  i s  n o t  t h e  c a s e  f o r  t h e  o t h e r  f i v e  

g e n e s  ( T a b l e  7 ;  Moerman 1 9 8 0 ) .  The  l e t - 6 3  a n d  l e t - 7 2  g e n e s  h a v e  

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

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

t h e  t h r e e  a l l e l e s  o f  l e t - 6 5  a r r e s t  d e v e l o p m e n t  a t  t h e  m i d - l a r v a l  

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

a d u l t .  One o f  t h e  l e t - 6 8  a l l e l e s  i s  a  l a t e  l a r v a l  l e t h a l  w h i l e  

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

F i n a l l y ,  t w o  o f  t h e  f o u r  l e t - 5 6  a l - l e l e s  a r e  m i d - l a r v a l  l e t h a l s  

w h i l e  t h e  t w o  r e m a i n i n g  a l l e l e s  a r e  l a t e  l a r v a l  1 e t h a l s . -  E x c e p t  

f o r  l e t - 6 5 ,  t h e  t e r m i n a l  p h e n o t y p e s  o f  t h e  v a r i o u s  a l l e l e s  o f  

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

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

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

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

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

a c t i v i t y  wou ld  b e  a  l e s s  s e v e r e  m u t a t i o n  t h a n  a  n u l l  m u t a t i o n  

w h e r e  no  g e n e  p r o d u c t  i s  made.  P e r h a p s ,  some o f  t h e  l a t e r  

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

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

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

a c t i v i t y .  I t  i s  n o t  known w h e t h e r  a n y  o f  t h e  m u t a t i o n s  



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

d e t e r m i n e d  b y  t e s t i n g  t h e  m u t a t i o n s  f o r  s u p p r e s s i o n  b y  s u p - 7  - X ,  

a n  i n f o r m a t i o n a l  s u p p r e s s o r  i s o l a t e d  b y  W a t e r s t o n  ( 1 9 8 1 ) .  

V I I I .  T h e  g e n e s  a d j a c e n t  - t o  u n c - 2 2  

T h e  i n i t i a l  a n a l y s i s  o f  e i g h t  l e t h a l  m u t a t i o n s  i n  t h e  

u n c - 2 2  r e g i o n  (Moerman  1 9 8 0 )  i d e n t i f i e d  t w o  g e n e s ,  l e t - 5 6  a n d  

l e t - 5 2 ,  a s  t h e  f l a n k i n g  g e n e s  t o  t h e  l e f t  a n d  r i g h t  o f  u n c - 2 2 .  

T h e  d a t a  o b t a i n e d  i n  t h i s  a n a l y s i s ,  w h i c h  c h a r a c t e r i z e d  a 

f u r t h e r  3 2  l e t h a l  m u t a t  i o n s ,  s t  ill s u p p o r t  t h i s  c o n c l u s i o n .  

l e t - 5 6  m a p s  0 .03-map  u n i t s  t o  t h e  l e f t  o f  u n c - 2 2  i n  z o n e  4  w h i l e  

l e t - 5 2  m a p s  0 .07-map  u n i t s  t o  . t h e  r i g h t  i n  z o n e  5  ( T a b l e - s  3  a n d  

6 ;  F i g u r e  2 ) .  T h r e e  a d d i t i o n a l  a l l e l e s  o f  l e t - 5 6 ,  - -  s 5 2 ,  s 1 6 8  a n d  

s 1 7 3 ,  w e r e  i d e n t i f i e d  i n  t h i s  s t u d y .  S i n c e  t h e s e  t w o  g e n e s  map 

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

g e n e .  I h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  l e t - 5 2 ( s 4 2 )  i s  n o t  a n  a l l e l e  o f  

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

d e f i c i e n c y ,  s D f 8  ( T a b l e  6 ) .  

I X .  T h e  s i z e  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  ----- 

T h e  f i n e - s t r u c t u r e  map o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  c o n s t r u c t e d  b y  

Moerman  ( 1 9 8 0 )  c o n s i s t e d  o f  1 5  u n c - 2 2  a l l e l e s  a n d  t h e  e s t i m a t e d  

s i z e  o f  t h i s  g e n e  w a s  b e t w e e n  0 . 0 1 -  a n d  0 .02-map u n i t s .  I h a v e  

p o s i t i o n e d  t w o  new a l l e l e s  i n t o  t h i s  map. T h e  s 6 9 9  m u t a t i o n  w a s  



p o s i t i o n e d  b e t w e e n  s 8  a n d  s 1 8  a n d  i s  t h e  f i r s t  m u t a t i o n  t o ,  be  - - 

f i r m l y  p o s i t i o n e d  i n  t h i s  r e g i o n .  The  s 7 0 0  a l l e l e  mapped t o  t h e  

r i g h t  o f  - s 8  b u t  was  i n s e p a r a b l e  f r o m  s 1 8 .  S i n c e  b o t h  o f  t h e s e  

m u t a t i o n s  map w i t h i n  t h e  e x i s t i n g  b o u n d a r i e s  o f  t h e  u n c - 2 2  

f i n e - s t r u c t u r e  map t h e  s i z e  o f  t h e  g e n e  h a s  n o t  b e e n  i n c r e a s e d .  

I n  a d d i t i o n  t o  p o s i t i o n i n g  t h e s e  new a l l e l e s ,  I h a v e  a l s o  

r e f i n e d  t h e  p o s i t i o n s  o f  3  o f  t h e  o r i g i n a l  1 5  u n c - 2 2  a l l e l e s .  

