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RESUMEN

SDF1la es una molécula quimioatractante necesaria para diversas funciones durante
el desarrollo que involucran migracién celular dirigida. Este ligando interactiia con
los receptores CXC y participa en la guia y anidamiento de células primordiales
germinales e inmunes, entre otras. Nosotros nos focalizamos en descubrir funciones
biologicas adicionales para esta molécula, especificamente en el sistema de la linea
lateral del pez cebra. Este sistema se forma mediante la migracion direccional de un
primordio de células que recorre el cuerpo del embrién siguiendo una ruta definida
por la expresién de SDFla. A través de un proceso morfogenético altamente
complejo, el primordio deposita grupos de células regularmente espaciados que se
diferencian como los érganos mecanosensores llamados neuromastos.

Como parte de una busqueda a gran escala de mutantes que afecten el desarrollo de
la linea lateral, rescatamos una mutacion puntual en sdfia, un gen encontrado
previamente mutado en el mutante medusa. En los mutantes para sdfla, el primordio
es capaz de migrar aunque a una velocidad menor con respecto a la condicién
silvestre. Ademds, los primordios mutantes pierden la capacidad de migrar a través
del camino correcto, el miosepto horizontal, y lo hacen por rutas aberrantes. Para
desarrollar el trabajo hemos utilizados peces portadores de la mutacidn en el gen

sdfla y que, al mismo tiempo, expresan los marcadores GFP y/o RFP en células del




primordio, glias, y/o en el nervio de la LLP, para asf visualizar mejor el fenotipo. La
migracién de estos componentes en peces mutantes y silvestres fue monitoreada a
través de microscopia de tiempo exiendido y se analizé la formacion de protrusiones,
polaridad, proliferacién, ruta migratoria y polarizacién de microtibulos. Estos
resultados muesiran que el primordio mutante no se polariza correctamente y que la
proliferacién se encuentra reducida comparada con el primordio silvestre. Sin
embargo, en mutantes sdfla los neuromastos son depositados y son funcionales.
También examinamos la interaccion nervio-primordio: a diferencia de lo que ocurre
en peces silvestres, en peces mutantes i) el nervio crece permanentemente
extendiéndose de manera independiente del primordio, ii) se defascicula, y iii)
genera ramas que no inervan neuromastos. Sin embargo, las glias que acompafian al
nervio se desarrollan normalmente y estan presentes en todas las ramas del nervio. El
proceso de regeneracidon del nervio post axotomia no se ve afectado en peces
mutantes. Se concluye que la ausencia de SDFla no impide la migracién de este
cohorte de células, pero es requerido para mantener la cohesividad del sistema, para
asegurar la direccionalidad de migracién del primordio, v directa o indirectamente,

para generar la adecuada fasciculacidn del nervio y su correcta extension axonal.




ABSTRACT

SDF1a is a chemoattractant necessary for diverse functions during development that
involve directed cell migration. This ligand interacts with CXC receptors and
participates in guidance and homing of primordial germ cells and immune cells,
among other cell types. We aim to uncover additional biological functions for this
molecule, specifically in the zebrafish mechanosensory lateral line system. This
system is formed by directional migration of a primordium of cells that runs through
the body of the embryo along a path defined by the expression of SDF1a. Through a
highly complex morphogenetic process, the primordium deposits regularly spaced
clusters of cells that differentiate as mechanosensory organs called neuromasts.

As part of a large-scale screen to search for zebrafish mutants affecting the lateral
line, we recovered a point mutation in sdf/a, a gene previously found mutated in
medusa mutants. In sdfla mutants, the lateral line primordium migrates, albeit at a
slower speed than the wild type primordium. Furthermore, mutant primordia fail to
travel along the proper pathway, the horizontal myoseptum, instead following
aberrant directions. In this work, we used zebrafish carrying mutations for sdfla that,
at the same time express expressing GFP/RFP markers in the primordium,
neuromasts, glial cells and/or nerve of the lateral line to further examine the
phenotype. Migratory events were monitored through timelapse microscopy by
protrusion formation, polarity, proliferation, migration pathway and microtubule

polarization. These results show that the mutant primordium fails to polarize
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correctly and that there is reduced proliferation compared to wild type primordia.
However, in mutants, neuromasts are deposited and they are functional. We also
examined the primordium-nerve interaction; in mutant fish i) the growing nerve
consistently travels independently of the primordium, ii) it defasciculates and iii) it
generates branches that do not innervate neuromasts. However, glial cells appear
normal and are present in all branches of the nerve. The nerve regeneration process is
not affected in mutants after axotomy. We conclude that the absence of SDF1a does
not prevent migration of this cellular cohort, but that is required to maintain
cohesiveness, for primordium migration directionality and, directly or indirectly, to

generate proper nerve fasciculation and proper axonal extension.
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1. INTRODUCCION

La migracién celular colectiva es el desplazamiento coordinado de un grupo
coherente de células que interactian entre ellas (Haas y Gilmour, 2006). Este proceso
biolégico es indispensable durante a morfogénesis en el desarrollo embrionario de
organismos multicelulares (David et al., 2002; Haas y Gilmour, 2006; Streichan et al.,
2011; Theveneau et al., 2010), asi como también en procesos anormales observados
en organismos superiores como la metastasis durante la progresién de algunos tipos
de cancer (Friedl y Gilmour, 2009).

En el contexto del embrion, durante el desarrollo animal, dicho proceso migratorio
permite la formacién de estructuras y érganos en posiciones especificas (Dambly-
Chaudiére et al., 2003). Estos movimientos celulares durante la morfogénesis son
finamente regulados, dependiendo de varios factores que incluyen sefializaciones
tréficas para la comunicacidn entre tejidos (David et al.,, 2002), La quimiotaxis,
involucra sefiales troficas y es un mecanismo bastante aceptado como un nodo de
control importante al momento de regular estos movimientos, dirigiendo células
individuales o grupos de ellas a través de gradientes moleculares (Dormann y Weijer,
2001). Las quimioquinas son proteinas de bajo peso molecular (atractantes o

repelentes) las cuales son responsables de dirigir y guiar el movimiento. SDF1 es una




quimioquina presente en vertebrados que se a descrito y estudiado por participar en
estos procesos que involucran desplazamiento de células.

Los eventos que comprenden migracion celular dirigida fueron inicialmente
estudiados en cultivo celular (Vicente-Manzanares y Rick, 2011). Mas tarde se
incorporaron modelos invertebrados como Drosophila melanogaster (Prasad et al.,
2011; Moreira et al., 2011), Caenorhabditis elegans (Wong et al,, 2011) y
Dictyostelium discoideum (Artemenko et al, 2011), los cuales han permitidos
estudiar ampliamente dicho proceso y sentaron las bases mecanisticas y moleculares
iniciales de la migracion celular colectiva.

El éxito de los estudios realizados en estos modelos, se basa en la existencia de
atractivas caracteristicas, variadas herramientas genéticas y en la capacidad de
realizar monitoreo in vivo, lo que ha permitido estudiar el proceso de migracién
celular con gran detalle (Fried] y Gilmour, 2009), dejando en evidencia que ese nivel
de resolucién en un organismo intacto es una herramienta poderosa para estudiar un
proceso a nivel molecular y sistémico (Vicente-Manzanares y Rick, 2011). En la
préactica, la razon por la cual la migracién celular ha sido ampliamente estudiada en
los modelos anteriormente nombrados es debido a sus propiedades Opticas,
herramientas moleculares y de transgénesis que han permitido introducir marcadores
en determinados grupos celulares para seguir procesos in vivo bajo el microscopio.
Esto sumado a que los procesos de desarrolio son relativamente répidos, y a que
existen mutantes y otros recursos para hacer anélisis funcionales de genes, llevan a
concluir que este conjunto de propiedades y ventajas son fundamentales para disectar

la mecanica de migracion celular en un contexto normal y en un organismo completo
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(Vicente-Manzanares y Rick, 2011; Wong et al., 2011; Moreira et al., 2011; Prasad
et al., 2011; Artemenko et al., 2011).

En estudios con fines biomédicos surgié la necesidad de contar con modelos
vertebrados que fuesen mds cercanos a los humanos, para realizar aproximaciones
mas relevantes. Por ello, la linea lateral del pez cebra recientemente ha ganado
posicidén como un atractivo modelo en vertebrados, en el que ocurren procesos de
migracion colectiva durante la organogénesis, presentando ademds las caracteristicas
simples y similares a las ventajas anteriormente mencionadas en invertebrados. Este
€s un sistema sensorial presente en peces y anfibios que comprende sélo 6 tipos
celulares, el cual se forma a través de un patrén casi invariable, el cual se encuentra
inervado por axones que se extendienden cientos de micrones en linea recta
(Dambly-Chaudiére et al, 2003). Todas estas ventajas combinadas con las
intrinsecas del organismo modelo del pez cebra que se detallan a continuacién, han
posicionado a este sistema como un escenario afractivo para combinar analisis
genéticos, celulares y moleculares (Ghysen et al., 2004) y que han permitido estudiar
varios procesos biologicos como morfogénesis (Dambly-Chaundiére et al., 2003),
inervacién (Bricaud et al., 2001), proliferacion (Laguerre et al., 2005), diferenciacién

(Grant et al., 2005), y migracion (David et al., 2002).

1.1 El pez cebra como modelo de estudio

El pez cebra (Danio rerio), es un pequefio pez tropical de agua dulce proveniente del
sudeste asiatico. Debido a su tamafio (Figura 1), facil cultivo, manipulacion y rapido
desarrollo, este organismo se ha convertido en un importante modelo vertebrado en

la actualidad (Harper y Lawrence, 2010).




Este es un pez teledsteo introducido como animal modelo para realizar estudios
genéticos durante los afios 70, por el Dr. George Streisinger de la Universidad de
Oregon, Estados Unidos (Chitnis et al., 2011). El pez cebra cuenta con una version
simplificada de los organos y estructuras presentes en vertebrados superiores
(Niisslein-Volhard y Dahm 2002), y por esta razon, durante las ultimas décadas, ha
sido utilizado como modelo de estudio en diversos procesos bioldgicos asi como
también de procesos patologicos para el estudio de enfermedades (Harper y

Lawrence, 2010).
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Figura 1: Estadios del pez cebra. Este cuadro muestran distintas etapas del desarrollo del pez cebra: A)
Fotografia de un pez cebra adulto. Estos miden aproximadamente 3cm de largo (de cabeza a cola). B)
Distintos estadios del embrion del pez cebra. desde 0 a 40hpf. En estos embriones es posible ver el
ovulo fecundado a las Ohpf, la formacion del blastomero 4hpf, la gastrulacion del embrion 6 v 8hpf, y
la morfogénesis, 10, 18, 24 y 48hpf (Kimmel et al., 1995). También es posible ver una larva de 5dpf,
esta larva presenta ya todos sus érganos formados y solo le falta crecer. Ademas es capaz de nadar y
alimentarse. C) Grupo de embriones de 40hpf dentro del corion observados bajo lupa, notese la
facilidad de visualizacion de las distintas estructuras del pez por simple observacion, eso se debe a la
transparencia de los tejidos en estadios tempranos. D) Larvas de 72hpf, estas larvas ya no presentan
corion y se pueden agrupar decenas de ellas en una misma placa Petri.
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Este animal, cuenta con una larga lista de caracteristicas favorables, entre las que
destacan:

1.- Fdcil manejo. Debido a el tamaiio del animal en estado adulto {aproximadamente
3cm) permite almacenar decenas de individuos en un espacio reducido (Niisslein-
Volhard y Dahm, 2002).

2.-Procesos bioldgicos accesibles. La transparencia durante los estados embrionarios

y larvales, permite visualizar procesos in vivo de una manera accesible y no invasiva
(Niisslein-Volhard y Dahm, 2002).

3.- Ciclo de vida corto. Frente a nuestra escala temporal, el pez cebra presenta un

ciclo de vida de corto periodo de duracién. El organismo ha terminado su
embriogénesis y presenta un plan corporal definido, a los 3 dias post fertilizacién. A
los 3 meses ya es sexualmente maduro (Niisslein-Volhard y Dahm, 2002).

4.- Gran numero de individuos por cruza. Presenta fecundacion externa y se puede

obtener ficilmente mas de 100 embriones diarios por cruza a partir de una pareja
(Niisslein-Volhard y Dahm, 2002).

5.- Diversas cepas transgénicas y mutantes. El genoma del pez cebra se encuentra

completamente secuenciado, lo que ha permitido desarrollar herramientas y
metodologias para lograr un gran mimero de cepas transgénicas y mutantes. Las
cepas transgenicas disponibles han permitido seguir procesos in vivo, y, junto a los
mutantes, han permitido obtener informacién sobre la funcién de diversos genes.
Esta es una de las principales ventajas y que lo han convertido en un modelo ideal
para corroborar un sin niimero de evidencias obtenidas in vifro v contextualizar los

diversos procesos y acontecimientos biolégicos en el animal intacto,



1.2 Desarrollo embrionario del pez cebra y la linea lateral

Una de las ventajas de este animal es que su desarrollo ocurre rapidamente, frente a
nuesira escala temporal o comparado con otros vertebrados. A las 24 de desarrollo, el
embrion del pez cebra ya posee un plan corporal bésico establecido y a las 72hpf ya
es una larva de aproximadamente 3.5mm con capacidad natatoria, Al quinto dia su
mandibula estd formada y es capaz de alimentarse por si solo. Luego de esto, el

animal sélo comienza a crecer (Niisslein-Volhard y Dahm, 2002) (Figura 2).

14h

boca sobresaliente
72h

Figura 2: Esquema de diferentes estadios del pez cebra. Se muestran distintos estadios con sus
correspondientes tiempos (en horas post fertilizacién) a una temperatura de 28,5°C. Figura adaptada
de (Kimmel et al., 1995).

Durante el primer dia de desarrollo en el embridn del pez cebra, se forman diversas
estructuras y organos, y entre ellos se forma uno que estd intimamente relacionado
con el sistema nervioso periférico: la linea lateral (Metcalfe et al., 1985). Este es un
sistema mecanosensorial presente en anfibios y peces teledsteos (Pichon y Ghysen,

2004), que permite captar las perturbaciones del medio acuético v se relaciona con
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conductas reproductivas y de aprendizaje, de predacién v de nado en cardimen
(Chitnis et al,, 2011).

La linea lateral del pez cebra se subdivide en dos ramas principales: linea lateral
anterior (LLA) y la linea lateral posterior (LLP), las cuales difieren en su placoda de
origen (anterior o posterior a la placoda dtica, respectivamente); ademés difieren en
la ubicacién de su ganglio (anterior o posterior al oido, respectivamente) y en la
posicion de sus proyecciones neuronales en el cerebro anterior (David et al., 2002),
Por la accesibilidad de la LLP, ésta ha sido principalmente utilizada como modelo de
estudio y la LA se encuentra alin sin ser mayormente explorada,

A las 19 hpf la formacioén de la LLP comienza en la parte rostral del pez, posterior al
oido, cuando el ganglio y el primordio de la LLP se hacen evidentes como un grupo
celular coherente que corresponde a la placoda (Figura 3a) (Dambly-Chaudiére et al.,
2007). Ambos se generan a partir de esta placoda comin que adquiere caracteristica
discretas donde las células anteriores formarén el ganglio, cuyos axones mas tarde se
extenderdn acoplados a las células traseras de la placoda, las que dardn origen al
primordio migratorio (pLLP) (Figura 3b) (Becker et al., 2001), Este pLLP estd
compuesto por alrededor de 100 células agrupadas y estructuralmente polarizadas,
las cuales comienzan a migrar colectivamente alrededor de las 20hpf, a través del
miosepto horizontal desde la cabeza hasta la punta de la cola. Este proceso finaliza
alrededor de las 42hpf (Sapeéde et al., 2002), cuando el primordio se fragmenta en la

region mas caudal, formando los neuromastos terminales (Gompel, 2001).
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Figura 3: Formacion de la linea lateral posterior. a) Se observa el oido a la izquierda, ganglio al centro
y el primordio comenzando a migrar a la derecha. b) Esquema de la formacién de ganglio y primordio
de la LLP a partir de un mismo grupo de células de la placoda, a las 19hpf estas células forman la
placoda de la LLP, luego las células mis caudales comienzan a migrar y forman el primordio,
mientras que las células mds rostrales forman el ganglio de la LLP (gLLP). Figura adaptada de
(Ghysen y Dambly-Chaudiére, 2004; Becker et al., 2001).

Durante su ruta migratoria, el pLLP deposita grupos discretos de células que dan
origen a las unidades mecanosensoriales que componen la linea lateral, y que se
conpocen como neuromastos. Estas son 7-8 estructuras posicionadas a intervalos
regulares sobre el miosepto, linea media del cuerpo del embrién (Figura 5A). Los
neuromastos son la inidad basica de este sistema y se componen de un niicleo central
de células ciliadas mecanosensoras, inervadas por fibras aferentes, y rodeadas por

células de soporte y del manto (Ghysen y Dambly-Chaudiére, 2004) (Figura 4).




ROSTRAL B CAUDAL

7 -,‘..-,__‘ / 1/ '_.k ."AWT, i
PR TN ) B TR
UROMASTO
" miosepto horizontal
clpula — = inea lateral posterior
72hpf \ e NEeUromasto
oeluias de celulas ciliadas
/ células del
pendefma Nmamn
—(
afefentes e

Figura 4: Linea lateral y neuromasto. El esquema muestra un pez de 72hpf con la LLP graficada
sobre el miosepto horizontal coloreado de morado, los neuromastos se muestran como puntos verdes.
Un cuadro rojo marca el tercer neuromasto de la LLP y amplifica un esquema de su estructura donde
se muestran los distintos tipos celulares que componen este Organo mecanotransductor: células
ciliadas que estan en contacto directo con el exterior y que permiten sensar las perturbaciones del
entorno; las células del manto y de soporte, células accesorias que rodean a las ciliadas y axones que
conectan al sistema con ¢l cerebro del animal. Figura adaptada de(Kimmel et al., 1995; Ghysen y
Dambly-Chaudiére, 2004) .
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Figura 5: Linea lateral: células del primordio, nervio y glias. A) Migracién de la LLP. Se muestra un
pez cercano a las 38hpf, Tg[-8.0cldnb:lynGFP] es una linea transgénica que expresa GFP en las
células de la LLP. Es posible visualizar ¢l pez completo en la regién superior de la figura, y con
puntas de flecha se muestran dos neuromastos que ya han sido depositados, y el primordio aun en
migracién. El cuadro en cian muestra un aumento de la region del primordio en donde se ven dos
neuromastos depositados seialados con puntas de flecha y las flechas muestran los pronefros, que
también son marcados en esta linea. Figura adaptada de (Haas y Gilmour, 2006).En la figura se
muestra una fotografia de los conos axonales durante la migracion del nervio, se observa el nervio (en
rojo) acompaiado por las glias (verde). La ultima imagen, muestra la co-migracion (Gilmour et al.,
2002).



Las fibras aferentes que inervan neuromastos son axones provenientes del ganglio de
la linea lateral posterior (gLLP), cuyo conjunto de axones forman el nervio de la
linea lateral posterior (nLLP). Los axons del nLLP se encuentran recubiertos por
c€lulas de Schwann que lo acompaian en todo momento (Gilmour et al., 2002)
(Figura 5B). Este nervio se extiende fasciculado y se encuentra acoplado al
primordio a través de fenémeno dinamico durante todo el proceso migratorio, sin que
sus conos de crecimiento sobrepasen jamas la porcion delantera del primordio

(Metcalfe et al. 1985) (Figura 6).

Figura 6: Relacion nervio/primordio durante la formacion de la LLP. Fotografia de un embrién
Tg[excrdb:mRFP“"'; neurod:EGFP"'], donde el nervio se muestra en verde y células provenientes
del primordio en rojo. Los axones de se extienden a partir del gLLP acoplado al primordio migratorio
de LLP. El limite anterior del primordio se encuentra delimitado con una linea punteada blanca. En la
figura se muestra que el nervio no invade la region delatera del primordio (sefalado con corchete),
interactuando solamente con las células pertenecientes a los 2/3 traseros del primordio.