The - s 3 2  a l l e l e  w a s  p o s i t i o n e d  a t  t h e  r i g h t  b o u n d a r y  o f  t h e  

u n c - 2 2  f i n e - s t r u c t u r e  map o n  t o p  o f  t h e  s 1 2  and  e 6 6  a l l e l e s  

w h i l e  t h e  - s 3 5  a n d  s 3 6  m u t a t i o n s  w e r e  f o u n d  t o  b e  i n s e p a r a b l e  

f r o m  t h e  - s 1 8  s i t e .  S i n c e  s 3 2  i s  s u p p r e s s e d  b y  t h e  i n f o r m a t i o n a l  - 

s u p p r e s s o r s ,  s u p - 5  I11 a n d  sup -7  X (Moerman 1 9 8 0 ;  D.Moerman, - - 
p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  i t  i s ,  t h e r e f o r e ,  a  m u t a t i o n  i n  - t h e  

c o d i n g  e l e m e n t  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e .  The  o n l y  o t h e r  m u t a t i o n  t h a t  

i s  known t o  b e  i n  t h e  c o d i n g  e l e m e n t  o f  t h i s  g e n e  i s  t h e  

d o m i n a n t  a l l e l e ,  - m52,  w h i c h  h a s  b e e n  p o s i t i o n e d  c l o s e  t o  - s 1 8  

(Moerman 1 9 8 0 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  c o d i n g  e l e m e n t  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  

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

t h e  r i g h t  b o u n d a r y  t o  t h e  m52 a l l e l e  ( F i g u r e  4 ) .  

The a d j a c e n t  g e n e s  o n  e i t h e r  s i d e  o f  u n c - 2 2 ,  l e t - 5 6  and  

l e t - 5 2 ,  map 0 .03 -  a n d  0.07-map u n i t s ,  r e s p e c t i v e l y ,  f r o m  t h e  - s 7  

a l l e l e  o f  u n c - 2 2  ( T a b l e  3 ) .  The d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e s e  two  

g e n e s ,  a b o u t  0.1-map u n i t s  o r  26 k i l o b a s e s  ( K b )  o f  D N A  ( s e e  

a b o v e ) ,  r e p r e s e n t s  t h e  maximum s i z e  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e .  The  

e x i s t i n g  f i n e - s t r u c t u r e  map o f  u n c - 2 2  o c c u p i e s  o n l y  a  s m a l l  

p o r t i o n  o f  t h i s  i n t e r v a l .  The c o d i n g  e l e m e n t  o f  t h e  u n c - 5 4  g e n e  



i n  - C .  e l e g a n s  i s  7 , 2 6 6  b p  i n  l e n g t h  ( K a r n  e t  a l .  1 9 8 3 )  w h i l e  t h e  -- 
t h r e e  g e n e s  i n  t h e  o v a l b u m i n  c l u s t e r  i n  c h i c k e n  a r e  6-8 Kb i n  

l e n g t h  w i t h  i n t e r g e n e  r e g i o n s  o f  5 -10  Kb ( R o y a l  e t  a l .  1 9 7 9 ) .  I f  -- 
t h e  u n c - 2 2  g e n e  i s  s i m i l a r  t o  t h e  r o s y  l o c u 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  ( C h o v n i c k  -- e t  a l .  1 9 7 7 ;  M c C a r r o n  e t  a l .  1 9 7 9 )  t h e n  -- 

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

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

t h i s  g e n e .  T h e r e  i s  c e r t a i n l y  s u f f i c i e n t  D N A  f o r  t h e  r e g u l a t o r y  

e l e m e n t  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  t o  b e  l o c a t e d  o u t s i d e  t h e  e x i s t i n g  

b o u n d a r i e s  o f  t h e  f i n e - s t r u c t u r e  map. 

X. I n t e r n a l  d e l e t i o n s  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  - -- 

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

e x p e r i m e n t s  u s i n g  s 6 9 9  a n d  s 7 0 0  ( T a b l e  9 )  s u g g e s t  t h a t  t h e  

d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  - s 8  a n d  s 1 8  a l l e l e s  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  i s  - 
a p p r o x i m a t e l y  .003-map u n i t s .  T h i s  v a l u e  i s  c o n s i d e r a b l y  l e s s  

t h a n  t h e  .007-map u n i t s  o b t a i n e d  b y  Moerman ( 1 9 8 0 )  f o r  t h e  same 

i n t e r v a l .  The  s h o r t e r  map d i s t a n c e  o b t a i n e d  i n  t h i s  t h e s i s  c o u l d  

b e  e x p l a i n e d  i f  t h e  s 6 9 9  a n d  s 7 0 0  m u t a t i o n s  a r e  s m a l l  d e l e t i o n s  

o r  i n v e r s i o n s .  I n  t h a t  c a s e ,  s 6 9 9  w o u l d  d e l e t e  a n  i n t e r v a l  o f  

a b o u t  0 .004-map u n i t s  b e t w e e n  t h e  - s 8  a n d  - s 1 8  s i t e s .  The  e x a c t  

s i z e  a n d  p o s i t i o n  o f  s 7 0 0  c a n n o t  b e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  e x i s t i n g  

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

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

w i t h  g a m m a - r a d i a t i o n  ( R . R o s e n b l u t h ,  p e r s o n a l  c o m u n i c a t i o n  ). The 



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

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

Moerman ( 1 9 8 0 ) .  T h i s  c o u l d  b e  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n t  m e t h o d s  

e m p l o y e d  t o  c a l c u l a t e  t h e  number  o f  F2 p r o g e n y  o r ,  more l i k e l y ,  

t o  a  d i f f e r e n c e  i n  a b i l i t y  t o  i d e n t i f y  t h e  nonUnc-22  i n d i v i d u a l s  

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

The  f i n e - s t r u c t u r e  m a p p i n g  d a t a  o f  Moerman ( 1 9 8 0 )  

t e n t a t i v e l y  p o s i t i o n e d  t h e  f o r m a l d e h y d e - i n d u c e d  - s 3 5  a n d  - s 3 6  

a l l e l e s  o f  u n c - 2 2  i n  t h e  r e g i o n  b e t w e e n  - s 8  a n d  - s 1 8 .  I n  t h i s  

t h e s i s  t h e s e  two  m u t a t i o n s  w e r e  mapped a g a i n s t  t h e  - s 1 8  a l l e l e  t o  

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

f r o m  t h e  - s 1 8  m u t a t i o n  t h e y  c o u l d  n o t  b e  p o s i t i o n e d  r e l a t i v e  t o  

i t .  H o w e v e r ,  t h e  r e s u l t s  d o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  s i t e s  o f  t h e  - s 3 5  

and  s 3 6  m u t a t i o n s  m u s t  b e  c l o s e  t o  t h e  s 1 8  s i t e .  T h i s  i s  - - 

c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d  p o s i t i o n  o f  - s 3 5  b u t  i s  

n o t  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h a t  o f  - s 3 6 .  A l t h o u g h  Moerman ( 1 9 8 0 )  

p l a c e d  t h e  - s 3 6  m u t a t i o n  a b o u t  0 .0026-map u n i t s  t o  t h e  r i g h t  o f  

s 8  o n  t h e  f i n e - s t r u c t u r e  map,  h i s  d a t a  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  - 

m u t a t i o n  was  a n  i n t e r n a l  d e l e t i o n  o f  u n c - 2 2 .  My r e s u l t s  s u p p o r t  

t h i s  s u g g e s t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  - s 3 6  e x t e n d s  c l o s e  t o  a n d  may 

e v e n  d e l e t e  t h e  - s 1 8  s i t e .  F o r m a l d e h y d e  h a s  b e e n  shown t o  i n d u c e  

d e l e t i o n s  i n  - C.  e l e g a n s  (Moerman 1 9 8 0 ;  Moerman a n d  B a i l l i e  1 9 8 1 )  

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

m u t a t i o n s .  A l t h o u g h  t h e  - s 3 5  m u t a t i o n  b e h a v e s  a s  i f  i t  w e r e  a 

p o i n t  m u t a t i o n  i t  c o u l d  b e  a  s m a l l  d e l e t i o n .  



X I .  A n a l y s i s  o f  a  d o m i n a n t  Unc-22  m u t a t i o n  - -  

T h e  o t h e r  m u t a t i o n  a f f e c t i n g  t h e  u n c - 2 2  g e n e  t h a t  w a s  

p o s i t i o n e d  i n  t h i s  a n a l y s i s  w a s  s D f l 9 ,  w h i c h  h a s  a  d o m i n a n t  

Unc-22  ( T w i t c h e r )  p h e n o t y p e  a n d  i s  a 1  s o  h o m o z y g o u s  l e t h a l .  B o t h  

t h e  f i n e - s t r u c t u r e  r e c o m b i n a t i o n  d a t a  ( T a b l e  9 )  a n d  t h e  r e s u l t s  

o f  t h e  c o m p l e m e n t a t i o n  a n a l y s i s  ( T a b l e  1 1 )  i n d i c a t e  t h a t  t h i s  

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

g e n e s  l e t - 5 6  a n d  u n c - 2 2 .  T h e  d o m i n a n t  t w i t c h e r  p h e n o t y p e  o f  

s D f l 9  i s ,  p r e s u m a b l y ,  a  r e s u l t  o f  t h e  d e f i c i e n c y  o r  i n v e r s i o n  

e n d p o i n t  w h i c h  h a s  b e e n  p o s i t i o n e d  i n s i d e  t h e  u n c - 2 2  g e n e  

( F i g u r e  4 )  w h i l e  t h e  r e c e s s i v e  l e t h a l  p h e n o t y p e  i s  e i t h e r  t h e  

r e s u l t  o f  a n o t h e r  b r e a k p o i n t  i n  l e t - 5 6  o r  a  d e l e t i o n  o f  t h i s  

g e n e .  

T h e  d o m i n a n t  Unc-22  p h e n o t y p e  o f  s D f l 9  i n d i c a t e s  t h a t  a n  

a b e r r a n t  u n c - 2 2  p r o t e i n  i s  b e i n g  s y n t h e s i z e d  f r o m  t h e  m u t a n t  

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

o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e ,  t h e n  i n  o r d e r  f o r  t h i s  g e n e  t o  b e  

t r a n s c r i b e d ,  t h e  u n c - 2 2  p r o m o t e r  m u s t  b e  l o c a t e d  a t  t h e  r i g h t  

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

t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  i s  f r o m  r i g h t  t o  l e f t  o n  t h e  

g e n e t i c  map. A n o t h e r ,  a l t h o u g h  m o r e  c o m p l i c a t e d ,  e x p l a n a t i o n  o f  

t h e  s y n t h e s i s  o f  a  m u t a n t  u n c - 2 2  p r o t e i n  i s  t h a t  t h e  u n c - 2 2  

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

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

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



X I I .  A n a l y s i s  - o f  e x c e p t i o n a l  i n d i v i d u a l s  

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

d o n e ,  no  nonUnc-22  p r o g e n y  w e r e  o b s e r v e d  w h e r e a s  a  t o t a l  o f  3 7  

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

e x p e r i m e n t s .  A l l  o f  t h e  3 7  nonUnc-22  h e r m a p h r o d i t e s  w e r e  p r o g e n y  

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

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

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

r e s u l t  o f  a  c o n v e r s i o n  e v e n t  o f  o n e  o f  t h e  u n c - 2 2  a l l e l e s .  Two 

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

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

t w o  a n o m a l o u s  u n c - 5  - + +/uric-5unc-22 - + i n d i v i d u a l s  o b s e r v e d  i n  

t h e  e x p e r i m e n t  t o  p o s i t i o n  s 6 9 9  r e l a t i v e  t o  - s 8  c o u l d  b e  t h e  

r e s u l t  o f  a  c r o s s o v e r  b e t w e e n  u n c - 2 2 ( s 8 )  a n d  d p y - 4  t o  g e n e r a t e  

a n  u n c - 5 u n c - 2 2 ( s 8 )  - + F1 ch romosome .  A c o n v e r s i o n  o f  t h e  - s 8  

a l l e l e  o n  t h i s  ch romosome  t o  a  w i l d - t y p e  a l l e l e  i n  a n  F1 

i n d i v i d u a l  w i t h  t h e  g e n o t y p e  u n c - 5 u n c - 2 2 ( s 8 )  --- + / +  s 6 9 9  + would  

r e s u l t  i n  a n  Unc-5 F2 i n d i v i d u a l  i f  t h e  u n c - 5  - + - + ch romosome  

p a i r e d  w i t h  a n  u n c - 5  unc -22  - + c h r o m o s o m e .  H o w e v e r ,  t h e  e x a c t  

same r e s u l t  wou ld  b e  o b t a i n e d  i f  t h e  u n c - 5  m a r k e r  c r o s s e d  o n t o  

t h e  --- + s 6 9 9  + c h r o m o s o m e  t o  p r o d u c e  a n  u n c - 5 u n c - 2 2 ( s 6 9 9 )  