Genética y estructuralmente las células que componen los neuromastos de la LLP
son idénticas a las células presentes en el oido del animal, pero difieren
fisiologicamente, ya que estas ultimas permiten captar las perturbaciones a corta
distancia, mientras que las células ciliadas de los neuromastos permiten censar las
perturbaciones a distancias mayores.

El desarrollo de la LLP conlleva una serie de procesos coordinados de migracion
celular colectiva, proliferacion, morfogénesis y diferenciacion. Cada uno de estos
procesos se encuentra dirigido por diferentes genes pertenecientes a vias de

sefializacién que se entrelazan (Aman y Piotrowski, 2011). Esta orquestacion de
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moléculas que comandan diferentes procesos biologicos en un sistema simple de
manejar y visualizar, lo convierte en un atractivo modelo en el estudio de dichos
procesos. Es asi, que ya por casi dos décadas, se ha utilizado la migracion del pLLP
como modelo de estudio de la migracion celular colectiva, coordinada, dirigida, v
poco a poco se han ido descifrando los actores que la efectian y que la dirigen

(Aman y Piotrowski, 2011).

1.3 Genética de Ia formacion del sistema de 1a linea lateral

Varios genes han sido analizados funcionalmente durante la formacién de la LLP,
involucrdndose en diferentes procesos bioldgicos como: patterning del primordio,
proliferacién, adhesién celular, migracién celular colectiva, entre otros (Aman y
Piotrowski, 2011).

El pLLP es una estructura polarizada y es por ello que durante la migracién existen
principalmente dos zonas que son distinguibles considerando la morfologia y
comportamiento cellular: la region delantera del primordio o leading zone presenta
caracteristicas mesenquimdticas (Aman y Piotrowski, 2011) con protusiones que se
extienden mayoritariamente en la direccién de la migracién (Haas y Gilmour, 2006);
por otra parte, la region trasera o trailing zone, presenta caracteristicas epiteliales,
con células formando arreglos tipo rosetas que preforman los neuromastos que seran
depositados por el primordio (Figura 7B). En esta tltima region, que corresponde a
los 2/3 del primordio, se pueden distinguir dos o tres de estos arreglos en cualquier
momento durante la migracién (Aman y Piotrowski, 2008). Varios estudios han
demostrado que dicha polaridad es producida principalmente debido a Ia interaccidn

de dos vias de sefializacion que interactian complementariamente:



La via de sefializacion de Wnt/fB-catenina. Esta se encuentra activa en la
region delantera del primordio, donde induce la expresion de ligandos
secretados pertenecientes a la via de sefializacion de Fgf. Interesantemente,
también induce la expresion del factor inhibitorio de la via Fgf, sef el que se
acopla a membrana (Figura7A). Por lo que, en esta region delantera del
primordio, esta via de sefializacién de Fgf no se encontraria activa. A esta
activacion restringida de la via de Wnt/B-catenina, se le ha atribuido el
control de la expresion localizada de dos receptores CXCR y ademis la
coordinacién la migracién celular del primordio con la deposicién de
neuromastos restringendo la sefializacién de Fgf a las células de la region

trasera (Aman y Piotrowski, 2008).

La via de sefializacion Fgf. Esta via esta activa en la regién trasera debido a
que los factores secretados, los que activan y regulan positivamente la via de
sefializacién de Fgf. La activacién de Fgfen esta regidn, produce la expresioén
de dkk, un represor de la via Wnt/B-catenina (Aman y Piotrowski,‘ 2011). De
esta forma, la sefializacion de Figf'se encuentra activa en la regién posterior y
restringida a esta zona, y la via de sefializacién de Wnt/B-catenina se
encuentra activa y restringida a la regién delantera, produciéndose asi una
polarizacién del primordio a nivel estructura completa. Ademas produce el
comienzo de la expresién de atohla, factor de transcripcién que le otorga a

células del pro-neuromasto el potencial de llegar a ser progenitores de células

ciliadas (Matsuda y Chitnis, 2010).




Las vias de sefializacién de Wnt/B-catenina y de Fgf también se encuentran
relacionadas con la proliferacidn, proceso que se restringe a la region delantera del
primordio (Aman et al., 2011).

La formacién del nicleo mecanotrasductor de la rosetas se genera a través del
mecanismo de inhibicién lateral, mediada por Notch/Delta (Figura7B) (Mizoguchi et
al,, 2011). La expresién de deltad produce la expresién de arohla, factor
determinante en la especificacién de células ciliadas (Matsuda y Chitnis, 2010). En el
centro del proneuromasto, este activa la via Fgf en las células del entorno, al mismo
tiempo activa la expresion de deltaD, ligando de Notch, y Notch a su vez inhibe a
atohla en células vecinas, otorgindole el destino de células de soporte. También
genera una baja de expresion de cadherinas, que reduce la cohesion del la estructura,
permitiendo la fragmentaci6n del primordio y el desprendimiento de un neuromasto
(Matsuda y Chitnis, 2010).

La Figura 7 muestra un resumen de la interaccién de estas dos principales vias, las
que polarizan el primordio durante la migracidén: algunas moléculas activan o

reprimen a estas vias de sefializacion en las distintas regiones del primordio (anterior

o posterior), produciendo la polaridad.
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Figura 7: A) Polarizacion del primordio: Moléculas interactuando dentro del primordio. En este
esquema se resumen las principales vias de sefalizacion activas en las distintas zonas del primordio:
Wnt/B-catenina y Fgf . B) Moléculas involucradas en la formacion de rosetas en la region trasera:
Notch y Delta. (Aman y Piotrowski, 2011).

1.4 Elongacion de axones del nLLP a lo largo del miosepto

Como fue mencionado previamente, como parte fundamental del sistema
mecanosensorial de la linea lateral se encuentra el nervio, el cual inerva todos los
nicleos de células ciliadas de los neuromastos depositados. Los axones de este
nervio provienen del gLLP y extienden sus conos de crecimiento acoplados a las
células del primordio de la LLP. Estos conos nunca sobrepasan los 2/3 de la region
trasera, es decir, los conos axonales en ninglin momento tienen contacto con las
células de la leading zone (Metcalfe et al., 1985; Gilmour et al., 2004).

Se ha postulado que la extension de los axones provenientes del gLLP, no es de
manera autonoma, sino que se asocian con el primordio y elongan debido al
movimiento de éste (Gilmour et al., 2004). Por otro lado, se sabe que existen
moléculas que son capaces de repeler conos axonales; éstas se expresan alrededor de

la ruta migratoria, dejando el camino del miosepto libre de ellas, camino por el cual
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se extiende y desarrolla la LLP (Figura 8) (Brésamle y Halpern, 2009). Dentro de
este grupo de moléculas repelentes, destacan principalmente tres duplas de receptor-
ligando: robol/slit (Lee et al., 2001); nogo/nogo66; y sema3aa/neuropilina-plexina
(Brosamle y Halpern, 2009), otro receptor involucrado en repulsion y colapso axonal,
el cual tendria el mismo patron de expresion de nogo-y (Shoji et al.,1998). En
conjunto, todas estas moléculas permiten la guia y elongacion axonal del nLLP a

través del miosepto.

nervio de la LLP

Figura 8: Expresion de repelentes axonales. Se muestra un esquema de una larva de 3dpf, el nervio en
rojo se extiende por el miosepto horizontal libre de repelentes axonales, expresados en los somitos
dorsales y ventrales (se muestra en naranjo).

1.5 Seiializacién a través del ligando SDF1a en la formacion del sistema
de la linea lateral

Varios estudios en ratén y pez cebra han demostrado un rol fundamental para
SDFI/CXCR en la migracién de distintos tipos celulares (David et al., 2002;
Mizoguchi et al., 2008; Balabanian et al., 2005; Miyasaka et al., 2007; Tiveron y
Cremer, 2008; Boldajipour et al., 2011; Raz, 2004). SDF1 (por su nombre en inglés:
stromal-cell derived factor 1) es una quimioquina descrita como la responsable de
producir el movimiento celular y guiar al primordio a través de su correcta ruta.
SDF1 fue descrita inicialmente en el sistema inmune por su rol quimioatractor de
leucocitos, a partir de estudios con células de médula 6sea de raton en cultivo celular

(Bleul et al., 1996). Otros estudios en mamifero sugieren su participacion en
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procesos normales durante el desarrollo embrionario, controlando migracion celular,
proliferacion y neuromodulacidn, asi como también, en procesos patoldgicos como
infeccion con VIH (Oberlin et al, 1996), metdstasis de células cancerigenas
(Tamamura et al, 2007), desérdenes inflamatorios crénicos y en enfermedades
proliferativas benignas (Janowski, 2009).

En el pez cebra sdf presenta dos paralogos: sdfia 'y sdfib (Li et al., 2004). SDF1a es
una proteina de 99 aminodcidos (Valentin et al., 2007), la que ha sido involucrada en
diferentes procesos biologicos, tales como extensién axonal, sobrevida y
diferenciacion de células retinoganglionares (Chalasani et al., 2003); regulacién de
elongacién axonal de neuronas hipocampales (Pujol et al,, 2005); migracion y
extension de neuronas sensoriales del ganglio trigémino (Knaut et al., 2005);
regeneracion de la aleta caudal (Dufourcq et al,, 2006); migracién de células
primordiales germinales y melandforos (Blaser et al., 2006; Svetic et al.,, 2007);
ensamblaje de placoda y guia axonal en sistema olfatorio (Miyasaka et al., 2007).

La secuencia genémica de sdfla en el pez cebra estd conformada por 14.02kb, que
codifican para 4 exones en el grupo de ligamiento (LG) 13. En la literatura, sélo ha
sido reportada una variante de transcrito para sdfla
(www ensembl.org/Danio_rerio/Gene/Splice), sdfla_tvl: esta secuencia comprende
los 4 exones que codifican para una proteina de 99 aminodcidos (Figura 11B)
(Valentin et al., 2007).

En particular, en la formacién de la linea lateral posterior, SDF1a ha sido descrito
como un quimioatractante suficiente y necesario para que se produzca la migracion
del pLLP (David et al., 2002; Li et al., 2004; Valentin et al., 2007). sdf!b se ha

descartado como participante dentro de dicho proceso migratorio ya que no se ha
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detectado su expresion en el miosepto horizontal durante el periodo en el cual migra

el primordio (Li et al., 2004)(Figura 9).

36 hpf

Figura 9: Expresion de sdf1b en embrion de 36hpf. Existe expresion en distintas regiones del Sistema
Nervioso Central (flechas y puntas de flecha), asi como también en: (c) cartilago de la cabeza
presuntivo, (a) arcos faringeos, (p) pronefros y (d) aorta dorsal. Su expresion no se observa en el
miosepto horizontal como sdfla (Li et al., 2004).

Varios reportes han demostrado que SDF1 activa dos receptores de quimioquinas:
CXCR4 y CXCR7 (Balabanian et al., 2005; Burns et al., 2006; Valentin et al., 2007:
Dambly-Chaudiere et al., 2007; Boldajipour et al., 2008). Este tiltimo receptor une al
ligando con mayor afinidad que el primero (Balabanian et al., 2005), y activaria vias
de sefializacién distintas dentro de la célula diana (Dambly-Chaudiére et al., 2007).
CXCR4 es un receptor transmembrana acoplado a proteinas G, que una vez activo
produce incrementos de Ca™ citosélico (Blaser et al., 2006; Burns et al., 2006) y
variaciones de AMPc dentro de la célula (Chalasani et al., 2003).

Durante el desarrollo de la linea lateral en el pez cebra, ambos receptores son
expresados en dominios discretos dentro del primordio (Valentin et al., 2007:
Dambly-Chaudiére et al., 2007). cxcr4b se expresa de manera temprana en todo el
pLLP alrededor de 19hpf, e interactuaria en primera instancia con SDFla que esta
presente en ¢l miosepto horizontal a partir de las 20hpf (David et al., 2002). Se ha
propuesto que esta interaccion produciria una disminucion temporal del ligando
hacia la parte trasera del primordio, lo que llevaria a una disminucién de la

activacion por parte del ligando en esa zona. Esto permitiria el comienzo de la
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expresion de cxcr7b a las 22hpf en esa region; esta nueva interacciéon ligando-
receptor llevaria a su vez a la inhibicion de la expresion de cxcr4b en la parte trasera,
regulandose asi la complementariedad de expresion de ambos receptores, y dandole a
su vez polaridad de migracion al primordio (Dambly-Chaudiére et al., 2007; Valentin

et al., 2007) (Figural0).

i _—

»

¢ St e

Figura 10: Expresion de sdfla y receptores. A) Se muestra un esquema de un embrion de pez cebra de
2dpf con la LLP formada, neuromastos (puntos celestes) depositados sobre miosepto herizontal (linea
roja). B) Hibridacion in situ contra cxcr4b en un embrién de 24 hpf, donde se aprecia su expresion en
el primordio (prim). C) En el mismo estadio ¢l sdfla es predominantemente expresado en ¢l miosepto
horizontal. Esta expresion se extiende también hacia los pronefros (puntas de flecha). También existe
marca en rombomeros sefialados con asteriscos. C1 y C2) Expresion de sdffa a 29hpf, en primer
somito y cola, respectivamente. D) El primordio de la LLP (delimitado con puntas de flecha) migra en
direccion posterior (flecha blanca), sobre el células que expresan sdfla en el miosepto. E) Células que
expresan sdf/a coinciden con células engreiled positivas, y no son parte de la notocorda. Figuras de
David et al 2002. A’) Expresion de cxer7b a las 20 hpf, cuando comienza la migracion del primordio
(delimitado con puntos negros) no hay expresion de cxer7b. B') Cuando el primordio se encuentra en
contacto con el somito 1, comienza a expresarse levemente cxcr7b en la region trasera del prim. C”)
La expresion se incrementa cuando el primordio alcanza el somito 3. D*) Expresion diferencial y
complementaria de los dos receptores de SDF1A, una doble hibridacion in sitv muestra la expresion
de ambos receptores: en verde Cxcrdb y en rojo Cxer7b, en el primordio migratorio. Figura adaptada
de (Dambly-Chaudiére et al., 2007; Valentin et al., 2007).

En el afo 2007 fue aislada una mutacion para sdfla en el pez cebra, por Guillaume
Valentin y el grupo de Darren Gilmour, en el laboratorio europeo de Biologia

molecular, Heidelberg, Alemania. Esto como resultado de un sondeo de genética
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reversa a gran escala, en la biisqueda de reguladores de morfogénesis de Ia linea
lateral posterior (Valentin et al., 2007). A este mutante le denotaron como medusa
(Figura 11A), el cual presenta una mutacién puntual, cuyo alelo se denomind
sdf1a”®'®, La mutaci6n se encuentra en la secuencia codificante del gen sdfla donde
se ha introducido un coddn de término prematuro, dando como resultado una
proteina tronca de 33aa no funcional (Figura 11B). Fenotipicamente, medusa
evidencia un cese prematuro de la migracion, luego de iniciado el proceso de
desarrollo de la LLP (Valentin et al., 2007).

En el mismo trabajo se observo la migracién del pLLP en ausencia de cada receptor
por separado. Ellos observaron que en peces con pérdida de funcién para cada uno de
los receptores por separado la migracion presentaba un fenotipo menos penetrante
que la ausencia del ligando, y que en ausencia de ambos receptores simultdneamente,
se fenocopiaba el fenotipo del mutante medusa. Se postulé que esta reduccién de la
migracion en ausencia de uno de los receptores era menos drastica en ausencia de
cada receptor por separado, debido a la compensacién que producia el otro que se
encontraba presente. Estos experimentos fueron realizados con la utilizacién del
mutante ody, el cual no presenta el receptor CXCR4b vy el morfolino para CXCR7b.

(Figura 11D, comparar C y E).
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Figura 11: Mutacion sdf/a”"'’. A) Con una tincién de fosfatasa alcalina se muestran los neuromastos

depositados (puntas de flecha) en peces de 4,5dpf. En iméagenes superiores se muestra el fenotipo en
peces silvestres en el cuerpo completo y magnificacion. En imdgenes inferiores se muestra el fenotipo
en peces medusa, donde se observa una reduccion en el nimero de neuromastos. B) Representacion de
la proteina SDF1a en peces silvestres y mutantes: una mutacion sin sentido en peces medusa introduce
un codon de término prematuro en el exén 2, el cual genera una proteina trunca de tan solo 33aa (cada
color representa un exon). C) Comparacion de peces Tg[-8.0cldnb:lynGFPF"™ silvestre, morfantes
para cxcr7b, mutantes para cxcr4b y medusa. Figura de Valentin et al., 2007,

1.6 Nuevo mutante para sdfla

En un rastreo para mutaciones que afectan el desarrollo del pez cebra, llevado a cabo
en colaboracion con el laboratorio del Dr. Stephen Wilson en University College of
London, nuestro laboratorio aislé cepas que presentan mutaciones que revelan

fenotipos en la linea lateral (LLP), a partir de peces mutagenizados quimicamente
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con ENU, agente que produce cambios puntuales en ADN de sus células, inclusive
las de Ia linea germinal, por lo que la mutacién es capaz de pasar a las generaciones
futuras (Solnica-Krezel et al., 1994). Una de estas mutaciones, fue particularmente
interesante debido a que evidencia un robusto defecto durante la migracién del
primordio de la LLP. Mediante mapeo genético y anélisis de complementacion
hemos identificado la mutacién en el locus del gen sdfla, denominada sdfia""®,
Peces portadores de esta mutacion recesiva y con una penetrancia alta muestran una
migracién parcial y aberrante del pLLP, migrando por sobre el cuerpo y/o vitelo del
pez, depositando unos pocos neuromastos (Figura 12), Asi, la comparacién directa
entre nuestros datos y la informacidn existente en la literatura que mostraba que el

fenotipo del mutante de sdffa*’*

era distinto a medusa.

Figura 12: En la figura se muestran fotografias tomadas usando microsco;)ia fluorescente, (A) Se
muestran peces cebra de 3dpf silvestre (control, arriba) y mutante sdfia" a8 (abajo) que han sido
teftidos con la tincidn vital DiAsp que marcan todos los neuromastos de la linea lateral, tanto los de la
LLA, como de los de la LLP, los que son denominados como (L.1-L5 y term). Las flechas rojas en el
pez nutante indican dos neuromastos de la LLP ubicados en posicién ectépica.

Realizando inmunocitoquimica de peces mutantes de 3dpf, inesperadamente,

observamos que aunque en peces mutantes el nervio también seguia un camino
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aberrante, diferente al del miosepto horizontal, era recurrente observar mas de una
rama principal que se extendia en direcciones diversas. En la Figura 13 se muestra un

ejemplo de lo observado.

F1gura 13 Ejemplo de comportamiento del nervio durante la formacién de la LLP en peces mutantes
sdfla“™ Inmunoc1toqu1m1ca contra tubulina acetilada en peces de 3dpf, en el pez mutante (abajo) las
ramas del nervio se apuntan con flechas blancas,

1.7 Planteamiento del problema

Estudios previos involucraron a SDF1a directamente el movimiento del primordio
(Valentin et al,, 2007). Ademds comparando nuestros datos preliminares con lo
presentes en la literatura, obtuvimos que los dos alelos mutantes para sdfla
presentaban diferencias fenotipicas en cuanto a la LLP. Esto sugeria que, el mutante
portador del alelo sdfla*’®® podria presentar una pérdida parcial de SDFla, a
diferencia del mutante medusa, reportado como una pérdida de funcién completa del
gen. En embriones mutantes sdfla"’* de pez cebra de 3dpf, se constatd que existia
migracién del primordio en la mayoria de los casos, aunque la ruta migratoria se vefa

afectada. De tal modo, existia la posibilidad que SDF1a tuviese una participacién en

22
LT



T

otras funciones dentro del proceso de formacion de la linea lateral posterior, ademas

de producir el movimiento,

1.8 Hipédtesis

SDF1a (cxcll2) regula la direccionalidad de la migracion del primordio de la linea
lateral posterior (LLP) en el pez cebra, y también controla la interaccién del nervio
de la LLP con el primordio y su fasciculacién.