+/uric-5unc-22(s 8 ) d p y - 4  F1 i n d i v i d u a l .  C o n v e r s i o n  o f  t h e  s 6 9 9  

m u t a t i o n  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  p a i r i n g  o f  t h e  r e s u l t i n g  u n c - 5  A + - + 

ch romosome  w i t h  and  u n c - 5 u n c - 2 2 ( s 6 9 9 )  A + c h r o m o s o m e  wou ld  r e s u l t  



i n  t h e  Unc-5 h e r m a p h r o d i t e  t h a t  was  o b s e r v e d .  

The o n l y  c o n f i r m e d  c o n v e r s i o n  e v e n t s  o f  u n c - 2 2  m u t a t i o n s  

w e r e  f o u n d  i n  t h e  m a p p i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  s 7 0 0 .  E i g h t  

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

e x p e r i m e n t  w i t h  s 8  w h e r e a s  a l l  s i x  e x c e p . t i o n a 1  p r o g e n y  i n  t h e  - 

e x p e r i m e n t  w i t h  s 1 8  w e r e  c o n v e r t a n t s .  The  r a t e s  o f  t h e s e  - 

c o n v e r s i o n  e v e n t s  w e r e  3  o u t  o f  6 1 7 , 7 0 6  ( 1 / 2 0 5 , 0 0 0 . )  p r o g e n y  i n  

t h e  s 8 / s 7 0 0  e x p e r i m e n t  a n d  6  o u t  o f  7 8 6 , 0 3 9  ( l / l 3 l , O O O )  p r o g e n y  

i n  t h e  s 1 8 / s 7 0 0  e x p e r i m e n t .  The  c o n v e r s i o n  e v e n t  i s  n o t  s p e c i f i c  

t o  t h e  s 7 0 0  m u t a t i o n  s i n c e  b o t h  s 8  a n d  s 1 8  a l s o  c o n v e r t e d ,  - - 

a l t h o u g h  i n  b o t h  c a s e s ,  t h e  s 7 0 0  a l l e l e  c o n v e r t e d  t w i c e  a s  o f t e n  

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

p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  s 7 0 0  m u t a t i o n  i s  a  d e f i c i e n c y  s i n c e -  F i n k  

a n d  S t y l e s  ( 1 9 7 4 )  w o r k i n g  o n  t h e  HIS-4 l o c u s  i n  y e a s t  o b s e r v e d  

c o n v e r s i o n  o f  d e l e t i o n  m u t a t i o n s .  H o w e v e r ,  i f  s 7 0 0  i s  a  d e l e t i o n  

i t  c a n n o t  i n c l u d e  t h e  s 1 8  m u t a n t  s i t e .  - 

Gene c o n v e r s i o n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  s e v e r a l  o r g a n i s m s  

i n c l u d i n g  - C .  e l e g a n s  ( R o s e  1 9 8 0 ;  Moerman 1 9 8 0 ) .  Moerman ( 1 9 8 0 )  

o b s e r v e d  1 0 4  nonUnc-22  i n d i v i d u a l s  i n  h i s  u n c - 2 2  f i n e - s t r u c t u r e  

m a p p i n g  e x p e r i m e n t s ,  1 5  o f  w h i c h  w e r e  t h e  r e s u l t  o f  a  c o n v e r s i o n  

o f  o n e  o f  t h e  u n c - 2 2  m u t a t i o n s  t o  w i l d - t y p e .  C l e a r l y ,  t h e  r a t i o  

o f  r e c o m b i n a n t s  t o  c o n v e r t a n t s  o b t a i n e d  b y  Moerman ( 8 7 : 1 5 )  i s  

much l a r g e r  t h a n  t h e  2 2 : 9  r a t i o  o b t a i n e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s .  

T h i s  r e s u l t  c a n  b e  e x p l a i n e d  by  t h e  f a c t  t h a t  t h e  u n c - 2 2  a l l e l e s  

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

t h a n  t h o s e  mapped b y  Moerman ( 1 9 8 0 ) .  C h o v n i c k  -- e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  



n o t e d  t h a t  i n  - D .  m e l a n o g a s t e r  t h e  number  o f  c r o s s o v e r  e v e n t s  

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

b e t w e e n  t h e  t w o  a l l e l e s  b e i n g  m a p p e d .  

XIII. U n u s u a l  r e c o m b i n a t i o n  e v e n t s  

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

was  t h e  o c c u r r e n c e  o f  o n e  c o n f i r m e d  F1  r e c o m b i n a t i o n  e v e n t  a n d  

f o u r  p u t a t i v e  F 1  e v e n t s  ( T a b l e  1 0 ) .  One e x c e p t i o n a l  i n d i v i d u a l  

was  i d e n t i f i e d  i n  t h e  F1  g e n e r a t i o n  a n d  t h e  g e n o t y p e  o f  t h i s  

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

o c c u r r e d  b e t w e e n  t h e  s 6 9 9  a n d  - s 1 8  a l l e l e s  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e .  

The f o u r  p u t a t i v e  F1  e v e n t s  w e r e  i d e n t i f i e d  i n  t h e  F2  g e n e r a t i o n  

by  t h e  p r e s e n c e  o f  a  l a r g e  n u m b e r  0 2 0 )  o f  nonUnc-22  p r o g e n y  o n  

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

a n d  t h e  o t h e r  o n e  was  a  c o n v e r s i o n  o f  s 7 0 0 .  

Moerman ( 1 9 8 0 )  a l s o  o b s e r v e d  b u r s t s  o f  nonUnc-22  p r o g e n y  i n  

h i s  u n c - 2 2  f i n e - s t r u c t u r e  m a p p i n g  e x p e r i m e n t s .  S i n c e  t h e  b u r s t  

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

p r o g e n y  o f  a n  F1  r e c o m b i n a n t  o r  c o n v e r t a n t  Moerman s u g g e s t e d  

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

r e c o m b i n a t i o n  o r  c o n v e r s i o n  e v e n t  d u r i n g  g a m e t o g e n e s i s .  F 1  

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

a n a l y s i s .  The  f r e q u e n c y  o f  t h i s  e v e n t  was  a b o u t  1 / 9 3 , 0 0 0  p r o g e n y  

w h e r e a s  t h e  f r e q u e n c i e s  o f  t h e  F 2  e v e n t s  i n  t h e  same e x p e r i m e n t  

w e r e  a b o u t  1 / 1 0 0 , 0 0 0  p r o g e n y .  W h e t h e r  t h e  o t h e r ,  p u t a t i v e  F1  



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

r e s u l t e d  f r o m  a n  F1  e v e n t  o r  f r o m  some o t h e r  e v e n t  i s  n o t  known.  

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

e x p e r i m e n t s  a r e  n o t  l i m i t e d  t o  t h e  u n c - 2 2  g e n e ;  t h i s  phenomenon  

h a s  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  f o r  t h e  u n c - 1 5  g e n e  i n  C .  e l e g a n s  (Rose  - 

1 9 8 0 )  a n d  t h e  r o s y  g e n e  i n  D .  m e l a n o g a s t e r  ( C h o v n i c k  e t  a l e  - -- 

1 9 7 1 ) .  

X I V .  R e s o l u t i o n  o f  t h e  f i n e - s t r u c t u r e  m a p p i n g  p r o c e d u r e  -- 

The c l o s e s t  u n c - 2 2  a l l e l e s  t h a t  w e r e  s e p a r a t e d  i n  t h i s  

s t u d y  w e r e  s 6 9 9  a n d  - s 1 8 ,  w h i c h  w e r e  f o u n d  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  

0.0012-map u n i t s  a p a r t .  U s i n g - t h e  e s t i m a t e  . o f  267  Kb o f  -DNA p e r  

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

s e p a r a t e d  by  a b o u t  3 2 0  n u c l e o t i d e  p a i r s .  Moerman ( 1 9 8 0 )  

s e p a r a t e d  t w o  a l l e l e s ,  - s 1 6  a n d  - s 8 ,  t h a t  w e r e  0.0007-map u n i t s  o r  

a b o u t  2 0 0  b a s e  p a i r s  a p a r t .  J u s t  o v e r  h a l f  a  m i l l i o n  F 2  p r o g e n y  

w e r e  s c r e e n e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t  t h a t  p o s i t i o n e d  s 6 9 9  r e l a t i v e  t o  
- 

s 1 8  ( T a b l e  9 ) .  The  l a r g e s t  s a m p l e  t h a t  was  s c r e e n e d  i n  t h i s  - 
a n a l y s i s  c o n s i s t e d  o f  a b o u t  7 8 6 , 0 0 0  F2 h e r m a p h r o d i t e s  ( T a b l e  9 ) .  

W i t h  a  s a m p l e  s i z e  t h i s  l a r g e  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  s e p a r a t e  

m u t a t i o n  s i t e s  t h a t  a r e  o n l y  70  n u c l e o t i d e s  a p a r t .  

I n  a d d i t i o n  t o  t h e  u n c - 2 2  g e n e ,  f i n e - s t r u c t u r e  maps  h a v e  

b e e n  c o n s t r u c t e d  f o r  t h r e e  o t h e r  g e n e s  i n  - C .  e l e g a n s :  u n c - 1 3  a n d  

u n c - 1 5  ( R o s e  a n d  B a i l l i e  1 9 8 0 )  a n d  u n c - 5 4  ( W a t e r s t o n  -- e t  a l .  

1 9 8 2 ) .  A l l  t h r e e  o f  t h e s e  g e n e s  a r e  o n  l i n k a g e  g r o u p  - I ( s e e  t h e  



g e n e t i c  map i n  A p p e n d i x  1 ) .  u n c - 1 3  a n d  u n c - 1 5  a r e  a d j a c e n t ,  g e n e s  

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

( R o s e  a n d  B a i l l i e  1 9 8 0 ) .  H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  o n l y  a  l i m i t e d  

n u m b e r  o f  m u t a t i o n s  i n  t h e s e  t w o  g e n e s .  T h e  u n c - 1 5  g e n e  i s  t h e  

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

u n c - 1 3  g e n e  p r o d u c t  h a s  n o t  b e e n  i d e n t i f i e d .  T h e  u n c - 5 4  g e n e  

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

m u s c u l a t u r e  o f  - C .  e l e g a n s  (McLeod -- e t  a l .  1 9 7 7 ) .  T h e  

f i n e - s t r u c t u r e  map o f  t h i s  l o c u s  i s  v e r y  e x t e n s i v e  a n d ,  i n  

a d d i t i o n ,  u n c - 5 4  h a s  b e e n  c l o n e d  (McLeod -- e t  a l .  1 9 8 1 )  a n d  

s e q u e n c e d  ( K a r n  -- e t  a l .  1 9 8 3 ) .  T h e  r e g i o n  a r o u n d  u n c - 5 4  i s  n o t  

w e l l  c h a r a c t e r i z e d  n o r  h a v e  t h e  a d j a c e n t  g e n e s  t o  t h e  l e f t  a n d  

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

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

t h e  f i n e - s t r u c t u r e  map  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  i s  n o t  a s  e x t e n s i v e  a s  

t h e  u n c - 5 4  m a p ,  i t  c a n  e a s i l y  b e  e x p a n d e d  s i n c e  t h e r e  a r e  many 

a l l e l e s  o f  t h i s  g e n e .  T h e  r e g i o n  a r o u n d  u n c - 2 2  i s  w e l l  

c h a r a c t e r i z e d  a n d  t h e  t w o  a d j a c e n t  g e n e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d .  