1.9 Objetivo general

u766

Caracterizar una nueva mutacion en sdfla, sdfia™™ , y estudiar en detalle el rol de

SDF1a en el proceso de formacién de la LLP.

1.10 Objetivos especificos

I. Caracterizacion molecular y fenotipica de Ia LLP en peces mutantes

para sdfla

i.  Descripcién molecular de la mutacién sdf!a""®

ii.  Descripcion fenotipica, clasificacion y cuantificacién de fenotipos peces
sdfla*™ al término de la migracién del pLLP
iii.  Comparacién de alelo sdffa”*¢ (medusa) con sdf1a”*(D17)

iv.  Descripci6n detallada de la migracion del pLLP in vivo en peces sdfla*’®

II. Estudio de 12 conformacién del primordio migratorio de Ia LLP y de su

comportamiento celular en peces mutantes

i.  Estudio del tamaiio de primordios mutantes: evaluacién de proliferacién
dentro del primordio migratorio

ii.  Formaci6n de protrusiones y dindmica del citoesqueleto
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iti.

IIL.

ii,
iti.

iv.

Descripcion de la morfologia y polaridad del primordio migratorio mutante

Estudio del comportamiento del nervio de Ia LLP en el mutante sdf7a""%

Determinar los eventos de comportamiento anémalo producidos en el nLLP
en mutantes sdfla"’%®

Determinar la presencia de glias que recubren el nLLP en ausencia de SDF1a
Estudiar regeneracion del nervio post-axotomia en mutantes

Efecto local de SDF1a sobre el nLLP

Estudiar el comportamiento del nLLP en ausencia de de los receptores para

SDFla
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2.- MATERIALES Y METODOS

2.1 Cuidado y manejo peces

Se utilizaron embriones y larvas de pez cebra de cepas: silvestres (AB, Tab5 y cepa
propia); transgénicas Tg[-8.0cldnb:lynEGFPT%, Tg[neurod:EGFP],
Te[cxcrdb:mRFP)™' | Tg[foxd3:GFPT” ; y mutantes (sdfia’®; sdfia”%’s,
ody?®%35; cxcr751%) (Tabla 1).

Una vez que los peces mutantes sdfla*’® llegaron a la adultez, nuestro primer paso
fue realizar cruzas de peces sdffa™"* con peces Tg[-8.0¢cldnb:lynGFPF"%, ademés

7% con peces Tgfneurod:EGFPT™, de esta cruza

realizamos cruzas de peces sdfla
seleccionamos los peces te[sdfla™* ; neurod:EGFP™ ] y una vez que estos peces
fueron sexualmente maduros, los cruzamos con los peces Tg{cxcr4b:mRFPT™’. En
paralelo realizamos cruces entre peces medusa y los peces Tgf-
8.0cldnb:lynEGFPT® y Tg[neurod:EGFPT*.

Por lo que quedamos con las siguientes lineas:

- Te[sdf1a""%; -8.0cldnb:lynEGFP¥"%]

- Tefsdf1a""*% neurod: EGFP™]

- Tg[sdfla"’%; neurod:EGFP™; cxerdb:mRFP“"P/]

- Tg[sdf1a”%*'%; -8 Ocldnb:lynEGFP¥/%%)
- Tg[sdf1d**%; neurod:EGFP"]

Los embriones luego de la fecundacién fueron mantenidos en placas Petri bajo
condiciones estindares determinadas (Kimmel et al,, 1995) y controladas: ciclo de
luz/oscuridad (14 y 10, respectivamente); temperatura aproximada a los 28,5° C, pH
entre 7 y 7,3 pH; conductividad entre 500-600 uS, en medio para embriones E3 1x
con 0,1% de azul de metileno (para 1L de stock 50x: 14,44g NaCl, 0,63g KCl, 2,42g

CaCl, x 2¢H,0, MgS0,x 7°H;0) , el cual no afecta el desarrollo y* patterning. El

estadio de los peces fue determinado de acuerdo a lo establecido por (Kimmel et al.,




1995). E3 con PTU (1-fenil-2-tiourea, 0,2mM) fue utilizado en peces utilizados para

realizar microscopia timelapse. Los embriones fueron incubados a partir de las 10hpf

y antes de las 28hpf, esta droga inhibe la pigmentacién en dichos embriones.

Tabla I: Tabla resumen de las lineas de peces utilizadas en este trabajo,

Referencia.
W

"

it o, -
{Gilmour et al,, 2002}

Tg [foxd3:GFPF"* GFP en células gliales de la LLP  Transgénesis Nusslein-Volhard
nsercién Lab

TgBAC GFP reproduce el patrdon de Transgénesis por Nechiporuck Lab (Obholzer et al,,
fneurod:EGFPT"* expresion de newrod, por lo que  insercién 2008)

seexpresaen el nerviodela LL
Tg[- GFP expresado bajo el control Transgénesis por Gilmour Lab (Haas y Gilmour
8.0cldnbilynEGFPT™ del promotor cfdnB que se insercién 2006)

expresa en  derivados de

placodas sensoriales, incluyendo

laLL
Tg [excrdb:mRFP]*  RFP de membrana dirigido bajo Transgénesis por Ghysen Lab {Gamba et al., 2010}

un promotor minimo de cxerdb y
expresado en células de la linea
lateral y neuromastos

insercion

D17 osdfid"® LLP presenta un destino Mutacion puntual Wilson Lab No publicado
aberrante y menor nlimero de recesiva del gen
neuromastos sdfla

medusa o sdfla™" LLP presenta un destino Mutacién puntual Gilmour Lab (Haas y Gilmour
aberrante y menor nimero de recesiva del gen 2006)
Oeuromasiong sdfla

odysseus o cxcrdb™™  LLP presenta un menor niimero  Mutacidn  puntual Nusslein-Volhard  (Knaut et al., 2003)
de neuromastos recesiva del gen Lab

excrdh

excr7b o excr7b" LLP presenta un menor mimero Mutacién puntual Stemple Lab (Busch-Nentwich et

de neuromastos recesiva del gen al., 2010)

cxcr7b

Se especifica nombre de Ia linea, el fenotipo presentado, tipo de mutacién o transgénesis, laboratorio
de origen y referencia del trabajo donde fue inicialmente publicado,

2.2 Extraccion de ADN

Para realizar extraccién de ADN vy, posteriormente el genotipado , se depositd tejido
de colas, embriones enteros o parte de ellos, en pocillos individuales. Luego se
agrega a cada pocillo 50pL de solucidn basica 1x (ver més abajo), se calienta a 95°C
durante 30 minutos y se enfria a temperatura ambiente por algunos minutos. Luego
agregar 50uL de solucion de neutralizacion 1x. El ADN obtenido generalmente se
diluye antes de ser utilizado.

Soluciones Stock:
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Solucién Basica 50x

- 14.03g KOH cristales (1.25M concentracion final}
-4mL 0.5 EDTA (10mM concentracion final)

- H;0 hasta 200mL (volumen total)

Solucién de Neutralizacidn 50x
- 63.04g TRIS HCL (2ZM concentracion final)
- H,O hasta 200mL (volumen total)

U766

Para identificar peces mutantes sdfla"™ y cxcr7b, el genotipado de estos embriones

fue realizado en algunos casos.

2.3 Genotipado

Peces sdfla"’%
%766

La mutacién puntual encontrada en sdffa”™ fue usada como un polimorfismo
especifico para genotipar embriones y peces portadores, a través de PCR
flanqueando la mutacién y una posterior digestion enzimdtica. El ensayo fue

realizado mediante la utilizacién de la enzima de restriccion Bsrl, Ia cual en la

ACTGGNN

secuencia normal del gen, producia un corte en la secuencia TGACCNN 4¢)

amplificado, produciendo dos fragmentos de alrededor de 100pb que generan una
banda para el caso de peces silvestres, y dos bandas de alrededor de 200 y 100pb
para el caso de peces heterocigotos. En peces mutantes al producirse una mutacion
puntual la secuencia blanco de Ia enzima cambia ccaGt = ccaAt, por lo que se

pierde el sitio de corte generandose solo un fragmento de 200pb (Figura 14).
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Figura 14: Electroforesis en gel de agarosa al 3%, del producto obtenido luego de 1a digestion con la
enzima Bstl. A la izquierda de Ia columna de peso molecular se observan dos peces silvestres
izquierda: heterocigoto, derecha: silvestre. A la derecha de la banda de peso molecular se aprecia el
genotipeo de dos peces mutantes, en los que se ve una sola banda de alrededor de 200pb, en donde no
ha ocurrido digestion del amplificado.

La mutacién es recesiva, por lo que, los peces mutantes sdfla"’%

presentan una
mutacién puntual en ambos alelos de dicho gen. El fenotipo de los peces mutantes se
hace evidente sélo en condiciones de homocigosis, v es facilmente identificable
observando defectos en la ruta migratoria del primordio y el depésito de los
neuromastos de la LLP. Esta mutacidn, es una sustitucién del tipo g=>¢ en el intrén
2-3. Los partidores para realizar la Reaccién de Polimerasa en Cadena (PCR) fueron
Fw: TGATGATTGCTTGCTTATACTGCy Rv: TTCTTACTTGTTGATGGCGTTC,
el fragmento amplificado es de 200pb.

Las condiciones de la reaccion se resumen a continuacion:

Reactivos 1Rxn Concentracion Final
ADN templado 1 uL

Buffer PCR 10x 2,5 uL 1x

MgCl, 50mM 0,75 uL 1,5mM

dNTP mix 10mM 0,5 puL 0,2mM cada uno
Partidor Fw 10pM 1 uL 0,5uM

Partidor Rv 10uM 1 uL 0,5uM

Taq polimerasa 05 L I unidad

Agua destilada 17.75 uL

25 uL Totales
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Primero se realiz6 un PCR en gradiente para determinar la temperatura de
alineamiento, obteniéndose 56°C como temperatura dptima. Luego se realizo €l PCR

de genotipeo y la posterior digestion con la enzima Bsrl.

Programa de PCR Digestion IRxn

1) 94°C 3 min ADN templado 20 ulL
2) 94°C 30 seg Buffer de enzima 10x 5 uL
3)56°C 30 seg Enzima Bsrl 1 uL
4)72°C 30 seg Agua destilada 24 ul,
repetir paso 2-4 x 44 veces Total 50 uL

5) 72°C 5  min
6) 10°C 30  min

Condiciones Reaccién de Digestion

Tincu'bacién 65°C

tdigestién 3hrs

Luego el producto PCR digerido fue comprobado en un gel de agarosa al 3% durante

40min a 180V (Figura 13).

Peces cxcr7h

La mutacién es recesiva, por lo que, los peces mutantes cxcr7b presentan una
mutacién puntual en ambos alelos de dicho gen. El fenotipo de los peces mutantes se
hace evidente sélo en condiciones de homocigosis, y es ficilmente identificable
observando defectos en migracion del primordio de la LLP, el cual se detiene
prematuramente en su recorrido a través del miosepto.

Esta mutacion, es una sutitucion puntual t=>g en la base 228 del gen. Los partidores
para realizar la Reaccién de Polimerasa en Cadena (PCR) fueron Fw:
GTGAGAGCCGAGAGGACACCTTA y Rv: GTAAGGAAGAAGATACTGCTG.
En el alelo silvestre, junto con los partidores, se introduce un sitio de corte para la
enzima Ddel, con la que se generan dos bandas de 15pb de diferencia. Las

condiciones de la reaccion se resumen a continuacion;
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Reactivos 1Rxn Concentracién Final
ADN templado | ulL
Buffer PCR 10x 2,5 pL Ix
MgCl, 50mM 0,75 pL 1,5mM
dNTP mix 10mM 0,5 pL 0,2mM cada uno
Partidor Fw 10uM 1 uL 0,5uM
Partidor Rv 10uM 1 uL 0,5uM
Taq polimerasa 05 pL 1 unidad
Agua destilada 17.75 uL

25 uL Totales
Programa de PCR Digestién 1Rxn
1)94°C 3 min ADN templado 25 uL
2)94°C 30 seg Buffer de enzima 10x 5 uL
3)55°C 30 seg Enzima Ddel 0,5 uL
4)72°C 30 seg BSA 0,5 uL
repetir paso 2-4 X 35 veces Agua destilada 19 ul
5)72°C 5 min Total 50 rL
6) 10°C 30 min

Condiciones Reaccidn de Digestion

Tincubacién 37°C
tdigestion 3hrs

Luego el producto PCR digerido fue comprobado en un gel de agarosa al 3% durante

1hr a 200V, La Figura 14 resume el proceso del genotipado,
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Figura 15: Esquema resumen de la identificacion genotipica de peces mutantes. Desde la recoleccion
de muestras el reconocimiento en el gel electroforético.

31




T 4

2.4 Microscopia y procesamiento de imagenes

Para manipular y observar bajo microscopia, los peces se anestesian con Tricaina
(etil-m-aminobenzoato metanosulfonato). Para esto se prepara una solucion de
Na;HPOg4a pH 7-7,3 en agua destilada y luego se disuelven 4 mg de tricaina por cada
1 mL de la solucidn, Esta solucién se almacena a -20°C durante varios meses. Para
anestesiar embriones y larvas, se disuelven 4mL de la solucién en 100mL de medio
E3. Los peces anestesiados se observaron directamente bajo €l microscopio y o lupa,
o fueron montados en agarosa de bajo punto de fusion al 1% en E3 sin azul de
metileno y sin PTU. Las imagenes fueron tratadas utilizando los software Imagel y
Adobe Photoshop.

Para las peliculas se realizaron captura de imdgenes durante intervalos establecidos, a
temperatura controlada y en medio E3 con fricaina. Al final de la captura de
imégenes se reviso cada uno de los peces montados y se corrobord de que el latido

del corazén fuese nermal.

2.5 Inmunocitoquimica

Embriones fijados en PFA 4% en PBST ON a 4°C o 1-2 horas a RT, fueron lavados
repetidas veces con PBST durante 5 minutos, luego fueron deshidratados con MetOH
durante al menos 1 hora a -20°C.

Los embriones fueron re-hidratados en lavados sucesivos en gradiente de
MetOH/PBST (75% , 50%, 25%) durante 5 minutos cada uno, luego se realizaron
dos lavados con PBST 100% por 5 minutos.

Para la permeabilizacion del tejido se utilizo proteinasa K a partir de un stock
(10mg/mL; se usé lug/ul. en PBST). Los tiempos utilizados fueron acorde con el

estadio, y se resumen en la siguiente tabla (Tabla 2).




|

Tabla 2; Tabla resumen con los estad{os (en dias post fertilizacién) y tiempos de incubacitn en
proteinasa K Proteinasa K

1dpf 10 mins
2dpf 20 mins
3dpf 25 mins
4dpf 30 mins
5dpf 35 mins

Usando una concentracion de lug/ul. en PBST para permeabilizar tejidos para realizar
inmunocitoquimica.

Luego se fijaron los peces tratados con proteinasa K en PFA 4% durante 20 minutos
y luego se hicieron sucesivos lavados en PBST durante 5 minutos cada uno.
Posteriormente, fueron incubados en solucion de bloqueo durante 1 hora.

Solucion de Bloqueo de Inmuno (para preparar 100mL):

- 10 mL de suero de cabra

- 10mg/mlL de solucién total de BSA

- ImL DMSO

- 100uL de tritén
- aforar a 100 mL con PBST.

Luego se incubé ON en Anticuerpo primario, diluido en solucién de bloqueo. Se
realizaron 4 lavados de 20 minutos cada uno, con PBST, y se incubd nuevamente en
solucién de bloqueo por 30 minutos. Posteriormente se realizé una incubaciéon ON
con el/los anticuerpo(s) secundario(s) diluido en solucién de Bloqueo o mna
incubacién de al menos 2 horas a RT, protegidos de la luz.

Finalmente se realizaron 4 lavados de 20 minutos para extraer el anticuerpo
secundario excedente, y las muestras se visualizaron bajo microscopia de

fluorescencia. Los anticuerpos fueron agrupados en la Tabla 3.
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‘Tabla 3: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados

fAnticuer o AT G R B N oS p e deroME B Concentracion i R S hD Sa S IR
Primario GFP Conejo 1/200 Policlonal
Invitrogen N°® cat A11122
Primario GFP Ratdn 1/300 Monoclcnal
Millipore N° cat MAB3580
Primario Tubulina Ratén 1/1000 Monoclonal
acetilada Sigma-Aldrich N° cat T7451
Primario BrdU Ratén 1/40¢ Monoclonal
Roche N° cat 11170376001
Primario [B-catenina Congjo 1/200 Sigma-Aldrich
N° cat C2206
Secundaric | IgG Ratdn Cabra 1/200 Invitrogen
Alexa Fluor 488 N° cat A11029
Secundario IgG Cabra 1/200 Invitrogen
Congjo Alexa Fluor 488 N° cat A11034
Secundario IgG Burro 1/200 Invitrogen
Conejo Alexa Fluor 568 N° cat A10042
Secundario | I1gG Ratdn Cabra 1/200 Invitrogen
Alexa Fluor 594 N° cat A11032
Secundario IgG Cabra 1200 Invitrogen
Conejo Alexa Fluor N° cat A31632

2.6 Hibridacion in situ

Se realiz6 hibridacion in situ de fgf10, para detectar el ARN mensajero de Fgfl10. Los
embriones a partir de las 24 hpf fueron incubados en E3 con PTU para evitar la
pigmentacion, luego fueron removidos de la membrana coriénica y fijados en PFA
4% al estadio correspondiente ON a 4°C o 2hrs a RT.

Se realizaron 3 lavados con PBST y luego fueron deshidratados en MetOH 100% al
menos 2hrs a -20°C. Los embriones fueron rehidratados en un gradiente de
diluciones sucesivas de MetOH/PBST (75%, 50%, 25%) durante 5 minutos cada una
a RT. Los lavados terminaron con uno de PBST y luego una permeabilizacién con
proteinasa K 10pg/mL, los tiempos fueron de acuerdo al estadio, sefialado en la

Tabla 4.
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Tabla 4: Tabla resumen con los estadios (en dfas post fertilizacién) y tiempos de incubacién en

proteinasa K

Proteinasa K Concentracion protK  Tiempo

30hpf 1x 20min

33hpf 1x 25min

2dpf 1x 20min

3dpf 2x 25min
Usando una concentracion de lug/uL en PBST para permeabilizar tejidos para realizar hibridacion in
situ,

Luego de la permeabilizacion, los embriones fueron fijados en PFA 4% a RT durante
20 minutos y se realizaron sucesivos lavados con mezclas de buffer hyb- / 2xSSC a
70°C durante 15min cada uno (desde 100% hyb- hasta 100% 2xSSC). Luego se
realizaron dos lavados con 0,2XSSC durante 30 minutos cada uno.
Luego se realizaron lavados de 10 minutos cada uno en diluciones sucesivas de
0,2xSSC/PBST, y se bloque6é durante 4 horas en solucién de bloqueo de In situ.
Posteriormente, se incubé en anticuerpo ON a 4°C.
Solucion de bloqueo de in situ:

- PBST

- 2% de suero de cabra
- 2mg/mL BSA

Se enjuag6 con PBST a RT y luego se realizaron 6 lavados de 15 minutos cada uno,
y se lavo en buffer de tincién 3x5mins para luego incubarse en buffer de tincién con
NBT/BCIP Roche (20uL por 1mL de solucion de buffer de tincién).

Buffer de tincién (50mL):

- 5mL IM Tris pH 9,5

- 2,5mL M MgCl,

- 1mL 5M NaCl

- 50ul Tween 20

- con PVA 500mg/50mL para buffer de tincién + NBT/BCIP
- completar con agua




Para detener la reaccién de tincidn, los embriones son lavados con Stop Solution:
- PBS1xpHS5.5

- EDTA 1mM
- 0,1% Tween 20

2.7 Marcaje de BrdU

Embriones  decorionados de 33hpf Tg[-8.0cldnb:lynEGFPF'®* v Tg[-
8.0cldnb:lynEGFP¥"%; sdf14"7%], respectivamente, fueron incubados en 10mM de
BrdU con DMSO al 15% en E3, durante 30 minutos en hielo, protegido de la luz y
en placas Petri de vidrio. Cumplido el tiempo, los embriones fueron lavados con E3
con PTU durante una hora a RT en placas de vidrio. Luego los embriones fueron
fijados en PFA 4% ON, lavados en PBST y transferidos a MetOH y fueron
almacenados a -20°C ON. Los embriones fueron rehidratados con PBST y tratados
con proteinasa k durante 15 minutes (10ug/mL) . Luego se realizaron varios lavados
en PBST y los embriones fueron fijados en PFA 4% durante 30 minutos y luego se
realizaron dos lavados en HCI 2N durante 10 minutos cada uno. Se lavé con PBST y
se incubd durante 1 hora en solucién de blogueo de inmuno, se incubé en anticuerpo
anti BrdU a 1/400 ON, se lavé durante 1 dfa en PBST varios lavados, Y se incubd en
anticuerpo secundario Alexa Fluor ON. Los niicleos fueron previamente marcados
con DAPI durante 10 minutos a una concentracion de 1 pg/mL en PBST, y
posteriormente lavados con PBST dos veces.

Para la cuantificacién de las células BrdU positivas, se contaron las células GFP
positivas del primordio, luego las células BrdU positivas dentro de éste, luego se
realizé una razén entre este filtimo valor y las células GFP positivas totales. Luego se
realizo un andlisis estadistico usando el soffware Prism y se establecié que la

significatividad de 1a diferencia de la razén entre peces silvestres y muiantes.
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2.8 Inyeccion de morfolinos, ADN, ARN y heatshock
Se inyectaron 150pg (10nL) del constructo HSP70:SDF1a::GFP en peces silvestre en
el estadio de 1-8 células para generar expresion en mosaico, Se dejo un grupo de
peces silvestres sin inyectar para que sirvieran como conirol. A las 30hpf se realiz6
el heatshock durante 1hr a 37°C en E3 sin PTU y sin azul de metileno.
Separé 4 grupos, los cuales fueron fijados con PFA a las 54hpf:

- No inyectados sin HS

- Noinyectados con HS

Inyectados sin HS
Inyectados con HS

1

Se inyectd ARNm codificante para una proteina de unién al extremo positivo de
extensién de microtibulos (EB3), acoplada a un marcador fluorescente (GFP),
EB3::GFP en estadio de 1-4 células en peces Tg[cxerdb:mRFP”?/ entre 250-500pg,
se seleccionaron a las 26hrs peces que tuviesen marca en el citoesqueleto de las
células del primordio, fueron anestesiados, montados en agarosa de bajo punto de
fusién 1% y observados entre las 30 y 33hpf.

La empresa GenTool, fabricd y nos proporciond el morfolino de sdffa de secuencia 5°
ATCACTTTGAGATCCATGTTTGCA 3’ (David et al., 2002). Se inyectaron 8nL de
una solucién al 0,5mM, en peces Tg[foxd3:GFPF™, A los 3dpf se fijaron y se
realiz6 una tincién inmunocitoquimica contra GFP, tubulina acetilada, mientras los
ntcleos fueron contratefiidos con tincién de DAPI 1pg/mL en PBST, incubando por

10 minutos en oscuridad y luego se realizaron dos lavados con PBST.
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2.9 Incubacién con BIO y marcaje con BODIPY

Peces TgBAC[neurod:EGFPT" de 26 a 36hpf fueron incubados en una solucién de
5uM  de BIO (activador de la via Wnt) al 2% de DMSO
en agna de peces, en placas Petri pequefias con una fina cama de agarosa para evitar
el deterioro de los embriones. Todo protegido de la luz. Luego se realizaron lavados
con agua de peces y se incubaron en BODIPY, un marcador lipidico fluorescente que
se asocia a la membrana celular, permitiendo marcar el contorno de las células

individuales.

2.10 Determinacion de direccién de polarizacién del citoesqueleto

Peces Tglcxcrdb:mRFP]*? inyectados con EB3:GFP, se registraron bajo un
microscopio fluoresecente spinning disk: los primordios de 3 peces mutantes y 2
silvestres (identificados posteriormente por genotipeo), durante un minuto. Esto
permiti6 registrar la dindmica de formacion de “cometas™ durante la polarizacion de
microtibulos que ocurre en la migracion del primordio. Luego los resultados fueron
agrupados en un grafico de roseta (Figura 15) : 0-7 determina la direccién de
migracién de los cometas formados por el citoesqueleto, siendo 0 direccién hacia
dorsal, 2 hacia posterior, 4 hacia ventral y 6 hacia rostral, con respecto al pez . El
primordio lo tomamos como un circulo y lo dividimos en 4 partes: posterior (azul),
arriba  (rojo), abajo (morado), delantera (verde). En las 4 regiones fueron
cuantificados todos los cometas que fueran posible visualizar con claridad, en dos

células de cada region.

38



posterior
arriba
delantera

abajo

Figura 16: Grafico roseta usado para representar la polarizacién de microtiibulos. 0-7 da la direccién
de la polarizacién de microtiibulos, con respecto al pez. Y los diferentes colores mostraran las
diferentes regiones del primordio donde se cuantifico: azul posterior, rojo arriba, verde delantera y
morado abajo.

39



3.- RESULTADOS

3.1 Caracterizacién molecular y fenotipica de la LLP en peces mutantes

para sdfla

3.1.1 Descripcién molecular de la mutacién sdffq""%

El rastreo e identificacion de mutaciones en el pez cebra han demostrado ser una de
las aproximaciones mas fructiferas para el andlisis de nuevas funciones génicas
durante el desarrollo embrionario, a través de un paradigma de genética directa. Esta
metodologia fue empleada a mediado de los afios 90 en dos importantes estudios que
generaron un gran nimero de mutantes (Heisenberg et al., 1996; Driever et al., 1996)
Hasta la fecha han identificado cientos de genes esenciales para el desarrollo
embrionario en este organismo (Gilbert, 2010),

Como parte de una colaboracidn con un equipo de investigacién en el extranjero,
nuestro laboratorio realizé hace un tiempo un rastreo sistemdtico de mutaciones que
afectan el desarrollo de la linea lateral en el pez cebra, a partir de una coleccién de
peces mutagenizados quimicamente con ENU (Solnica-Krezel et al., 1994). Durante
el proceso se pudo aislar 6 mutaciones diferentes que afectan diversos aspectos del
desarrollo de este sistema. Una de estas mutaciones evidenciaba una migracién
aberrante del primordio de la linea lateral, el cual era altamente penetrante. A través
de mapeo genético y analisis de complementacién encontramos una mutacién en el

gen sdfla, el cual codifica para una quimioquina que ha sido involucrada en procesos
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migratorios, y que es responsable de este fenotipo. De esta manera nos enfocamos en
el estudio de este alelo ya que presentaba diferencias con una linea mutante
previamente descrita para este gen (medusa, Valentin et al. 2007), lo cual daba
indicios de posibles funciones anexas para esta molécula.

Para identificar la lesion a nivel molecular, primero se mapeo la mutacién a partir del

ADN gendmico de mutantes. El nuevo alelo, denominado sdfla""*

, presenta una
lesién gendmica la cual es una mutacién puntual consistente en una transicion G 2 A,
en la unién entre el intrén 2 con el exdén 3, que corresponde a un sitio aceptor de
splicing.

Para determinar la consecuencia de esta mutacion en la expresion del gen, se extrajo
ARNm de un pez silvestre y uno mutante (identificados por fenotipo al 3dpf) y se
realiz6 RT-PCR con partidores especificos para sdfla. En el gel electroforético
(Figura 17) se encontraron tres bandas (para cada condici6n se realizaron 4 réplicas):
una de mayor tamafio (H), una de tamafio medio (M) y otra mas pequefia (L). En
condicién silvestre las bandas principales eran la media (M), y la pequefia (L). La
banda (H) aumentaba en intensidad en peces mutantes. Las 3 bandas de los 5
individuos de cada condicién fueron secuenciadas.

En los individuos silvestres las banda la media (M), corresponde al transcrito
previamente descrito (Valentin et al., 2007), la cual comprende los 4 exones del gen;
y la banda (L), corresponde a un trascrito que comprende los exones 1-2-4, y de la
que no existia registro previo. Estas dos variantes de splicing fueron denominadas
respectivamente como transcritos: sdfla_tvl (exones 1-2-3-4) y sdfla_tv2 (1-2-4)
(Figuras 17 y 18), de acuerdo al sistema de nomenclatura establecido por ZFIN. La

banda (H) comprende otras variantes aberrantes de splicing, la que ademds de
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codificar para la secuencia de 4 exones, contiene parte de la secuencia no codificante
del transcrito ubicado en la region 3°, Luego realizamos una comparacion de
secuencias a través de BLAST de nicleotidos, asi confirmamos que la banda (L)
comprendia a la variante sdffa_tv2 y estaba presente en silvestre y mutante, mientras
que en el mutante se perdia el transcrito sdf/a_tv! presente en la banda (M) en el pez
silvestre, y se generaban variantes de splicing aberrantes que generan protefnas sin
sentido. La secuencia de la banda (M) del mutante, muestra que el transcrito
aberrante empalma en una regién dentro del intrén dos, agregando una secuancia de
40 nucleétidos adicionales, los que desplazarian el marco de lectura. La banda (H)
que comprende otras variantes aberrantes de splicing, se ven aumentadas en el pez
mutante. Las secuencias de esta banda en la condicién mutante no fue posible aislarla
para realizar la secuenciacion. Cada una de las bandas en cada uno de los individuos
analizados se adjunta en el material suplementario (Anexo A), junto con el anilisis
de las secuencias de las posibles proteinas generadas (Anexo B).

Con esta aproximacion observamos la presencia de dos variantes de splicing, una de
las cuales no habfa sido descrita previamente en el pez cebra, encontramos que la

“766 induce una aberracién en el empalme enire el exén 2-3 y por lo

mutacion sdfla
tanto la variante sdfla_tvl no se genera, produciéndose sélo la variante mas pequefia
y otras con secuencias aberrantes. Estos resultados sugerfan que la variante de

splicing mas pequefia podria tener un rol distinto al de la variante con los 4 exones,

ya descrita,
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Fxgura 17: Variantes de sphcmg de sdfia. Se muestra e:l Ggel electroforatico del pmducto de RT- PCR

obtenido peces siblings (izquicrda) y mutantes sdfla*"*’(derecha), al centro el estandar del peso
molecular. Se pueden distinguir tres grupos de banda: H (high), de mayor peso molecular; M
(medium), de igual peso que la variante de sdfia ya descrita; y L (light), banda de menor peso
molecular. Esta tiltima banda se aprecia tanto en mutantes como silvestres (siblings).

Con estos datos moleculares obtenidos para esta mutacién, junto con los ya
reportados para la mutacién previamente descrita en peces medusa, se realizo una

comparacién molecular entre ambos mutantes para sdfla, la cuél se resume en la

Figura 18.
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Figura 18: Esquema de las variantes de splicing de sdfla (A) Secuencia genomica de sdfla de
13,82kb en el LG13; pre-ARNm donde se muestran los 4 exones en colores (amarillo, azul, verde,
naranjo); mRNA de variantes sdfla_tvl y sdfla_tv2, y proteinas traducidas. (B) pre-ARNm de
mutante medusa, donde se muestra la mutacion puntual del exon 2 y (C) pre-ARNm de mutante D17 o
sdfla"’™, se muestra la mutacion en el sitio dador de splicing, y los posibles transcritos.

Como se puede ver, en ninguno de los dos mutantes se produce un transcrito que
contenga el exdn 3, pero a diferencia de medusa (sdf1a”"'®), en el alelo sdfla’* se
produce la variante sdfla_tv2. Dada la aparente diferencia fenotipica entre ambos
alelos -ausencia de migracion de primordio en medusa (Valentin et al., 2007) vs.

“7%5_ se hipotetizo que la variante sdfla_tv2 podria participar en la

migracion en sdfla
migracion del primordio. Para abordar esta interrogante, se compararia el alelo nulo

medusa con el del nuevo mutante, mediante una caracterizacion fenotipica de ambos.



3.1.2 Descripcién fenotipica, clasificacién y cuantificaciéon de fenotipos de peces

sdf1a"7% al término de la migracién del pLLP.

La migracién del pLLP termina cerca de las 40 hpf cuando alcanza la punta de la
cola y ha depositado todos los neuromastos que comprenden la linea lateral
embrionaria (Ghysen y Dambly-Chaudiére, 2007). Al tercer dfa de desarrollo todos
€sos neuromastos se encuentran completamente funcionales. Por lo tanto, como una
primera aproximaci6n analizamos el fenotipo de peces sdffa*’* después del periodo
de migracion.

Con el fin de investigar detalladamente el fenotipo aberrante de la LLP en los
mutantes, se analizé la mutacién en 2 fondos reporteros transgénicos que marcan

distintos componentes de 1a lineal lateral y permiten seguir su desarrollo ir vivo. El

primero es Tgl-8.0cldnb:lynEGFPF"?, que marca con GFP las membranas de todas
las células del primordio y los neuromastos, ademss de las células interneuromésticas
de la linea lateral (Haas y Gilmour, 2006). El segundo es el fondo
TgBAC[neurod:EGFP]" que permite seguir la extensién de los axones del nervio de

la LLP (Obholzer et al., 2008). Una primera observacién de peces Tg[sdfla"’%; -

8.0cldnb:lynEGFP¥"% ), evidencié que en los mutantes existia migracién del PLL en
un numero considerable de individuos, lo que diferfa con el fenotipo del mutante
previamente reportado medusa (Valentin et al., 2007). Sin embargo, esta migracién
es aberrante ya que no sigue la ruta normal por el miosepto horizontal, sino que
avanza por otras zonas anatémicas del embrion (ver mds abajo).

Como parte inicial de la caracterizacion, ademds quisimos dilucidar si esta linea
lateral aberrante era viable en el tiempo o degeneraba. Para esto, realizamos un

seguimiento diario de la funcionalidad de los neuromastos de peces Tgf-

} 5

S



8.0cldnb:lynEGFPT"% mutantes, hasta los 8dpf, realizando marcaje con una tincién
vital para células ciliadas. Nuestros resultados mostraron no s6lo que la linea lateral
permanece sin degenerar, sino que también los neuromastos que conforman esta
linea lateral aberrante no perdian su capacidad de incorporar DiAsp, un marcador
confiable de la correcta diferenciacion de las células ciliadas mecanotransductoras
(datos no mostrados) (Collazo et al,, 1994). Estos resultados indican que la
formacién y mantencién de los neuromastes de la linea lateral son propiedades
autonomas del primordio y que la migracién colectiva y dirigida siguiendo el
miosepto no es un pre-requisito para la diferenciacion.

Para analizar si la migracién aberrante en mutantes ocurria preferencialmente por
alguna ruta, se realizé una clasificacion fenotipica usando los peces [sdfa™®;-
8.0cldnb:lynEGFP¥'*en base al camino seguido por el primordio a los 3dpf, tiempo
en el cual la migraciéon del PLL ya ha terminado (Ghysen y Dambly-Chauditre,
2004). Un cruce de dos peces de este genotipo produce un 25% de animales con un
patron de migracién aberrante, aunque este patrén es variable. Con un universo de 65
larvas mutantes analizadas por un sélo lado del cuerpo, se defini6 la existencia de 4
fenotipos distintos, denominados acorde al destino final del primordio: ventral
(primordio en la region ventral, cercano a zona de los pronefros), vitelo (primordio
avanza hasta llegar al vitelo), detenido (primordio avanza sélo una fraccién de
camino y queda detenido muy cercano al ganglio) y vuelta en “u” (el primordio
avanza muy poco, pero refrocede cambiando el sentido migratorio)(Figura 19). Las

proporciones obtenidas de cada fenotipo se muestran en Ia Tabla 5.

46



Tabla 5: Proporcién de cada uno de los 4 fenotipos mutantes, obtenidos en una primera aproximacion.

Fenotipo Proporcion
ventral 51%
vitelo 26%
detenido 12%
vueltaenu 11%

Utilizando un total de 65 peces [sdf7a"", -8.0cldnb:lynEGFPT%] de 3dpf.

ventral51* vitedo 26%

detenido 12% vueltaen uti%

Figura 19: Clasificacién de fenotipos. Luego de visualizar 65 embriones de peces cebra [sdffa"**";-
8.0cldnb:lynEGFP¥""], que marca las células del primordio de la LLP, determinamos una
clasificacion de 4 fenotipos: ventral 51%, vitelo 26%, detenido12% y vuelta en u 11%. EI fenotipo
mayoritario es el que presenta una mayor distancia recorrida por el primordio.

Para confirmar el resultado anterior, analizamos larvas [sdf7a"%;-
8.0cldnb:lynEGFP¥'%] de 3dpf en un fondo genético diferente y proveniente del
laboratorio del Dr. Stephen Wilson en UCL. El estudio se realiz6 con un total de 24
embriones de los que se obtuvo la siguiente proporcién: ventral 46%, vitelo 29%,
detenido 12,5% y vuelta en u 12,5% (los dos dltimos suman el 25%). Siendo
nuevamente el fenotipo ventral el predominante (Figura 19). Por lo tanto, en Ias

4708 existe migracién del pLLP y formacién de neuromastos,

larvas mutantes sdfla
pero la LLP generada presenta una ubicacién aberrante, sin importar el fondo

genético en el cual esté inserta la mutacion.




vitelo 29%

detenido 12 5% vueltaen u12,5%

100 ym

Figura 20: Confirmacién de la proporcién de fenotipos para la falta de foncién de sdfla en un fondo
gendtico diferente. En peces cebra Tg[sdf7a""*;-8.0cldnb:lynEGFP?], se confirmé el fenotipo
ventral como mayoritario, seguido por el fenotipo vitelo. La flecha roja muestra el destino final del Ia
rama principal del pLLP.

Varios reportes han demostrado que el pLLP permanece intimamente unido a los
conos axonales en extension durate su migracion (Gilmour et al., 2004; Metcalfe et
al., 1985). Como mostraron nuestros resultados preliminares (Figura 13), en
experimentos de inmunocitoquimica contra tubulina acetilada en peces sdfia"’®
fijados de 3dpf, observamos que aunque en peces mutantes el nervio también seguia
un camino aberrante, diferente al del miosepto horizontal, era recurrente observar
mas de una rama principal que se extendia en direcciones diversas. Esto nos llevo a
preguntarnos si nervio y primordio podrian no estar siguiendo una misma ruta, y si
estos se mantenian acoplados durante el periodo de migracién en los mutantes.

Para responder esto hicimos uso de una tercera linea transgénica que expresa RFP de

membrana en todas las células del primordio denominada Tglcxcrdb:mRFP]“"?, en
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conjunto con TgBAC[neurod:EGFP]", lo que nos permitirfa seguir el proceso
migratorio del pLLP y la extension de los axones del nervio simultineamente.

Usando peces doble transgénicos y portadores de la mutacién Tg[sdfIa*",
cxcrdb:mRFP“"!; neurod:EGFP™'], se repiti6 el andlisis fenotipico para visualizar el
comportamiento de ambas estructuras en un mismo individuo. En esta instancia
decidimos agrupar los fenotipos “detenido” y “vuelta en v” en uno s6lo, debido a que
en ellos, el primordio permanecia en la misma region: en el tronco, proximo al
ganglio, avanzando un distancia corta en comparacién con los otros dos fenotipos.

(Figura 21). Asi, se dejo la clasificacion de fenotipos mutantes para sdfla con solo

tres categorias.
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sdf1au76é

2dpf

silvestre

mutante 46%

mutante 25%

Figura 21: Clasificacion de fenotipos de migracién axonal en peces mutantes. Se usaron peces
mutantes, que expresan RFP en células del primordio y GFP en nervio de la LLP Tg[sdfla""";
cxerdb:mRFP“"?'; neurod:EGFP"']. El fenotipo ventral se mantiene como el principal con un 46% .
seguido por el fenotipo vitelo. El estudio se realizé en 24 peces mutantes de 2dpf. Con flechas blancas
se senalas los neuromastos de la LLP,
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En conjunto, nuestros datos muestran que en los mutantes sdffa*’*

existe migracién
del primordio, y éste se dirige mayoritariamente a una regién ventral.
Interesantemente existe un desacople parcial entre el nervio y el primordio, lo que
nos llevd a preguntarnos como sdfl a afecta el comportamiento del nervio, lo que serd
abordado mas adelante en esta tesis.