X V .  T h e  u n c - 2 2  r e g i o n  a s  a  m o d e l  s y s t e m  -- - -  

T h i s  t h e s i s  e s t a b l i s h e s  t h e  u n c - 2 2  - I V  g e n e  a n d  t h e  a d j a c e n t  

r e g i o n  i n  - C .  e l e g a n s  a s  a n  e x p e r i m e n t a l  s y s t e m  f o r  s t u d y i n g  t h e  

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

a r o u n d  t h i s  g e n e .  T h e  u n c - 2 2  r e g i o n  i s ,  a t  p r e s e n t ,  t h e  b e s t  

g e n e t i c a l l y  c h a r a c t e r i z e d  r e g i o n  o f  t h e  - C .  e l e g a n s  g e n o m e .  C. 



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

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

u n d e r t a k e n .  

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

a n d  g e n e  r e g u l a t i o n ,  t h e  u n c - 2 2  r e g i o n  c o m p a r e s  v e r y  f a v o r a b l y  

t o  t h e  r o s y  s y s t e m  i n  - D .  m e l a n o g a s t e r .  A f i n e - s t r u c t u r e  map o f  

t h e  u n c - 2 2  g e n e  e x i s t s  (Moerman a n d  B a i l l i e  1 9 7 9 ;  Moerman 1 9 8 0 ;  

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

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

( W a t e r s t o n  1 9 8 1 ) .  T h e  u n c - 2 2  g e n e  p r o d u c t ,  a l t h o u g h  n o t  y e t  

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

i n  m u s c l e  c e l l s .  T h e  a d j a c e n t  g e n e s  o n  b o t h  s i d e s  o f  t h e  u n c - 2 2  

g e n e  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d ,  t h u s  d e l i m i t i n g  . t h e  e x t e n t  o f -  t h i s  

g e n e .  Many o f  t h e  e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h e  r e g i o n  a r o u n d  u n c - 2 2  

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

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

r e g i o n s ,  t o  e s t i m a t e  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  g e n e s  i n  - C .  e l e g a n s .  

T h e  a p p r o x i m a t e  t i m e  t h a t  t h e s e  g e n e s  a r e  r e q u i r e d  d u r i n g  

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

s t u d y  t h e  g e n e s  i n  t h e  u n c - 2 2  r e g i o n  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e y  

a r e  f u n c t i o n a l l y  r e l a t e d .  F i n a l l y ,  t h e  u n c - 2 2  g e n e  a n d  t h e  

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



X V I .  L i m i t a t i o n s  o f  e x p e r i m e n t a l  t e c h n i q u e s  - 

I n  t h i s  t h e s i s ,  I h a v e  c o n c e n t r a t e d  o n  i d e n t i f y i n g  and  

p o s i t i o n i n g  e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h e  s D f 2  r e g i o n ,  a s s u m i n g  t h a t  

t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  g e n e s  i n  - C.  e l e g a n s  a r e  e s s e n t i a l  f o r  

d e v e l o p m e n t .  The  m e t h o d  e m p l o y e d  ( i . e .  i s o l a t i n g  p o i n t  m u t a t  i o n s  

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

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

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

r e g i o n  had  b e e n  p r e v i o u s l y  i s o l a t e d .  No a t t e m p t  was  made i n  t h i s  

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

p h e n o t y p e s .  I t  i s ,  t h e r e f o r e ,  p o s s i b l e  t h a t  t h e r e  a r e  more  t h a n  

two  n o n e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h e  - s D f 2  r e g i o n .  _ 

Two m e t h o d s  w e r e  u s e d  t o  p o s i t i o n  t h e  m u t a t i o n s  

r e p r e s e n t i n g  t h e  e s s e n t i a l  a n d  n o n e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h e  s D f 2  

r e g i o n ;  r e c o m b i n a t  i o n  m a p p i n g  a n d  d e f i c i e n c y  m a p p i n g .  D e f i c i e n c y  

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

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

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

i n c l u d i n g  t h e  n u m b e r  o f  F1 p r o g e n y  s a m p l e d ,  t h e  number  o f  

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

r e c o m b i n a n t  i n d i v i d u a l s .  L a r g e  n u m b e r s  o f  F1 p r o g e n y  w e r e  

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

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

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

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



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

i f  some r e c o m b i n a n t s  w e r e  n o t  i d e n t i f i e d .  H o w e v e r ,  I a m  

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

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

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

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

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

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

m u t a t i o n s  u n c o v e r e d  b y  s D f 2  w a s  d e t e r m i n e d  b y  c o m p l e m e n t a t i o n  

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

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

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

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

g e n e s  i d e n t i f i e d .  

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

e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h e  s D f 2  r e g i o n  ( A p p e n d i x  3 )  a s s u m e s  t h a t  a l l  

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

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

s i z e ,  G C  c o n t e n t  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  r e g i o n s  i n  t h e  g e n e  w h e r e  

m u ' t a t i o n s  d o  n o t  a f f e c t  g e n e  f u n c t i o n .  

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

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

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

r e c o m b i n a n t s  o b s e r v e d .  I n  a d d i t i o n ,  some o f  t h e  n o n U n c - 2 2  

r e c o m b i n a n t s  may h a v e  b e e n  m i s s e d .  



X V I I .  Summary a n d  P r o s p e c t s  

A s  i n d i c a t e d  i n  t h e  INTRODUCTION t h e  a i m  o f  t h i s  a n a l y s i s  

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

m a t e r i a l  i n  h i g h e r  e u c a r y o t e s .  T h e  s D f 2  r e g i o n  d e s c r i b e d  i n  t h i s  

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

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

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

1 .5-map u n i t s  o n  LG I V .  T h e s e  g e n e s  w e r e  p o s i t i o n e d  b y  t w o  -- 

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

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

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

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

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

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

a b o u t  2 1 3  o f  t h e  e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h i s  r e g i o n .  T h e r e f o r e ,  

a s s u m i n g  a  t o t a l  o f  3 2  e s s e n t i a l  a n d  t w o  n o n e s s e n t i a l  g e n e s ,  t h e  

g e n e s  i n  t h i s  i n t e r v a l  a r e  s e p a r a t e d  b y  a p p r o x i m a t e l y  0 .05-map  

u n i t s .  