Sin embargo, debido a la diferencia de nuestros resuitados sobre migracién del

primordio en comparacion con los del alelo medusa, examinamos si este Gltimo tenia

un fenotipo mas severo que sdfla*’®, lo que podria explicar esta diferencia.

3.1.3 Comparaci6n con peces medusa sdfI”*'¢

Con el fin de poder examinar en nuestras manos ¢l fenotipo de medusa (alelo
sdf1”%!%) y compararlo con sdfla*"®, generamos peces portadores para medusa en
dos fondos transgénicos, Tg[sdf1°®'% -8.0cldnb:lynEGFP¥ %] y Telsdf1%"'5,
neurod:EGFP™"], los que nos permitirian estudiar el comportamiento de la linea
lateral de la misma forma que con el nuevo alelo.

Observamos que en los peces mutante medusa también existia migracion del pLLP y

que se repetian los fenotipos observados en peces sdfla*’®

, siendo predominante el
fenotipo ventral, donde existe una distancia de migracién considerable recorriendo
varios cientos de micrones. La Figura 22 muestra una secuencia en dos tiempos, de la

migracion del primordio de la linea lateral en un pez [sdf1”®'s;

8.0cldnb:lynEGFPY'%] donde se muestra el destino ventral que el primordio alcanza.
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Figura 22: Secuencia en dos tiempos del proceso de migracién en pez medusa en fondo Tgl-
8.0cldnb:lynEGFPF™, Se observa como el primordio se dirige por una regién aberrante, con destino
ventral, al igual que lo que ocurre mayoritariamente en el mutante sdf7a"’*

La cuantificacion de los fenotipos previamente establecidos en el mutante sdfla"’%
se realizd en 17 larvas medusa de 3dpf, y esos datos se compararon con 24 mutantes
sdfla’® de la misma edad. El resultado muestra que el fenotipo mayoritario en
ambos mutantes es el de destino ventral, en el cual ocurre una migracién
considerable por parte del primordio (Figura 23). Esto sugiere que la migracién del
primordio de Ia LLP no dependeria de SDF1a como ha sido reportado (Valentin et al.,

2007).
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Figura 23: Grificos comparativos entre mutantes sdfla"’™y sdfla™'* que muestra fenotipo ventral
como mayoritario (en azul). El estudio se hizo utilizando 24 individuos sdf7a"’* y 17 individuos
sdfla”™"® los cuales se clasificaron en cuanto al fenotipo presentado por la LLP. Estos fueron
cuantificados en peces con fondo transgénico Tg[-8.0cldnb:lynEGFPT"" o Tg[cxcrdb:mRFP]“

Como una manera de apoyar estas observaciones, una prueba de complementacion
realizados mediante la cruza de peces portadores de ambos alelos mutantes,

demuestran que no existe rescate del fenotipo, lo que sugiere que tinicamente SDF1a

se encuentra mutado en ambos peces (Figura 24).

Figura 24: Prueba de complementacion. Se realizé un cruce entre peces sdfla"™y sdflad™"®. Al no
recuperarse el fenotipo silvestre en peces portadores de ambas mutaciones, se asume que en ambos
mutantes SDF | a se encuentra ausente.

Finalmente, los mismos resultados fueron observados luego de analizar peces
Tg[sdfla””"’; -8.0cldnb:lynEGFPF"" y Te[sdfla""*:-8.0cldnb:lynEGEPT'%?], 1o

que sin duda llevaba a pensar que si bien ambos mutantes genotipicamente eran
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distintos, ambas mutaciones producen el mismo efecto, y por lo tanto sdffa*’* seria
una mutacion que genera una pérdida de funcidn, del tipo nula.

El haber realizado 1a cuantificacion de fenotipos en distintos fondos genéticos avala
el hecho de que el fenotipo observado no es artefactual y que en ambos mutantes la
LLP aberrante se formaria bajo las mismas condiciones de ausencia de SDF1a.

4766 existe una variante de ARNm que se encuentra ausente en el

Aunque en sdfla
mutante medusa, en ambos existe migracion del pLLP, entonces esta evidencia nos
llevé a descartar €l efecto secundario de la variante de transcrito mas pequefia.
Nuestra interpretacion de los resultados es que SDFla no es indispensable para
ocurra migracién del pLLP, sino que tendria una rol en conferir direccionalidad al
sistema. Por otro lado, esta falla en la direccionalidad de la migracién podria verse

reflejada en una alteracién en la polarizacién del citoesqueleto, lo que generaria

protrusiones mal posicionadas.

3.1.4 Descripcion de la migracion in vive en peces sdﬂa“m

Con ¢l fin de estudiar la dindmica del proceso migratorio en peces mutantes para
sdfla, se realiz0 un seguimiento in vivo del proceso. Para ello, se analizaron
embriones mediante microscopia de flnorescencia de tiempo extendido . Recurrimos
a las cepas mutantes en fondo transgénico, las que expresaban GFP y/o RFP en
ciertos tipos celulares del sistema de 1a LLP. Se registré el proceso en todos los casos,
luego de comenzada la migracion en peces silvestres (alrededor de las 24hpf) e
idealmente se sigui6 hasta el final del proceso (42hpf). La Figura 25 muestra un pez

durante el momento inicial del montaje.
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Figura 25: Montaje de pez para realizar timelapse. Foto inicial del registro mediante microscopia de
fluorescencia de tiempo extendido. En la esquina superior izquierda se muestra un esquema de un pez
de 24hpf. Un rectangulo blanco enmarca la region amplificada en la figura principal. En rojo se
destaca el ganglio de la LLP y el pLLP. Pez con fondo genético Tg[-8.0cldnb:lynEGFPF", izquierda
rostral, derecha caudal, arriba dorsal y abajo ventral.

A partir de los timelapses se pudo observar que el primordio mutante presenta un
retraso en el comienzo de su migracion, el que varia ligeramente entre un pez y otro,
pero en todos los casos ocurre posterior a las 24hpf (a diferencia del primordio
silvestre que comienza a migrar entre las 20-22hpf). Luego de esta ventana de retraso,
el primordio es capaz de migrar. Al cuantificar la velocidad de migracion se encontr6
que el primordio mutante migra a una velocidad menor a la mitad que la del
primordio silvestre (20 pixeles/hora vs 50 pixeles/hora, promedio silvestres n=4 y
mutantes n=8). Esto apoya la idea de que sdf7/a conferiria direccionalidad mas que
capacidad migratoria per se (ver Video 1, 2 y 3).

Si efectivamente sdfla controla la direccionalidad de la migracion, ambos
primordios de un mismo pez mutante deberian presentar trayectorias migratorias
diferentes entre si. Al analizar este fenomeno en peces individuales, encontramos
que efectivamente éstos presentan comportamientos distintos, donde siguen caminos
aberrantes independientes. Aunque si bien pueden tener el mismo destino, ese
camino para alcanzar ese destino no es igual en ningun caso, a diferencia de lo que

ocurre en la condicion silvestre. Estos datos sugieren que posiblemente lo que esté
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comandando esta migracion o dando direccionalidad en ausencia de SDFla, no es
algo uniforme, lo que se condice con que existan diversos fenotipos mutantes. Por
otro lado, estd reportado que sdf7b se expresa en los pronefros durante este estadio
en el que el primordio estd en migracién, drea que coincide con Ia regién ventral
seguida por el primordio aberrante (Li et al., 2004), por lo que posiblemente este
pardlogo para sdfl, pueda estar actuando como quimioatractante bajo estas
condiciones, ya que se ha confirmado su participacion en la migracién de otros tipos
celulares, como las células primordiales germinales (Sénchez-Sénchez et al., 2010).
Por ultimo, se observo en los videos que el nervio parecia tener un comportamiento
mds dindmico en comparacién con peces silvestres. Se observaron ramas axonales
laterales que se extendian y retraian. Ademds, los conos de crecimiento axonal,
parecian mas dindmicos que en condicién normal y el primordio mutante parecia
tener un tamafio menor que en condiciones silvestres cuando se visualizaba durante
la migracién en peces con fondo transgénico Tg[-8.0cldnb:lynEGFPT"%. Ambos
aspectos serdn fratados por separado, mas adelante en esta tesis,

En conjunto, nuestros resultados muestran que en peces mutantes para sdfla”’® la
linea lateral posterior se forma de manera aberrante, siguiendo un recorrido distinto
del miosepto horizontal. Ademds, el primordio mutante tienc una migracién mas
lenta comparada con el silvestre y tarda mas en comenzar la migracion.

Con el fin de estudiar la formacién de la linea lateral de manera mas global y
abarcando a los dos tipos celulares mas importantes: nervio y primordio, fue que
utilizamos peces dobles transgénicos Tg[excrdb:mREP*?’; neurod:EGFP™"], los que
nos permiti6 seguir el proceso de migracién de primordio y la extensién del nervio

simultdineamente (Figura 26).
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Timelapse embrion 33hpf Tg [cxcrdb:mRFPY™': neurod:EGFP" bl

Figura 26: Pez doble transgénico Tg[cxcr4b:mRFP*™'; neurod: EGFP"'] de 33hpf, los cuales fueron
utilizados para ver la dindmica de nervio/primordio durante el proceso de formacién de la LLP.

Los resultados obtenidos muestran que nervio y primordio presentaban un desacople
parcial, debido a que existian proyecciones axonales que se extendian y retraian
dindamicamente, aparentemente sin células del primordio que las acompafaran o
guiaran. La relacion nervio-primordio serda abordada en el altimo capitulo de esta
tesis.

Se observaron ligeras diferencias en comparacion con peces transgénicos Tg[-
8.0cldnb:lynEGFPT"'”. Por lo que fue necesario realizar un estudio mas detallado
del comportamiento celular del primordio mutante en cuanto a su morfologia,

proliferacion y formacion de protrusiones.
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3.2 Estudio de la conformacién del primordio migratorio de la LLP y de

su comportamiento celular en peces mutantes.

3.2.1 Estudio del tamaito de primordios mutantes: evaluacién de proliferacién

dentro del primordio migratorio

Al hacer un andlisis de videos del proceso migratorio en peces silvestres y mutantes,
uno de los hechos mas evidentes es que la apariencia del primordio diferfa en varios
aspectos. Uno de ellos fue el tamaifio; el primordio mutante, en todos los casos
parecia ser mis pequefio comparado con el silvestre. Si bien este dato no fue
cuantificado, quisimos estudiar si la proliferacién del primordio se encontraba
alterada en peces mutantes, lo cual podia tener directa relacion con la variacion de
tamafio. Para este fin, realizamos experimentos de pulsos y caza de BrdU en peces
Tg[-8.0cldnb:lynEGFPT™. El estadio escogido, coincide con el momento en el cusl
el primordio se encontrara en plena migracion a las 33hpf. Se cuantificaron células
del primordio y células BrdU positivas (Figura 27) y se generd una razén entre
ambos. Finalmente se compararon resultados obtenidos entre primordios silvestres y
primordios mutantes de peces cldnB:GPF de 33hpf. Los resultados demuestran que
la proliferacién disminuye significativamente alrededor de un 15%. Como se sabe
que la proliferacién ocurre mayoritiariamente en la leading zone , podria ser entonces
que la ausencia de SFDla en mutantes, estuviese interfiriendo en la organizacién
interna del primordio, reorganizandose, lo que podria conllevar a que menos células
tuviesen la identidad de leading zone, y por lo mismo, menos células estarian

proliferando.
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Figura 27: Proliferacion en primordio migratorio. La proliferacion de células del primordio migratorio
de 33hpf fue estudiada mediante la incorporacion de BrdU en peces Tg[-8.0cldnb:lynEGFP]/"",
silvestres y mutantes. Células BrdU positivas fueron cuantificadas dentro del grupo de células GFP
positivas. A) Se muestra un primordio silvestre a la izquierda, comparado con un primrodio mutante a
la derecha. B) Cuantificacion de la relacion de células BrdU+/GFP+, en donde se muestra la
disminucion significativa de células proliferando en primordios mutante. Silvestre n=7, mutante= 11,

3.2.2 Formacion de protrusiones y dinamica citoesqueleto

Reportes previos (Haas y Gilmour, 2006) han mostrado que la migracién celular
dirigida requiere una polarizacion de las células, donde el frente lider presenta un
grupo de células con caracteristicas mesenquimaticas las cuales generan protrusiones
que se extienden en el sentido de la migracion y en su conjunto forman el vector que
define la direccion del movimiento. Como la direccionalidad esta afectada en el
primordio mutante, quisimos investigar si la falta de SDFla se traducia en una
pérdida de polaridad del grupo celular colectivo reflejada en la desorganizacion de la

region lider. Entonces para esto decidimos observar la formacion de protrusiones en
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relacion a su ubicacion y direccion, relacionandolo a su vez con el sentido del
movimiento del primordio. Como se observd durante el registro del proceso
migratorio, el primordio evidencia formas irregulares, diferentes a la condicion
silvestre (Figura 28). En condiciones silvestres las células que forman parte de la
leading edge del pLLP generan protrusiones que permiten al primordio avanzar, y es
posible que la ausencia de SDFla afectando este proceso particular, lo que ha sido
sugerido en otros tipos celulares (Theveneau et al., 2010). Al analizar primordios de
33hpf de peces silvestres y mutantes (n>5), encontramos que para el caso de
primordios silvestres las protrusiones solo se observan en la region delantera, y estin
ausentes en otras regiones de éste, lo que esta de acuerdo con lo reportado por Haas y
Gilmour, 2006. En cambio, en primordios mutantes, la formacién de protrusiones
ocurria en distintas regiones no restringidas al /eading edge . Ademas, la formacién
de estas extensiones era en diversas direcciones. Por lo tanto estos datos sugieren que
en ausencia de SDFla la “identidad” de células lideres en la region delantera se

pierde o se redistribuye (Figura 28).

Figura 28: Se observa un primordio silvestre y un primordio mutante. Puntas de flechas rojas,
muestran lugares donde se generan protrusiones. Se puede observar como la posicion de las
protusiones en el primordio silvestre se restringe a la region delantera, mientras que en el primordio
mutantes se encuentra en diferentes regiones.
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Esta pérdida de identidad grupal podria tener su contraparte a nivel de celula unica, y
una manera de analizarlo seria ver si esto tenia relaciéon con una alteracién a nivel del
citoesqueleto durante su polimerizacién. De esta forma, nos concentramos en
analizar si sdfla orquesta la direccionalidad de la formacidn de microtibulos.

Se sabe que durante la formacidén de protrusiones en grupos de células que migran
colectivamente, la tubulina se ensambla generando haces de microtibulos en la zona
de la protrusién. Por esta razdn realizamos un seguimiento de este proceso mediante
el uso de una fusion entre Ia proteina EB3 con GFP, la cual se une a la tubulina
cuando se ensambla en el extremo positivo en crecimiento, permitiendo observar este
proceso in vivo (Stepanova et al., 2003). El resultado de esta unién dindmica es que
¢l GFP ensamblado en los microttibulos se observa como una “formacién de haces
de particulas fluorescentes” que pueden ser seguidos y visualizados para analizar la
direccién de la polaridad de las protrusiones.

Embriones Tg[cxcrdb:mRFP]"™ fueron inyectados con mRNA codificante para
EB3::GFP, con el fin determinar si el ensamblaje de microtiibulos se vefa afectado en
ausencia de SDFla. El seguimiento iz vivo se hizo en un microscopio confocal
“spinning disk”, para obtener imégenes en fracciones de segundo y pudiendo seguir
la direccidn de los cometas. Fueron 3 peces silvestres y 3 mutantes (confirmados por
genotipado) los que se visualizaron por aproximadamente I minuto en un objetivo de
inmersion en aceite 60x, Las imé4genes representativas eran como Ia de la Figura 29,
donde se muestra s6lo 1 tiempo, y 1 plano. En el grafico de roseta en donde se
muestra como se ve afectada la formacion de cometas, polarizdndose hacia distintas

direcciones en el caso del primordio mutante, a diferencia del silvestre que muestra
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una clara preferencia un mismo sentido de direccion en las distintas regiones del

primordio.

cxcrdb:RFP EB3:GFP

Direccion de polarizacion del citoesqueleto
en el primordio migratorio

silvestre mutante
0 (s,

N, posterior

® arriba
5 3 5 3 delantera

& abajo

Figura 29: Cuantificacion de la polarizacion de microtubulos. Peces Tg[cxcrdb:mRFP*?'] inyectados
con ARN codificante para EB3::GFP. El primordio fue dividido en cuatro regiones designado con
numeros rojos: .- posterior, 2.- arriba, 3.- delantera y 4.- abajo (con respecto al primordio), se
eligieron dos células de cada una de estas regiones y se registré la direccion de formacién de los
cometas formados durante el registro. Esto se realizé en peces silvestres y mutantes. En la figura, en la
parte superior se muestra una imagen de primordio mutante como ejemplo, la cual se descompuso en
los dos canales: izquierda: cxcrd4b:mRFP y derecha: EB3::GFP. Abajo se muestran los graficos que
resumen la direccion de los distintos cometas formados durante la polarizacion de microtibulos, cada
color resume una region: azul rostral, rojo dorsal, verde caudal y morado ventral. Y los niimeros del
grafico definen la direccion de polarizacion, siendo 2: hacia caudal, 6: hacia rostral, 0 hacia dorsal y 4
hacia ventral.Objetivo 60x.
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Por tanto podemos observar que en ausencia de SDF1a la ubicacién de la formacién
de cometas, asi como también la direccidén del ensamblaje de microtibulos se
encuentra alterada, lo que estaria generando las protrusions ectépicas observabas en
los primordios de peces mutantes. Estos resultados nos llevaron a preguntarnos si la
polaridad del primordio se encontraba alterada de alguna manera, por lo que
decidimos estudiar tanto la morfologfa como su polaridad a fravés de un marcador

molecular.

3.2.3 Descripcién de la morfologia y polaridad del primordie migratorio
mutante,

Al estudiar el proceso migratorio del primordio durante la formacién de la linea
lateral, nos percatamos de manera macro que el primordio aparentemente se
comportaba distinto en peces mutantes, con respecto a peces silvestres, que su
morfologia y tamafio parecfan ser distintos también. Fue por esta razén, que luego de
haber estudiado y caracterizado la ruta migratoria de esta linea lateral aberrante nos
detuvimos a mirar con mayor detalle el primordio migratorio.

Un primer paso, fue estudiar la polaridad del primordio. De manera de verificar si
¢sta se encontraba afectada y los primordios mutantes presentaban desorganizacién
de su estructura, analizamos la expresion de un marcador polarizado de primordio
mediante hibridacién in situ. Analizamos la expresion de f2f70 cuyo dominio se
restringe a la regién delantera del primordio. Trabajamos con un grupo de mas de 30
embriones mutantes previamente seleccionados, de los cuales utilizamos 5 en los que
el primordio era inequivocamente identificable, 3 de éstos se encontraron en el vitelo,

¥ 2 en la region ventral. En los 5 casos, [a marca de la sonda era igual y se distribuia
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en todo el primordio, lo que interpretamos como una pérdida de la polaridad de éste.
Lo que sugiere que la estructura polarizada del primordio si se encontraba afectada,

como se muestra en la Figura 30.

silvestre

]
F

Hibridacioén in situ fgf10
primordio a las 33horas post fertilizacion

Figura 30: Hibridacion in situ de la sonda fgf10, marcador delantero. En el caso del mutante se
observa como la marca se distribuye a lo largo de todo el primordio de manera homogénea, a
diferencia de la condicion silvestre en la que se distribuye principalmente en la parte delantera.

Debido a que en los primordios mutantes previamente inspeccionados presentaban
una apariencia mayormente disgregada, se estudid también si la cohesion del
primordio se veia afectada, esto se realizo mediante inmunocitoquimica, en donde se
utilizaron anticuerpos contra GFP y [(-catenina, para tener una estimacion de la
cohesividad que existe entre las células (Whitfield, 2005). En primordios mutantes
de 33hp se observo que existia una pérdida de inmunorreactividad en la parte
delantera del primordio, mostrando una aparente pérdida de cohesividad en la region
delantera del primordio mutante (Figura 31). Por lo tanto, este “desorden” del
primordio puede deberse en parte a esta pérdida de cohesién del primordio,
produciéndose una desorganizacion/reorganizacion interna que llevaria a que
distintas regiones pudieran tener células que fuesen capaces de responder a sefiales

en distintos puntos, lo que se reflejaria en una disgregacion de la estructura global.
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Figura 31: La adhesion celular estaria afectada. Inmunofluorescencia contra beta catenina muestra que
en condiciones control (arriba) el primordio presenta mayor inmunoreactividad en los 2 tercios
posteriores (region trasera organizada en rosetas), mientras que disminuye en la region lider donde las
células no estdn organizadas y presentan caracteristicas mesenquimaticas, En mutantes la region
inmunoreactiva para beta catenina disminuye y la region con caracteristicas mesenquimales se
agranda hacia posterior.

Observamos ademas la morfologia de primordios migratorios en peces vivos de
33hpf, en los que se observo: i) la pérdida de la morfologia alargada en orientacion
rostral-caudal, ii) la pérdida de rosetas formadas definidamente en la parte trasera, y
1i1) una invasion total del primordio por los conos axonales en crecimiento, Figura 32.
Esta ultima observacion sera tema de estudio de la seccion siguiente de esta tesis, ya

que esta invasion fue algo anomalo e inesperado. Por consiguiente, se tratara el

estudio del comportamiento del nervio en peces mutantes para sdf!a.
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Figura 32: Morfologia de primordios migratorios de 33hpf. Arriba se observa un primordio
silvestre de Tg [neurod: EGFP"; cxcrdb:mRFP“”']. Se observan tres caracteristicas: en la parte
trasera del primordio se pueden visualizar la agrupacion de células formando rosetas; la direccion de
migracion ocurre siempre de rostral a caudal (izquierda a derecha); y los conos de crecimiento de
axones nunca se adelantan a la porcion delantera del primordio. En cambio en condiciones mutantes:
no es posible visualizar la formacion de rosetas; la direccion de migracion del primordio se encuentra
en todos los casos afectada y el nervio es capaz de invadir la region delantera del primordio. La region
delantera del primordio es delimitada con una linea blanca punteada. Escala 50um.
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3.3 Estudio del comportamiento del nervio de la LLP en peces mutantes
sdﬂau766

3.3.1 Determinar los eventos de comportamiento anémalos producidos en el
nLLP en mutantes sdf7a"*

El primordio de la LLP ha sido descrito como la estructura que guia y dirige Ia
extension del nervio (Gilmour et al., 2004), lo que se deberia a una guia dependiente
por contacto donde la adhesion célula-célula permitiria que este cohorte de células en
migracion colectiva, extienda al nervio (Becker et al., 2001).

Como fue determinado en la primera parte de este trabajo, donde se estudié el
comportamiento migratorio de la linea lateral y la morfologia del primordio, el
nervio presentd cambios con respecto a los peces silvestres, donde hubo un
fenémeno de desacople del nervio y primordio, lo que llevé a preguntarnos si la
relacion o interaccidn nervio-primordio era regulada por sdfla. La interaccién
nervio-primordio se restringe a la porcion trasera del primordio, la que corresponde a
dos tercios de esta estructura y como fue observado en el desarrollo de esta tesis, este
comportamiento se veia alterado. Es por esta razon que en esta parte del trabajo se
enfatizo en estudiar los diferentes eventos ocurridos en el nervio de la linea lateral,
con el fin de determinar si debido a pérdida de funcién de SDFla, existia alguna
influencia sobre dicha estructura. Para esto, nos detuvimos a examinar en mayor
detalle la morfologia del nervio y su comportamiento durante el proceso migratorio.
Observando el nervio durante el registro de la migracién de primordios de peces de
33hpf, enconiramos que en todos los casos, el nervio invadia totalmente las células
del primordio, como muestra la Figura 32 (se muestra previamente), y que ademds
los axones eran capaces de adelantarse varios micrones mds alld de éste, en un

comportamiento dindmico. Este evento lo llamaremos “extensién anémala de axones”
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Como mencionamos previamente, los conos de crecimiento del nervio presentan una
ubicacion definida con respecto al primordio, esta es la porcion trasera del primordio,
la cual corresponde aproximadamente a 2/3 de su totalidad (Gilmour et al., 2004
Metcalfe et al., 1985). Por lo que dichos axones estarian presentando una mayor
libertad con respecto a los axones de peces silvestres. Si bien no esta descrito el
mecanismo por el cual nervio y primordio se mantienen unidos durante la migracion,
se sabe que esta interaccion es constante y restringida (Gilmour et al., 2004) y
posiblemente podria estar dependiendo de la organizacion y cohesién del primordio.
En condiciones silvestres, el nervio se extiende fasciculado en su totalidad, con todos
sus axones unidos intimamente formando el nervio que se extiende desde el ganglio
hasta el final de la cola del pez; solo en puntos especificos axones se desprenden de
esta rama principal para inervar los neuromastos (Becker et al., 2001).

Cuando observamos el nervio en peces en los que su LLP ya estuvo formada nos
percatamos que ocurrian otros dos eventos destacables: “desfasciculacion” Figura 33

y “ramificacion” Figura 34 y Video 4.

2dpf

T

Figura 33: Desfasciculacion en nLLP de peces TgBAC[neurod:EGFP]"de 3dpf. A la izquierda se
muestra un pez silvestre: La punta de flecha muestra uno de los tnicos eventos de desfasciculacién en
condiciones silvestres, estos coinciden con la inervacion de neuromastos. A la derecha se muestra el
evento de desfasciculacion en distintos puntos de la extension del nervio de la LLP. Cada punto se
muestra con una flecha blanca.
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silvestre mutante

Figura 34: Ramificacién. Observamos peces Tg[cxerdb:mRFP“™; neurod:EGFP™']. A la izquierda se
muestra la region del ganglio de la LLP en un pez silvestre: el nervio se extiende a partir del ganglio y
en su extension axones se encuentran empaquetados. A la derecha se muestra la region del ganglio de
la LLP un pez mutante, donde se puede apreciar 3 puntos de ramificacion indicados con flechas
blancas, ausentes en la condicion silvestre.

El estudio se realizd visualizando 17 peces Tg[sdf1a"’*; cxcrdb:mRFP“"!.
neurod:EGFP"'] de 3dpf. Para cada evento la probabilidad de ocurrencia es superior
al 55%, y ninguno de los eventos, presenta una correlacion con ningtin fenotipo en
particular.

En conjunto, estos datos muestran que en ausencia de SDFla el nLLP se encontraria
alterado, presentando eventos de “extension andmala de axones” dentro del
primordio , “desfasciculacion™ y “ramificacién”. Esto sugiere que SDF es necesario
para que los axones del nervio se extiendan de manera coherente y formando un
unidad empaquetada, junto con el primordio de la linea lateral. Sin embargo este
efecto puede tener varias causas; el fenotipo podria ser un efecto directo sobre los
conos axonales , o indirecto : a través del primordio o de las glias que recubren el
nervio, ya que las glias son derivados de cresta neural, tipo celular que ya ha sido
caracterizado en otras especies por responder a fuentes de SDF1 (Theveneau et al.,

2010). Ademds se sabe que el nervio permanece en constante contacto con el
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primordio a través de sus conos axonales (Gilmour et al., 2004), y que este se
encuentra en toda su extension recubierto por glias (Gilmour et al., 2002).

Estudios han demostrado que algunos axones poseen receptores y son capaces de
responder a fuentes de SDF1 (Miyasaka et al, 2007; Knaut et al., 2005). Sin
embargo en el nLLP no se ha reportado que exista expresién de receptores para este
ligando, y se ha demostrado mediante experimentos de (ransplante que axones
silvestres en un pez mutante para uno de los receptores, cxcr4b, no son capaces de
responder frente a una fuente de SDFla, aunque cabe destacar que en estos
experimentos se mantiene acoplado nervio y primordio (Gilmour et al., 2004).

Luego nuestro interés se enfocé en determinar si dichos eventos podrian tener
relacién con un efecto directo o indirecto. Para esto nuestro primer foco de atencidn

fueron las glias.

3.3.2 Determinar la presencia de glias que recubren el nLLP en ausencia de
SDF1a.

Como fue mencionado anteriormente, han sido estudiadas las sefiales que dirigen el
movimiento de las crestas neurales, el tipo celular mas métil, ha sido estudiado en
cuanto a las sefiales que dirigen su movimiento (Schuster et al., 2010; Gilmour et al.,
2002). Es ast como se ha responsabilizado a SDF1 como quimioatractante necesario
para comandar el movimiento tanto de las CN en otros modelos (Theveneau et al.,
2010). Ademas se ha demostrado que la migracién de derivados de CN, como los
melandforos, son capaces de responder a SDF1a en pez cebra (Svetic et al., 2007).
Las celulas gliales, al igual que los melandforos, son derivados de cresta neural y

hasta el momento no se ha reportado que estas células respondan a SDF 1a.
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Nos preguntamos si la desfasiculacion y ramificacion serian consecuencia de la
ausencia o de aberraciones en estas células gliales, las que son derivados de CN. Este
hecho podia ser factible debido a que estos dos fenotipos podian tener directa
relacion con la ausencia de este tipo celular, presentando alteraciones en el
empaquetamiento del nervio.

Para este propdsito, inyectamos morfolino contra sdf/a en peces Tg [foxd3:GFPF"”,
que expresan GFP en crestas neurales y sus derivados, entre ellos precursores gliales
y glias (Gilmour et al., 2002).

En los morfantes que fenocopian la mutacion, es posible ver como ramas anexas a la

princial del nLLP, estan recubiertas de principio a fin por glias Figura 35.

Figura 35: El fenotipo del nervio no es explicable por una ausencia de glia en una pérdida de funcion
de sdfla. En peces Tg [foxd3:GFPT"* morfantes para SDFla, se visualizo la presencia de la glia. Las
células gliales no se veian afectadas en peces mutantes de 3dpf y ademés se encontraban recubriendo
todas las ramas axonales. En rojo se observa la inmunotincién contra tubulina acetilada y en azul
contratincion DAPI, la que marca los nicleos de todas las células del pez. Barra de escala 50um.
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Los datos muestran que las glias se encuentran presentes y recubriendo los axones
del nervio de la LLP de manera aparentemente normal, por lo que los eventos
ocurridos en el nervio que dan cuenta de una pérdida del empaquetamiento del
mismo no se deberian a una ausencia de este tipo celular; las glias no sélo cubren el
nervio en toda su extension, sino que también las ramas de éste producidas de
manera anexa. Por esta razon, nos preguntamos si debido a la presencia de glias en
las ramas aberrantes, la glia servirfa como un camino para la regeneracion, estos
datos aportarfan como control regenerativo y reafirmarian que no habria problemas

con la glia.

3.3.3 Estudiar regeneracién de nervio post-axotomia en mutantes

Quisimos estudiar si el nervio era capaz de regenerar por el mismo camino luego de
axotomia, Para esto se realizé una ablacion en el nervio tal como fue descrito
previamente (O’Brien et al, 2009). Peces de 3dpf TgBAC[neurod:EGFPT"
silvestres y mutantes fueron axotomizados con un laser de dos fotones, en la regién
anterior del nLLP. El universo fue de 10 larvas, en 3 de los cuales ocurrié una
ablacion efectiva y completa (Figura 36B”). Los peces fueron fotografiados antes de
la ablacion (Figura 36A), post axotomia(Figura 36B), 6 horas después de la ablacion
(hpa; luego de la degeneracion del axon) (Figura 36C), y 24 hpa (Figura 36D). En la
Figura 36 se observa que la regeneracién ocurre, y por la misma region previa al
corte, regenerando ademas, las ramas ectopicas.

Por lo tanto, estos resultados en conjunto con los de la seccién anterior sugieren que

la presencia de la glia entrega al nervio en regeneracion un soporte mecénico, y que
la reextensién de los axones no requieren de SDF1a. Reafirmando ademas que no

' existen problemas con la presencia de glias sobre los axones del nervio.



Figura 36: Regeneracion del axon luego de axotomia en peces carentes de SDF1a. Se utilizaron peces
mutantesTg[neurod: EGFP""]. El nervio regeneré por el mismo sitio donde se encontraba previo al
corte, asi también las ramas ectopicas. A) pre-ablacion. B) 0 horas post-ablacién. B’) Acercamiento de
la region axotomizada, da cuenta del espacio pre y post corte. C) 6 horas post-ablacion, degeneracion
axonal. D) 24 horas post-ablacion, regeneracion axonal. En esta ultima imagen se aprecia el nervio
que acompaiia el primordio de la linea lateral posterior secundaria.
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3.3.4 Efecto local de SDF1a sobre el nLLP

Al descartar a la glia como responsable de la pérdida del empaquetamiento del
nervio que llevaba a ver los eventos de desfasciculacién y ramificacion, existia la
posibilidad de que SDF1a ejerciera un efecto directo sobre el nervio.

Para este fin generamos fuentes locales y ect6picas de SDF1a en embriones silvestre,
inyectando 150pg de un constructor codificante para Hsp70:sdf{a::GFP , en estadios
entre 1 y 4 células. A las 30hpf se realizo el heatshock y los embriones fueron fijados
a las 54hpf, Luego se realizé inmunocitoquimica contra tubulina acetilada para
visualizar el nervio y una contratincién con DAPI para ver el primordio. La regién
anterior del pez, por donde el primordio ya habia migrado, fue visualizada para
estudiar si una fuente ectdpica local de SDF1 podia afectar el comportamiento del
nervio, y estudiar si el nervio era capaz de alterarse sin que el primordio lo estuviese.
En los peces sin el golpe término (heatshock), no hubo expresion visible de GFP por
lo que no habrian fuentes ectépicas de SDF1a, mientras que en en los peces tratados
con el golpe de calor era posible ver expresion de GFP en distintas regiones del
cuerpo del pez como se observa en la Figura 37, al igual que en Li et al,, 2005. En
los peces con heatshock estudiados el primordio se encontraba detenido
prematuramente en su recorrido, posiblemente por la expresién local de SDF]la.
Estos resultados se condicen de acuerdo con el reporte de Li et al., 2004 donde se
mostrd que frente a una fuente ectopica de SDF1 el primordio era atraido hacia ella,
deteniéndose en ese lugar, lo que da cuenta de la capacidad atrayente de esta
molécula.

En relacion al nervio, se encontrd 2 clases de fenotipos. En algunos especimenes, los

axones se encontraban asociados con el primordio, mientras que en otros los axones
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se extenian mas alld de este (Figura 37). Sin embargo, y aunque no fue posible
comprobar que células provenientes del primordio acompafiaran estos axones, el
hecho de que éstos se escaparan de la rama principal hacia direcciones alejadas del
grupo de células del primordio daba cuenta de un grado de desorganizacion de este
sistema. En cualquier caso no fue posible distinguir si dichos axones se dirigian a
una fuente local de SDF1a o eran llevados por células provenientes del primordio, ya
que se ha postulado al primordio como el medio necesario para extender sus axones a
través de la interacion de los conos axonales con las células de la region trasera del
primordio. Asi, existe la posibilidad de que la interacién de atraccion (con la parte
trasera del primordio) y repulsion (con la parte delantera del primordio) los extienda

por el camino correcto.

HS
30hpf

54hpf

Figura 37: Respuesta del primordio/nervio frente a una fuente local de SDF 1a exogeno. A la izquierda
S¢ muestra un pez sin heatshock, en donde se aprecia el nervio fasciculado. A la derecha un pez de
54hpf en el que se realizo un heatshock a las 30hpf, aqui se observa que se han diferenciado
neuromastos sobre una region que expresa SDFla (GFP positiva) y luego se extiende un axén que va
mas alla de este conglomerado de células. En rojo se muestra el nervio, inmunotincién contra tubulina
acetilada, en azul contratincion DAPI que marca nucleos y en verde GFP. Este fenotipo de
ramificacion se observo en todos los casos estudiados, aunque sin poder diferenciar si esos axones
iban acompafiados de células provenientes del primordio. Barra de escala 50um.

Fue asi como en la bisqueda de posibles relaciones entre esta compartimentalizacion

de funciones en el primordio respecto del comportamiento del nervio, fue que nos
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preguntamos si posiblemente estas interacciones podian relacionarse con la

complementariedad de expresion de los receptores para SDF1a.

3.3.5 Estudiar el comportamiento del nLLP en ausencia de los receptores para
SDF1a.

Los experimentos anteriores sugieren que el nervio se encuentra alterado
posiblemente debido a un efecto indirecto mediado por la falta de activacién de vias
transductoras dependientes de sdfia.

Una de las alteraciones observadas fue que los conos axonales en crecimiento
sobrepasan una region del primordio que en condiciones silvestres se encuentra libre
de cllos. En esta region se expresa semaforina 3aa, un factor restrictivo y repelente
para los axones, que ha sido descrita y se ha caracterizado su efecto sobre el nLLP
(Shoji et al.,, 1998). El dominio de expresion de sema3aa aparentemente coincide
con la zona libre de axones en peces silvestres (Shoji et al., 1998). En peces mutantes,
no se ha estudiado el dominio de expresidn de esta semaforina, pero como los axones
pueden invadir esta regién nos preguntamos si la alteracion del comportamiento del
nervio se podia deber a una alteracion en la expresion de dicho repelente.

Para poder estudiar esta hipOtesis, realizamos una aproximacién en la que se

T, mediante

sobreactivd la via Wnt en peces transgénicos TgBAC[neurod:EGFP
incubacion con el agonista BIO, como se reportd previamente (Valdivia et al., 2011).
Previamente fue reportado que cuando la via Wnt era sobreactivada en peces
mutantes para apc , la expresion del receptor CXCR7b era desplazada del primordio,

es decir, solo se expresaba el receptor CXCR4b (Aman y Piotrowski, 2008). Otra

manera de sobreactivar la via Wnt y que fenocopia el fenotipo del mutante ape, es
H
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realizar incubaciones con BIO, agonista de la via. Luego del tratamiento, se realizd
un marcaje de las membranas celulares con el marcador lipidico BODIPY y los
peces fueron observados en el microscopio. En todos los casos observados (n=5)
existia una disociacion entre el primordio (demarcado con una linea punteada blanca)
y el nervio (verde) Figura 38. Por lo tanto, esta sobre-activacion de la via Wnt

produjo esta disociacion que puede deberse a la ausencia del receptor CXCR7b.

1bacidén con BIO p
1pf

Figura 38: Sobreactivacion de la via Wnt mediante la incubacién con BIO. Esta imagen es una
fotografia representativa de los 5 casos observados, en la que se muestra la disociacion
nervio/primordio  durante la  migracion del sistema de la linea lateral en un pez
TgBAC[neurod:EGFP]" El primordio fue delimitado con una linea punteada blanca en base a un
conjunto de planos tomados en el ¢je Z.

Sin embargo, en este punto no podriamos descartar que el fenotipo de disociacion
pueda deberse a que la sobreactivacion de la via Wnt podia estar generando un efecto
sobre el nervio directamente.