T h i s  g e n e t i c  a n a l y s i s  o f  t h e  s D f 2  r e g i o n  c o m p l e m e n t s  t h e  

f i n e - s t r u c t u r e  a n a l y s i s  o f  u n c - 2 2  - I V ,  o n e  o f  t h e  g e n e s  i n  t h i s  

r e g i o n  ( M o e r m a n  a n d  B a i l l i e  1 9 7 9 ;  Moerman 1 9 8 0 ;  t h i s  t h e s i s ) .  

T h e  maximum s i z e  o f  t h i s  g e n e ,  w h i c h  i s  d e f i n e d  a s  t h e  d i s t a n c e  

b e t w e e n  t h e  a d j a c e n t  g e n e s  o n  e i t h e r  s i d e  o f  u n c - 2 2 ,  i s  0 .1-map 

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



b y  t h e  p r e s e n t  f i n e - s t r u c t u r e  m a p ,  i s  0 .02-map  u n i t s .  A t  , 

p r e s e n t ,  t h e  c o d i n g  e l e m e n t  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  i n c l u d e s  t h e  

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

d e l e t i o n s  o f  u n c - 2 2  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a n d  p o s i t i o n e d .  I n  

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

a f f e c t i n g  t h e  a d j a c e n t  g e n e s ,  l e t - 5 6  a n d  u n c - 2 2 ,  h a s  b e e n  

p o s i t i o n e d  i n s i d e  t h e  u n c - 2 2  g e n e .  T h i s  f o r m a l d e h y d e - i n d u c e d  

m u t a t i o n  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  d o m i n a n t  Unc-22  p h e n o t y p e  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  m u t a n t  u n c - 2 2  g e n e  i s  t r a n s c r i b e d .  T h e  

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

t h e  u n c - 2 2  g e n e  h a s  b e e n  d e l e t e d  a n d  t h a t  t h e  u n c - 2 2  g e n e  i s ,  

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

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

a n a l y s i s .  

T h e  7 0  k i l o d a l t o n  ( K d )  h e a t  s h o c k  g e n e  i n  - C .  e l e g a n s  

( S n u t c h  a n d  B a i l l i e  1 9 8 3 )  h a s  b e e n  c l o n e d  a n d  p o s i t i o n e d  n e a r  

d p y - 4  o n  l i n k a g e  g r o u p  - I V  u s i n g  a  r e s t r i c t i o n  f r a g m e n t  l e n g t h  

d i f f e r e n c e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c l o n e d  D N A  b e t w e e n  t h e  B r i s t o l  

a n d  B e r g e r a c  s t r a i n s  o f  - C.  e l e g a n s  ( s e e  R e s u l t s ;  T.  S n u t c h ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  Two a d d i t i o n a l  r e c o m b i n a n t  D N A  c l o n e s  

h a v e  b e e n  m a p p e d  i n  t h e  same r e g i o n  ( ~ o s e  -- e t  a l .  1 9 8 2 ) .  A t t e m p t s  

t o  c l o n e  t h e  u n c - 2 2  g e n e  b y  c h r o m o s o m e  w a l k i n g  f r o m  t h e s e  s i t e s ,  

w h i c h  a r e  a p p r o x i m a t e l y  5-map u n i t s  f r o m  u n c - 2 2  a r e  i n  p r o g r e s s  

( D . B a i l l i e  a n d  K .  B e c k e n b a c h ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  S e v e r a l  

d e l e t i o n s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  i n  t h e  r e g i o n  b e t w e e n  u n c - 3 1  a n d  

d p y - 4  o n  l i n k a g e  g r o u p  - I V  ( F i g u r e  5 )  a s  p a r t  o f  a g e n e t i c  



c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h a t  r e g i o n  ( D . B a i l l i e  a n d  G .Wi ld ,  p e r s o n a l  

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

ch romosome  w a l k i n g  by  r e d u c i n g  t h e  l e n g t h  o f  t h e  r e g i o n  b e t w e e n  

t h e  c l o n e d  D N A  f r a g m e n t s  a n d  t h e  u n c - 2 2  g e n e .  The  -- s D f 2 ,  s D f 7 ,  

s D f 8 ,  s D f 9  a n d  s D f l O  d e f i c i e n c i e s  w i l l  b e  e x t r e m e l y  u s e f u l  i n  -- 

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

r e g i o n  a d j a c e n t  t o  unc -22  w h i l e  t h e  i n t e r n a l  d e l e t i o n s  o f  t h e  

u n c - 2 2  g e n e  w i l l  i d e n t i f y  c l o n e s  c o n t a i n i n g  t h e  unc -22  g e n e .  

The m o l e c u l a r  a n a l y s i s  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  w i l l  e n a b l e  u s  t o  

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

s D f l 9 ,  a n d  t o  c o m p a r e  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e s e  m u t a t i o n s  i n  t h e  

f i n e - s t r u c t u r e  map w i t h  t h e i r  p o s i t i o n s  i n  t h e  D N A  s e q u e n c e .  

S i n c e  t h e  c l o n i n g  o f  t h e  unc -22  g e n e .  s h o u l d  make t h e  

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

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

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

o f  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h i s  g e n e  t o  b e  e l u c i d a t e d .  D N A  s e q u e n c i n g  

and  m R N A  h y b r i d i z a t i o n  e x p e r i m e n t s  w i l l  d e f i n e  t h e  u n c - 2 2  

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

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

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

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

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

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

e x a c t  number  o f  g e n e s  i n  t h i s  r e g i o n ,  t h e  a m o u n t  o f  D N A  r e q u i r e d  

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



a m o u n t  o f  D N A  i n  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  2. e l e g a n s  g e n o m e .  

X V I I I .  P r o p o s a l s  f o r  f u r t h e r  r e s e a r c h  

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

e x t e n d  t h e  g e n e t i c  a n a l y s i s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s .  