Como una alternativa utilizamos una segunda aproximacion visualizando el nervio
en peces mutantes para cxcr7b. En estos peces presentan una mutacion en el gen
codificante para este receptor de SDF1, y ha sido caracterizado por presentar un
pLLP que se detiene antes en su recorrido (Busch-Nentwich et al., 2010). Embriones
mutantes fueron fijados a 30hpf y se les realiz6 una inmunotincion contra tubulina
acetilada y tincion con DAPI. Con esta aproxiamcion hubo dos casos observados: 1)
el primordio y nervio se encontraban asociados y el primordio detenido en una

region previa con respecto a la condicion silvestre, y ii) el primordio se encontraba

detenido previamente y axones se “escapaban” del sistema, extendiéndose mas alla
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de las células del primordio Figura 39. En la Figura 40 muestra la misma situacion
que la figura anterior, pero en un estadio posterior (2dpf), lo cual confirma lo
observado inicialmente: la ausencia del receptor CXCR7b, ubicado en la regidn
trasera del primordio, produce la pérdida del empaquetamiento del nervio, ya que
fueron visualizadas axones provenientes del gLLP que se dirigian en sentidos
distintos, inervando o no neuromastos. Esto fue visualizado en dos oportunidades

debido al bajo nliimero de individuos.

cxcr7b”
'Y

silvestre

Figura 39: Nervio de la LLP en mutantes para cxcr7b. Se observa el primordio marcado con DAPI y
axones en rojo (tubulina acetilada). A la izquierda se muestra un embrion silvestre: se visualizé la
region delantera de la LLP, esta region el primordio silvestre ya la habia sobrepasado. Al medio se
muestra uno de los casos: el primordio y nervio se encontraban en una region previa a la de condicion
silvestre, pero nervio y primordio se encontraban asociados. A la derecha el segundo caso: primordio
se encontraba tambi¢n en la region delantera del pez, pero axones fueron visualizados mas alla de este
primordio, dando cuenta de una parcial disociacion N=5 (3 del primer fenotipo y 2 del segundo).

Figura 40: Nervio en mutantes para cxcr7b. Otro ejemplo donde se muestra la ramificacién observada
en los peces anteriores de la Figura 39. N=4.

Estos resultados refuerzan la hipdtesis que postula que SDFla mediaria a través del

receptor CXCRTb atraccion entre nervio-primordio en la region trasera, lo que a su

78




ves estaria influyendo sobre el comportamiento empaquetado del nervio, lo que
provocaria los eventos de ramificacién y desfasciculacion.

Observaciones en peces odysseus, los que presentan el otro receptor mutado, a los
3dpf, mostraron que en el nervio de estos peces también existian ramas que
aparentemente no estarian inervando neuromastos (al menos sin difereciacién de
células ciliadas, ya que no se visualizaron con tubulina acetilada). De 50 mutantes
estudiados, 13 embriones presentaron el fenotipo representado en la Figura 41. Los

demases fenotipos correspondian a la LLP detenida tempranamente en su recorrido,

silvestre

EY

Figura 41: Nervio en mutantes ody (cxcr4b). Se muestra la ramificacion observada en los peces ody,
mutantes para cxcr4b, de 3dpf en 13 especimenes de un total de 50. Inmunotincién con contra
tubulina acetilada muestra el nLLP, con una flecha rofa se marca el punto de ramificacidn, ¥y con
cabezas de flechas se marcan los neuromastos {cilios de células ciliadas).

Estos ultimos resultados dan luces de que en ausencia de los receptores para SDFla

existen de igual forma alteraciones del nervio, por lo que el efecto visualizado como
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desfasciculacién, elongacidn aberrante y ramificacion puede deberse a un defecto del
sistema de sefializacién CXCR/SDF1a, mds que en la ausencia del ligando. Por lo
que SDFla no serfa el responsable directo de éste efecto. Mayores estudios, que
involucren una caracterizacién del nervio y el primordio en mutantes para ambos

receptores con fondos transgénicos que marquen estas estructuras, debieran ser

realizados para corroborar este tépico.




4.- DISCUSION

En este trabajo se realiz6 la caracterizacién molecular de una mutacién en el gen
sdfla de pez cebra, que fue aislada en un rastreo de mutaciones que tuviesen fenotipo
en la linea lateral. El fenotipo se debiz a una mutacién puntual encontrada en dicho
gen, el cual codifica para un ligando que se le ha involucrado como quimioquina en
la migracién de diversos tipos celulares (Doitsidou et al., 2002; Mizoguchi et al.,
2008; Sapéde et al., 2005; Svetic et al., 2007; Tiveron et al., 2008). Una mutacién
nula en sdfla ya habia sido previamente descrita, con un fenotipo dramético en la
migracion del pLLP (Valentin et al., 2007).

Nosolros encontramos que existia migracién en ambos mutantes, lo que contrastaba
con los resultados previamente publicados. Estos muestran una migracién nula del
primordio mutante, concluyendo que sdfla es necesario para que se produzca la
migracién del PLL (Valentin et al., 2007). Este contraste ademds fue confirmado en
experimentos de complementacién génica enfre ambos mutantes, por lo que se

descartd que el mutante sdfla*’®

tuviera alguna variante de splicing que rescatara el
fenotipo en mutantes medusa, confirmando que no habia una funcién del transcrito
pequefio de tres exones, encontrado al clonar sdff/a, durante la migracién. Para
descartar ademds que todo podfa deberse a una diferencia en el fondo genético de las
cepas en las que se encontraba la mutacion, analizamos la mutacién en cepas

distintas para corroborar que la mutacién presentaba el mismo fenotipo, asi mediante

cruces entre la cepa mutante y cepas transgénicas, la mutacién fue transmitida a
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distintas cepas de peces provenientes de diferentes laboratorios, con diferentes
fondos transgénicos y en todos los casos los fenotipos eran el mismo. Esto nos hace
sospechar que el grupo previo pudo haber seleccionado el fenotipo mas drastico de
migracién, que era el del primordio detenido, y no el mayoritario que era el fenotipo
de movimiento hacia la regioén ventral del embrién, Esta evidencia nos llevd a
plantear la idea de que SDFla no es indispensable para ocurra migracién del pLLP
como previamente ya habia sido reportado, sino que confiere direccionalidad a éste
proceso.,

La linea lateral mutante presentaba neuromastos y estos eran capaz de incorporar la
tincidn vital DiAsp, lo que sugeria que éstos eran funcionales. Estos neuromastos a
su vez eran inervados y permanecian en el tiempo. Esto resultados indican que la
formacion y mantencién de los neuromastos de la linea lateral son propiedades
intrinsecas del primordio y que la migracién colectiva y dirigida a través del
miosepto, y mediada por sdfla, no es un pre-requisito para la diferenciacién.

La velocidad de migracion de este primordio mutante era mas lenta que en condicién
silvestre. La razdn de esto se puede deber a que protrusiones polarizan en distintas
direcciones generando vectores de direccionalidad que van en diferentes sentidos, lo
que disminuiria el vector final de velocidad. Ademés fue observado que este
primordio era de menor tamafio, una de las razones que explicaria esto seria que la
proliferacién se encontraba significativamente disminuida en peces mutantes. Ya ha
sido estudiado que la zona proliferativa coincide con las células de la regién
delantera del primordio, estas son las que se encuentran en constante produccion de
células que generaran los neuromastos manteniendo el primordio con un niimero

constante de células (Aman et al., 2011). Esta baja en la tasa proliferativa no se
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deberfa a que en ausencia de SDFla estarfa generando defectos en la via de
sefializacién Wnt, ya que un estudio previo demostré que en peces morfantes para
sdfla, un blanco para esta via, axin2, presentaba una expresion normal y por lo tanto
la activacion de la via Wnt no seria regulado por sdfla. Estudios en mutantes para
sdfla son necesarios para confirmar esta observacion y obtener conclusiones certeras
sobre la relacion de sdfla sobre la via Wnt y la proliferacion.

Luego de verificar si la polaridad del primordio se encontraba alterada mediante un
marcador molecular de la region delantera fgf10, observamos que este marcador ya
no se encuentra en la regién delantera sino que uniformemente expresado en el
primordio migratorio, lo que sugeria que la estructura del primordio estaba alterada,
y que la regién delantera y trasera ya no tenian limites bien definidos, lo que
producia una pérdida de la identidad y especificidad de dichas células. Posiblemente
este cambio de polaridad se deba a que la ausencia de SDF1 podria estar generando
una reorganizacion celular interna en esta estructura que se traduce en una pérdida de
polaridad.

En el estudio de la formacién de protrusiones en peces mutantes, comparadas con la
de primordios silvestres, observamos que la posicién y direccién de éstas estaba
alterada. En primordios silvestres es posible observar protrusiones en las células
delanteras del primordio, ubicadas més caudal con respecto al pez, y éstas se dirigen
hacia rostral, paralelo al miosepto horizontal, es decir, en la direccién de migracion.
Pero en primordios mutantes éstas se encontraban en todo su perimetro y presentaban
orientaciones distintas a la caudal, por lo que puede explicar que el primordio se
dirija en otras direcciones. Esto puede deberse a que el primordio es atraido en

distintas direcciones en ausencia de SDFla en el miosepto horizontal, Luego
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estudiamos este fendmeno de formacion de protrusiones en mayor detalle a nivel
celular observando la formacion de microtibulos. Estos, se ensamblan en la
direccion de migracion y en primordios mutantes los microtiibulos se ensamblan en
direcciones diversas en distintas regiones del primordio, es decir, a nivel celular,
moléculas son orientadas en distintas direcciones, posiblemente de manera aleatoria
en la bisqueda de un quimioatractante que estabiliza dicha polimerizacion.

Ya que el primordio mutante tenia mayor desorganizacién que en condiciones
silvestres y su estructura tenfa una apariencia menos cohesionada, estudiamos si la
adhesién celular estaba afectada en primordios migratorios de peces sdfla"®,
mediante inmunorreactividad contra f-catenina que da cuenta de la unién célula-
célula. Esta molécula se acompleja con cadherinas, moléculas encargadas de que se
produzca la unién (Kemler, 1993). Los resultados mostraron que primordios
mutantes presentaban menor reactividad, es decir, PB-catenina se encontraba
disminuido en dichos primordios, lo que da cuenta de una disminucién de la
adhesion celular. Esta pérdida de adhesion puede explicar que la morfologia del
primordio se vea alterada, perdiéndose la apariencia de estructura compacta
caracteristica.

En su conjunto estos resultados enfocados en el primordio mutante, muestran que
SDF1 tendria un rol en conferir direccionalidad al sistema, ya que en mutantes si
bien hay un destino preferente, ni el camino ni la direccién son la misma. Ademas la
adhesion celular se vio disminuida, condicién permisiva para que se generara una
desorganizacién de la estructura, y se alterara su polaridad, lo que se condice

también con la formacién de protrusiones ectdpicas. Esto 1iltimo se relaciona con un
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trabajo en Xenopus, en el que se ha demostrado que la participacién de SDF1 se
relaciona con la estabilizacién de protrusiones celulares (Theveneau et al,, 2010).

Por otro lado, observaciones del nLLP utilizando peces mutantes en fondo
transgénico Tg[neurod:EGFP], nos permitieron visualizar que el nervio presentaba
ramificaciones y bifurcaciones en su recorrido, lo que no fue visualizado en peces
con fondo transgénico Tg[-8.0cldnb:lynEGFPT'%, para estudiar ambas estructuras

simultdneamente la mutacién sdfla"’%

en un fondo transgénico que expresaba RFP
en el primordio y GFP en el nervio. Asi pudimos ver en los video realizados con
microscopfa de tiempo extendido, como existia un desacople parcial de nervio y
primordio, en donde ramas axonales se desprendian de éste y tomaban un rumbo
diferente. Por otro lado, durante el estudio del comportamiento de la linea lateral en
formacién en peces mutantes, el nervio presentd alteraciones, los que clasificamos
como tres eventos: desfasciculacion, ramificacion y extension anémala de axones.
Los dos primeros podian estar estrechamente relacionados con alteraciones en la
presencia de la glia, las que recubren el nervio durante toda su formacion.
Experimentos con peces morfantes para sdfa confirmaron que las células gliales se
encontraban presentes y no parecian tener diferencias con respecto a peces silvestres,
ya que recubrian el nervio durante toda su extension y en todas las ramas ectépicas.
Estas ramas, en observaciones de peces dobles transgénicos, Tg[sdf1a""";
cxerdb:mRFP™P!; neurod:EGFP™], no siempre se desplazaban acompafiadas de
células del primordio, y en la mayoria de los casos, finalmente no inervaban
neuromastos ectopicos. Estas evidencias nos llevaron a pensar que posiblemente en

ausencia de SDF1la, axones podrian estar respondiendo de manera auténoma a una

fuente de algin ofro quimioatractante y de esa forma, su extensién no estaria
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condicionada por el desplazamiento del primordio, como habia sido previamente
descrito (Gilmour et al., 2004). Es asi como descartamos que estos eventos podrian
deberse a defectos en las células gliales sino mds bien seria consecuencia de
alteraciones en el primordio.

Ya que estas ramas ect6picas se encontraban recubiertas por glias, al igual que el
nLLP en condicion silvestre, nos preguntamos si en peces mutantes estaria alterada
la regeneracion del nervio post-axotomia. Pudimos observar que el nervio era capaz
de regenerar al igual que en condiciones normales, por lo que esta regeneracion no
dependeria de SDF1a, y ademds las ramas ectdpicas fueron capaces de regenerar al
igual que el nervio principal siguiendo el mismo camino previo a la axotomia. Esto
se puede deber a la presencia de las glias, las que podrian estar sefialando el camino
durante la regeneracion.

El evento de extension andmala del nervio, se traducia en que conos axonales invadia
la region delantera, libre de éstos en condiciones silvestres, y ademds, axones
sobrepasaban el primordio, extendiéndose varios micrones con respecto al primordio.
Cabe sefialar que estos tres eventos fueron dindmicos, es decir que no todos los
eventos producidos se mantenian hacia €l final de la migracion, unos se generaban y
luego se revertia su formacion, pero en todos los casos, al final de la migracion al
menos un evento era mantenido y podia distinguirse en la LLP aberrante.

Ya ha sido reportado que conos axonales en crecimiento se ven limitados por la
expresion de repelentes axonales, uno de éstos es sema3aa, el cual se expresa en la
region delantera del primordio, y en somitos dorsales y ventrales (Shoji et al., 1998).
Debido a la libertad que presentan nervios de la LLP en peces mutantes, nosotros

postulamos, que esto posiblemente se deba a la ausencia de éste repelente en la
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region delantera del primordio, lo que permite que axones invadan y sobrepasen esta
region. Sin embargo, esta posibilidad debe ser estudiada y analizada en mayor detalle,
en condiciones de pérdida de funcién de sema3aa.

En una primera instancia determinamos que: la polaridad del primordio estaba
afectada; que la anormalidad del nervio no se debia a alteraciones en glias, sino més
bien que eran efectos mediados por el primordio; y que la extensién anémala de
conos axonales con respecto al primordio podia ser debido a una ausencia de la
expresion de sema3aa, generamos una modelo hipotético en el cual la alteracién del
primordio dada por la pérdida de funcién de SDF1a, llevaba a que se prod{ljera una
menor repulsion en la region delantera y una menor atraccién en la region trasera.
Esto lo relacionamos con la complementariedad de expresion de los receptores
CXCR, ya que cxcr4b es expresado en la regidn delantera donde hay repulsion, y
cxcr7b es expresado en la region trasera donde el nervio interactia parcialmente, o
hay atraccién (Dambly-Chaudiére et al., 2007; Valentin et al., 2007).

Estudiamos ademds el comportamiento del nervio en ausencia del receptor CXC7b,
para comparar basicamente con los resultados obtenidos en mutantes para SDFla,
comparar el fenotipo observado y asi poder avalar o rechazar la hipétesis del modelo
propuesto. En estos resuitados nos encontramos con que el nervio se comporta de
manera anormal. Experimentos en ausencia del otro receptor, CXCR4b, mostraron
resultados similares lo que avalaria en parte nuestra hipétesis.

Sobre la interaccion nervio y primordio, poco es sabido, pero existe un estudio en el
que se muestra que cuando esta interaccion esta afectada, a través de la inyeccién de
un anticuerpo que bloquea el glicoepitope de HNKI el cual se relaciona con la unién

de axones y de éstos con el primordio (Becker et al.,, 2001). Este es altamente
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expresado en neuronas de la LLP, aqui el nervio pierde su empaquetamiento,
desfascicula y genera ramificaciones, muy similar a nuestros resultados (David et al.,
2002), lo que podria sugerir que en ausencia de SDF1 también podria encontrarse
alterada esta interaccién de manera parcial. Es necesario encontrar mutantes en que
esta interaccién esté por completo desacoplada para poder estudiar mds
profundamente las moléculas que comandan este proceso.

Ademas, observamos el comportamiento del nervio frente a una fuente exdgena de
SDF1a, para corroborar que éste era incapaz de responder a una fuente exdgena sin
la influencia de células del primordio, como fue previamente sugerido (Gilmour et al,,
2004). Para esto inducimos la expresion de SDF1a en una region donde el primordio
ya habia pasado en su recorrido, y estudiamos si el nervio era capaz de desviarse.
Con los resultados obtenidos no pudimos ni comprobar ni descartar la influencia
directa de SFDla por el nervio, y esto fue debido a la metodologia utilizada:
induccién de SDF1 acoplado a GFP mediante un choque térmico, Para esto
inyectamos un constructo codificante para Hsp70:SDF1a::GFP, el cual contiene el
promotor Hsp70, que se expresa mediante un choque térmico, el problema fue que
este promotor es ficilmente inducible por otros tipos de estrés y casi siempre cuenta
con una expresion basal, que interfiere con el resultado. De esa forma es dificil
descartar la influencia de SDF1a sobre el nervio mediada por células del primordio,
de las cuales se sabe, responden a dicho quimioatractante. Experimentos con
expresion ectépica de SDF1 a través del implante de esferas embebidas con SDFI
recombinante son nuestra alternativa para dar una conclusién mas robusta.

En conjunto nuestros datos nos permiten decir que SDF1a tiene un efecto sobre el

primordio que si bien se relaciona con su capacidad migratoria, es responsable de su

88




direccionalidad y la cohesién de éste, lo cual también se relaciona con su capacidad
proliferativa y la formacién de protrusiones. Ademas SDF1a actiia indirectamente
sobre el nervio mediado por el primordio, confiriéndole su aspecto empaquetado
caracteristico, posiblemente actuando a través de los receptores que se expresan
complementariamente entre si dentro del primordio. Experimentos en donde se
estudie el nervio en ausencia del receptor cxcr4b en peces mutantes, y en ausencia
de sema3aa, son necesarios para aprobar el modelo hipotético.

Asi, este trabajo contribuye a favor de profundizar el conocimiento que se tiene a
cerca del rol de SDF1 en la migracidn celular y formacién de la linea lateral. Hasta la
fecha ha sido constante el estudio de la participacién de esta molécula en dicho
proceso, y a su vez en distintos procesos que involucren migracién celular en
diferentes modelos, debido a que toda la informacion basica que se obtenga es clave
en el estudio de situaciones mdas complejas como lo es el estudio del cncer.

Un interesante y novedoso escenario serfa que la polarizacién de los receptores de
quimioquina en el primordio pudiese traducirse en una dindmica de
atraccion/repulsién hacia los axones del nervio de la lineal lateral. SDFla al
interactuar con CXCR4b en la regién delantera podria de alguna forma inducir la
expresion Sema3aa, mientras que SDFla al interactuar con CXCR7b en la regién
trasera, podria producir la atraccién constante de nervio-primordio, ocurrido en esta
region. Y que en ausencia del ligando, no se produciria ni la activacién de la
expresion de sema3aa, lo que produciria la extension anémala de los axones y al
mismo tiempo, no se produciria la atraccién nervio-primordio en la regién trasera, lo
que podria producir una mayor laxitud del nervio, traducida en desfasciculacién y

ramificacion. Un esquema de esta hipétesis es graficado en la Figura 42,
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atraccion repulsion

cxcrd4b
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Figura 42: Esquema de posible rol de SDF1a sobre el nervio mediado indirectamente por el primordio.
En a region delanteral SDF la produciria la expresion de Sema3aa mediado por el receptor CXCR4b
produciendo repulsion sobre los conos axonales, mientras que en la region trasera, SDFla produciria
atraccion con dichos conos axonales, mediado por el receptor CXCR7b.
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5.- CONCLUSION

* En este trabajo identificamos la naturaleza molecular de una nueva mutacién
en sdfla en el pez cebra y encontramos nuevos roles de este gen en la
formacién de la linea lateral posterior.