1 .  G e n e r a t e  a d d i t i o n a l  d e f i c i e n c i e s  i n  t h e  u n c - 2 2  r e g i o n  

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

p o s i t i o n  t h e  e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h i s  r e g i o n .  

2 .  C o n t i n u e  i s o l a t i n g  l e t h a l  a n d  s t e r i l e  m u t a t i o n s  i n  t h e  

s D f 2  r e g i o n  u n t i l  a l l  o f  t h e  e s s e n t i a l  g e n e s  i n  t h i s  r e g i o n  h a v e  

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

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

g e n e s  w i t h .  t h e  i n f o r m a t i o n a l  s u p p r e s s o r  s u p - 7  - X ( W a t e r s t o n  

1 9 8 1 ) .  

4 .  D e t e r m i n e  i f  t h e  s D f 8  d e f i c i e n c y  b r e a k s  i n s i d e  t h e  

u n c - 2 2  g e n e  b y  f i n e - s t r u c t u r e  m a p p i n g  w i t h  t h e  - s 1 2  a l l e l e  o f  

u n c - 2 2 .  

5. D e t e r m i n e  i f  a n y  o f  t h e  50 u n m a p p e d  u n c - 2 2  a l l e l e s  a r e  

s u p p r e s s a b l e  b y  s u p - 7  a n d  p o s i t i o n  a n y  t h a t  a r e  s u p p r e s s e d  i n t o  

t h e  f i n e - s t r u c t u r e  map  t o  d e f i n e  t h e  c o d i n g  e l e m e n t  o f  t h i s  

g e n e .  

6 .  I d e n t i f y  r e g u l a t o r y  m u t a n t s  o f  t h e  u n c - 2 2  g e n e  a n d  

p o s i t i o n  t h e s e  m u t a t i o n s  i n t o  t h e  f i n e - s t r u c t u r e  map.  



7 .  D e t e r m i n e  w h e t h e r  r e c - 1 ,  a  m u t a t i o n  w h i c h  i n c r e a s e g  

r e c o m b i n a t i o n  f r e q u e n c y  i n  - C .  e l e g a n s  ( R o s e  a n d  B a i l l i e  1 9 7 9 ) ,  

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

u n c - 2 2  g e n e .  

8. A n a l y z e  t h e  s D f 2  r e g i o n  a t  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l  b y  

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

9 .  D e t e m i n e  t h e  p r o t e i n  p r o d u c t s  o f  u n c - 2 2  a n d  t h e  

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

c l o n e s .  

1 0 .  C l o n e  a n d  s e q u e n c e  some o f  t h e  m u t a n t  u n c - 2 2  g e n e s ,  

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

d e t e r m i n e  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  l e s i o n s .  
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APPENDIX 2 

D e r i v a t i o n  o f  t h e  m a p p i n g  e q u a t i o n  

p  = I - J i  - [ ~ U / ( U + W ) ]  

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

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

h e t e r o z y g o t e  o f  t h e  g e n o t y p e ,  a  b / +  +, t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  

r e c o m b i n a n t  g a m e t e s  (a a n d  - + b )  i s  p  w h i l e  t h e  f r e q u e n c y  o f  

t h e  n o n r e c o m b i n a n t  g a m e t e s  ( a  b  a n d  + +) i s  1 - p .  The - - 
f r e q u e n c i e s  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  a n d  n o n r e c o m b i n a n t  p r o g e n y  o f  a n  

a  b / +  + h e r m a p h r o d i t e  a r e  shown i n  t h e  P u n n e t t  s q u a r e  b e l o w .  The 

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



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

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

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

h e r m a p h r o d i t e .  

R = n u m b e r  o f  p h e n o t y p i c a l l y  r e c o m b i n a n t  p r o g e n y  
-- 

t o t a l  p r o g e n y  

R = f r e q u e n c y  o f  r e c o m b i n a n t  p r o g e n y  



s o l v e  f o r  p  u s i n g :  -b - J I 2 a  

I n  t h e  c a s e  o f  a  l e t - a ( s x ) u n c - 2 2 ( s 7 ) / +  + h e r m a p h r o d i t e  w h e r e  1 1 4  - 

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

t o t a l  n u m b e r  o f  p r o g e n y  i s  c a l c u l a t e d  a s  4 / 3 ( W i l d  + U n c - 2 2 )  a n d  

t h e  n u m b e r  o f  r e c o m b i n a n t  p r o g e n y  a s  2 ( U n c - 2 2 ) .  

T h e r e f o r e :  

a n d  

p  = 1 - J1 - 2 [ 3 U / 2 ( U  + W)] 



APPENDIX 3 

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

e s s e n t i a l  g e n e s  u n c o v e r e d  b y  s D f 2  

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

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

M e n e e l y  a n d  H e r m a n  ( 1 9 7 9 ;  1 9 8 1 ) .  T h i s  m e t h o d  a s s u m e s  t h a t  t h e  

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

P o i s s o n  d i s t r i b u t i o n .  

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

o f  m u t a t e d  g e n e s  r e p r e s e n t e d  b y  m o r e  t h a n  o n e  m u t a n t  ( f  ). 

A c c o r d i n g  t o  t h e  P o i s s o n  d i s t r i b u t i o n  

f  = ( I - e  -m - m e - m  ) / ( I  - e q m  ) 

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

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

I n  t h i s  s t u d y ,  t w e n t y  e s s e n t i a l  g e n e s  w e r e  i d e n t i f i e d ,  

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

F o r  f  = 8 / 2 0 ;  m = 0 . 9 5  a n d  e-m = . 3 9  t h u s ,  t h e  t w e n t y  e s s e n t i a l  

g e n e s  i d e n t i f i e d  r e p r e s e n t  6 1 %  o f  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  g e n e s  i n  

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

r e g i o n  i s  3 2 .  
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S t r a i n  

L i s t  o f  s t r a i n s  c a r r y i n g  t h e  l e t h a l  and 

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

Gene ( m u t a t i o n )  



l e t  - 6 9 ( s 6 8 4 )  
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