* SDF1a seria dispensable para que ocurra la migracién del pLLP, y tendria un
rol previamente no descrito sobre la formacién de dicha estructura, otorgando
direccionalidad en el proceso migratorio,

* Este rol serfa a través del ensamblaje de microtiibulos unidireccionalmente, y a
la formacion de protrusiones en un mismo sentido, con el fin de potenciar el
movimiento dirigido y colectivo. Un rol especifico sobre el citoesqueleto
queda por identificarse.

* SDF1a contribuiria a la coherencia de la extensién axonal del nervio de la LLP
y al establecimiento de una interaccién polarizada entre sus conos de
crecimiento y el primordio, manteniendo su extensién restringida a la regién
trasera de éste.

* No pudimos descartar un efecto directo de SDF1a sobre ¢l nervio.
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7.- ANEXOS

I.  Secuencia de RT-PCR para las diferentes bandas (L,M y H) de un pez silvestre
y otro mutante en distintos replicados.

1.-Sibling Lightl

TCGATTCTTTATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATG
CTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTGCGGA
TCTCTTCTTCACACTGCAAACATGGATCTCAAAGTGATCGTAGTAGTCGCTCT
GATGGCGGTCGCCATTCATGCACCGATTTCCAACGCCAAGCCCATCAGCCTG
GTAGAGAGATGCTGGTGCCGTTCCACAGTCAACACAGTCCCACAGAGAAGC
ATTCGCGAGCTCAAGTTCCTCCACACACCCAACTGCCCCTTCCAAGTCATAA
TGAAAAAAGCCCAACAGCAGCAGGTCTAAGATGTCTGCCAGATGACAAGGA
AATCTGACAGCCCACCGTCACAGATATGTACCAAGGGCGAATTCCAGCACA
CTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGC
TTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCT
GTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCC
GGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACA
TTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCA
GCTGCATTAATGAATCGGCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGG
CGCTCTTCGC

2.-Sibling Light?

TCGAATTCAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGC
TCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTGCGGAT
CTCTTCTTCACACTGCAAACATGGATCTCAAAGTGATCGTAGTAGTCGCTCT
GATGGCGGTCGCCATTCATGCACCGATTTCCAACGCCAAGCCCATCAGCCTG
GTAGAGAGATGCTGGTGCCGTTCCACAGTCAACACAGTCCCACAGAGAAGC
ATTCGCGAGCTCAAGTTCCTCCACACACCCAACTGCCCCTTCCAAGTCATAA
TGAAAAAAGCCCAACAGCAGCAGGTCTAAGATGTCTGCCAGATGACAAGGA
AATCTGACAGCCCACCGTCACAGATATGTACCAAGGGCGAATTCCAGCACA
CTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGC
TTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCT
GTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCC
GGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTACTCACAT
AATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCAGTCGGGAACCTGTCGTGCAGCTG
CATTATGAATCGGCAACGCGCGGGAGAGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTC
GCTTC

3.- Sibling Medium4

TGAATGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCT
CGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTGCGGATC
TCTTCTTCACACTGCAAACATGGATCTCAAAGTGATCGTAGTAGTCGCTCTG

ATGGCGGTCGCCATTCATGCACCGATTTCCAACGCCAAGCCCATCAGCCTGG
TAGAGAGATGCTGGTGCCGTTCCACAGTCAACACAGTCCCACAGAGAAGCA

TTCGCGAGCTCAAGTTCCTCCACACACCCAACTGCCCCTTCCAAGTCATTGCC
AAACTGAAGAACAACAAGGAGGTGTGCATTAACCCAGAGACCAAATGGCTT
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CAGCAGTACCTGAAGAACGCCATCAACAAAATGAAAAAAGCCCAACAGCAG
CAGGTCTAAGATGTCTGCCAGATGACAAGGAAATCTGACAGCCCACCGTCA
CAGATATGTACCAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGG
ATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCA
CCTAAATAGCTTGGCGTATCATGGTATAGCTGTTCCTGTGTGAATTGTATCGC
TCACATTCACACACATACGAGCCGGAGCATAAGTGTAAGCTGGGGTGCTATG
AGTGAGCTACTCACATAATGCGTGCGCTCACTGC

4.- Sibling Medium35

TGAATGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCT
CGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGGTACATAT
CTGTGACGGTGGGCTGTCAGATTTCCTTGTCATCTGGCAGACATCTTAGACCT
GCTGCTGTTGGGCTTTTTTCATTTTGTTGATGGCGTTCTTCAGGTACTGCTGA
AGCCATTTGGTCTCTGGGTTAATGCACACCTCCTTGTTGTTCTTCAGTTTGGC
AATGACTTGGAAGGGGCAGTTGGGTGTGTGGAGGAACTTGAGCTCGCGAAT
GCTTCTCTGTGGGACTGTGTTGACTGTGGAACGGCACCAGCATCTCTCTACC
AGGCTGATGGGCTTGGCGTTGGAAATCGGTGCATGAATGGCGACCGCCATC
AGAGCGACTACTACGATCACTTTGAGATCCATGTTTGCAGTGTGAAGAAGAG
ATCCGCACAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCG
AGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAA
ATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAATTGTTATCCGC
TCACAATTCCACACAACATACGAGCCGAAGCATAAAGTGTAAGCCTGGGGT
GCTATGAGTGAGCTACTCACATTATTGCGTGCGCTCACTGCCCGCTTTCAGTC
GGAAAC

5.- Sibling Hight3

TGATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCT
CGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTGCGGATC
TCTTCTTCACACTGCAAACATGGATCTCAAAGTGATAGTAGTAGTCGCTCTG
ATGGCGGTCGCCATTCATGCACCGATTTCCAACGCCAAGCCCATCAGCCTGG
TAGAGAGATGCTGGTGCCGTTCCACAGTCAACACAGTCCCACAGAGAAGCA
TTCGCGAGCTCAAGTTCCTCCACACACCCAACTGCCCCTTCCAAGTCATTGCC
AAACTGAAGAACAACAAGGAGGTGTGCATTAACCCAGAGACCAAATGGCTT
CAGCAGTACCTGAAGAACGCCATCAACAAAATGAAAAAAGCCCAACAGCAG
CAGGTCTAAGATGTCTGCCAGATGACAAGGAAATCTGACAGCCCACCGTCA
CAGATATGTACCAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGG
ATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCA
CCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTT
ATCCGCTCACAATTCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAGCC
TGGGGTGCCAATGAGTGAGCTACTCACATTATTGCGTTGCGCTCACTGCCCG
CT

6.- Sibling Hight4

TGATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCT
CGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTTACATATCT
GTGACGGTGGGCTGTCAGATTTCCTTGTCATCTGGCAGACATCTTAGACCTG
CTGCTGTTGGGCTTTTTTCATTTTGTTGATGGCGTTCTICAGGTACTGCTGAA



GCCATTTGGTCTCTGGGTTAATGCACACCTCCTTGTTGTTCTTCAGTTTGGCA
ATGACTTGGAAGGGGCAGTTGGGTGTGTGGAGGAACTTGAGCTCGCGAATG
CTTCTCTGTGGGACTGTGTTGACTGTGGAACGGCACCAGCATCTCTCTACCA
GGCTGATGGGCTTGGCGTTGGAAATCGGTGCATGAATGGCGACCGCCATCA
GAGCGACTACTACTATCACTTTGAGATCCATGTTTGCAGTGTGAAGAAGAGA
TCCGCACAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGA
GCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAA
TAGCTTGGCGTATCATGGTCATAGCTGTTCCTGTGTGAATTGTATCCGCTACA
TTCCCACACATACGACCGGAGCATAAGTGAAAGCTGGGTGCTATGAGTGAG
CTACTACATAATTGCGTGCGCTACTGCCGTTTCAGC

7.- Mutant Lightl

GGGATACGTATACGACTCCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATG
CTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTGCGGA
TCTCTTCTTCACACTGCAAACATGGATCTCAAAGTGATCGTAGTAGTCGCTCT
GATGGCGGTCGCCATTCATGCACCGATTTCCAACGCCAAGCCCATCAGCCTG
GTAGAGAGATGCTGGTGCCGTTCCACAGTCAACACAGTCCCACAGAGAAGC
ATTCGCGAGCTCAAGTTCCTCCACACACCCAACTGCCCCTTCCAAGTCATAA
TGAAAAAAGCCCAACAGCAGCAGGTCTAAGATGTCTGCCAGATGACAAGGA
AATCTGACAGCCCACCGTCACAGATATGTACCAAGGGCGAATTCCAGCACA
CTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGC
TTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCT
GTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCC
GGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACA
TTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCA
GCTGCATTAATGAATCGGCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGG
CGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGT

8.- Mutant Light2?

TAGATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGC
TCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTGCGGAT
CTCTTCTTCACACTGCAAACATGGATCTCAAAGTGATCGTAGTAGTCGCTCT
GATGGCGGTCGCCATTCATGCACCGATTTCCAACGCCAAGCCCATCAGCCTG
GTAGAGAGATGCTGGTGCCGTTCCACAGTCAACACAGTCCCACAGAGAAGC
ATTCGCGAGCTCAAGTTCCTCCACACACCCAACTGCCCCTTCCAAGTCATAA
TGAAAAAAGCCCAACAGCAGCAGGTCTAAGATGTCTGCCAGATGACAAGGA
AATCTGACAGCCCACCGTCACAGATATGTACCAAGGGCGAATTCCAGCACA
CTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGC
TTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCT
GTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCC
GGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACA
TTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCA
GCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGG
GCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCG

9.- Mutant Medium]
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TGATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCT
CGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTACATATC
TGTGACGGTGGGCTGTCAGATTTCCTTGTCATCTGGCAGACATCTTAGACCT
GCTGCTGTTGGGCTTTTTTCATTTTGTTGATGGCGTTCTTCAGGTACTGCTGA
AGCCATTTGGTCTCTGGGTTAATGCACACCTCCTTGTTGTTCTTCAGTTTGGC
ATTGGAAGGGAGAAGTGTACATTTCCATTATATCCTGTGATATGACTTGGAA
GGGGCAGTTGGGTGTGTGGAGGAACTTGAGCTCGCGAATGCTTCTCTGTGGG
ACTGTGTTGACTGTGGAACGGCACCAGCATCTCTCTACAGGCTGATGGGCTT
GGCGTTGGAAATCGGTGCATGAATGGCGACCGCCATCAGAGCGACTACTAC
GATCACTTTGAGATCATGTTGCAGTGTGAAGAAAGATCCGACAGGCGATTCC
GCCACTGCACCGTACTGTGATCGACTGGACAGCTGATCAACTGGATCATGTG
ACTAATGCTGCGATAGGATGCTGTCTGGGATGTTC

10. - Mutant Medium4

TGAATGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCT
CGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGGTACATAT
CTGTGACGGTGGGCTGTCAGATTTCCTTGTCATCTGGCAGACATCTTAGACCT
GCTGCTGTTGGGCTTTITTCATTTTGTTGATGGCGTTCTTCAGGTACTGCTGA
AGCCATTTGGTCTCTGGGTTAATGCACACCTCCTTGTTGTTCTTCAGTTTGGC
ATTGGAAGGGAGAAGTGTACATTTCCATTATATCCTGTGATATGACTTGGAA
GGGGCAGTTGGGTGTGTGGAGGAACTTGAGCTCGCGAATGCTTCTCTGTGGG
ACTGTGTTGACTGTGGAACGGCACCAGCATCTCTCTACCAGGCTGATGGGCT
TGGCGTTGGAAATCGGTGCATGAATGGCGACCGCCATCAGAGCGACTACTA
CGATCACTTTGAGATCCATGTTTGCAGTGTGAAGAAGAGATCCGCAAAGGGC
GAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAG
CTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAAT
CATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACA
ACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAGCCTGGGGTG

11. - Mutant Medium3

TGAATGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCT
CGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTGCGGATC
TCTTCTTCACACTGCAAACATGGATCTCAAAGTGATCGTAGTAGTCGCTCTG
ATGGCGGTCGCCATTCATGCACCGATTTCCAACGCCAAGCCCATCAGCCTGG
TAGAGAGATGCTGGTGCCGTTCCACAGTCAACACAGTCCCACAGAGAAGCA
TTCGCGAGCTCAAGTTCCTCCACACACCCAACTGCCCCTTCCAAGTCATAAC
AACAAGGAGGTGTGCATTAACCCAGAGACCAAATGGCTTCAGCAGTACCTG
AAGAACGCCATCAACAAAATGAAAAAAGCCCAACAGCAGCAGGTCTAAGAT
GTCTGCCAGATGACAAGGAAATCTGACAGCCCACCGTCACAGATATGTACC
AAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGT
ACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTG
GCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAATTGTTATCCGCTCACATIT
CACACAACATACGAGCCGAAGCATAAAGTGTAAGCCTGGGGTGCTAATGAG
TGAGCTACTCACATTATTGCGTG

12. - Mutant Mediumé



TGAATGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCT
CGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTGCGGATC
TCTTCTTCACACTGCAAACATGGATCTCAAAGTGATCGTAGTAGTCGCTCTG
ATGGCGGTCGCCATTCATGCACCGATTTCCAACGCCAAGCCCATCAGCCTGG
TAGAGAGATGCTGGTGCCGTTCCACAGTCAACACAGTCCCACAGAGAAGCA
TTCGCGAGCTCAAGTTCCTCCACACACCCAACTGCCCCTTCCAAGTCATAAC
AACAAGGAGGTGTGCATTAACCCAGAGACCAAATGGCTTCAGCAGTACCTG
AAGAACGCCATCAACAAAATGAAAAAAGCCCAACAGCAGCAGGTCTAAGAT
GTCTGCCAGATGACAAGGAAATCTGACAGCCCACCGTCACAGATATGTACC
AAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGT
ACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTG
GCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAAT
TCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAGCCTGGGGTGCCTAA
TGAGTGAGCTACTCACATTATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCAGTCGGG
AACCTGTCGTGCCAGCTG

13, - Mutant Mediumg

TGGATTGAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCTCTAGATGCATGCT
CGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGTGCGGATC
TCTTCTTCACACTGCAAACATGGATCTCAAAGTGATCGTAGTAGTCGCTICTG
ATGGCGGTCGCCATTCATGCACCGATTTCCAACGCCAAGCCCATCAGCCTGG
TAGAGAGATGCTGGTGCCGTTCCACAGTCAACACAGTCCCACAGAGAAGCA
TTCGCGAGCTCAAGTTCCTCCACACACCCAACTGCCCCTTCCAAGTCATAAT
GAAAAAAGCCCAACAGCAGCAGGTCTAAGATGTCTGCCAGATGACAAGGAA
ATCTGACAGCCAACCGTCACAGATATGTACCAAGGGCGAATTCCAGCACACT
GGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTT
GAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTG
TTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCG
GAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACAT
TAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCAGC
TGCATAATGAATCGGCCACGCGCGGGGAGAGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTC
TCCGCTTC

100




10T

VIOLLYOVLLVLODLOVOLOVLY.LODIDILLYVIIIDODVOVIILVIDLVIOVO)
.rUUUUOOUOOU<U<U&<UUP<.—.<O<UOHU._.h<<OUOOO<<UU<PO&<H<O<U<U.rOUu<UUUU<U<U.-.uh.<<<OO<<U<OH<O<UUOHU&O&<O<<rru._lOU<..5
VIDVOVVIIIDVVVVVVDLYVVVIVVILVIIOIVVOVVOLIIVLOY SOVILLIDDLVYVVIIVOVOVIIIVV.LLYIDLDLOOVOOVVIVVIVVOVVD LOVVVDIO

1) | eroONDI210nokoR)FieeeS SievieiedSeoeare

DIVVIILLLYDOIVIDLYILLYIINILODINOLYOLILINDILOVIOVIOILY DLOVVVILILVDOLY

NNIAAN JLINVLAW

VV.LOLOOVIDVIDVIVYIIDOVVVVVYDLYVVVIVVILVIIDIVYVOVYOLIOVIOVIOVILI IDDLVVVIIVOVOVIIIVVLLVIODILDLDD
VODVYIVVIVVOVVDLOVVVIIDI
.JU<<UU,_LL.<GUU<UOF<.V._.H<.u.uOUFGOUDDP<OFUFUOUHU<,_.U<.HGU,_.<U.FG<<<UHU._.<DU,_.<

¥ INNIAAN SONI'TIIS

:sepednide seiouanoas ‘(sajuesyipos SBIOUANDAS) SANOXT

TaRmsstitEIORER
..aumw:tmmﬁmmnmquumnuHnmnzwwmmzmnamﬂamt,rUU<<.H<OH«C.OO<,rO,_L.<UO<<<h.u._(<<OhU<<<<O.r<U.~<<UHU<E<<t<<UUO<OU<<D,_‘U&U<<O<O<,_.<
.r<<DUHU<<U<<O<<¢¢<<<O<<<U<<'_>_l<<u._=U<<O<<<<U,_.UUO<OU&O&U<O<O<U<<<;..<U.FUO<U,r<<0<UD<U.—.UOU<U.E.UOHHOFU<U<U<<U<U&
UUU<Uhu<<u<<<kuhor_buo<o<u&<OUU<OH&<<E.O&?E.O.FU,_‘<UH<<<E<UOO<.~UEUOhﬁUD&EO<O<UE<DUPOOO<<UEU<UEUOOHH<
<UDH<<UUOOPE.U<UH<<OUH.HF<RU,_.<<&UUU<<<H<U<U&UU<O<._.H,_.<._[U<<O,F<U<<<U<<<UUO:EFU<EOOO<UOU<<<UOEEU&O&E;E.OH,_.
U<U,FU<U<<<¢<<<<<<<U<<<O<O<._.<._.<._(<U<<u<._‘<._.kO<<<PFOH<UO<U<<HOE<H<O<,r,_|_.<<,_.<U.E.O<PU<tﬁ<b0h<t<u,rbhur_‘<g<U
H...<UUOO<<O<<<<<U<U<DEUU&O<<UO._.<UO&<,_.<UHU<<<<U,_.U.E.O<<OP<H<E<OO<€O<EE<<HU&U<&UHO<UO<EF&H4HP—.UU<UOU._L<UU
,C;_l<0OUF,FPUUUE<U,_LO<<O<O<<U<<<UU<OUOO<P&<<H<<<<<OO.H.<<U<O<<.FHUU,FU.F<U<<;_Ll<.EL<UUHF&OEU&<<<UU<U.FH<U,_LE<U<<O
<F<U<h<o<<UU<%U,_%_(O_UU<O.EL<UO<U._.<,EFUO,_lOO<<<H<<<<<._FUHU<UO,_L<.~.<<<O._‘U,_(U<<<<U.E.OU<<<UU<OO&%&HOHUO¢O<<<U<OOOH&<
U<<<<<U<UOO<.~FOOOEU%<HHO&OUHO.§FO&OUU&UOHEU&UU&D<OO(ELbfr<H<U<D<<<PO<U,_.<<<<UFUPOUF<H<P&E&O&<<U<E<&<&U,_.<
,_‘<U:r<,_(OU<.EL,E.,_.,_.<Hrrh._sr0r_‘.rU%OHU<OP<PUH<,_.<P<H,_‘<<UOEU<<UUOUO<F&O&UPU&PUHO<FO.r<UUU<UUOU&<QU<UU<O<UU<UU<O¢<<<O,r<
<<._lO<UUUHOUOF<H<<<UUOHUU<<HHU<UU<UUU<D._;UOPFUO.r<UOU.FUFUUPO<P<P€UU<&O,_‘<._[<O<U<U&OUU<UUUO<U<ObUh<<<OO<<U<OH<O
VOODIOLOLVOVV.LOLODVIOVIOVIVYIIIOIVYVVVVHLYVIeonnonnaesonesee: - eeeeednojeeeeeveeeeSeRIT vy YVV O LVIDOOVY DVVOLIIVIOVID
VOLLIDDLVYVIIVIVOVIIIVVLLVIOLOLIOVOIOIVYIVVIVVOVVILIVVYD 311 3edondomonsese;Sieeeds - SojonoomoesfioeiSesis

Beooononeensomsed) ..:&Emnumwﬁem“mmzmmﬁmUU<<UU,_L.P<UUU<UO.P€U,_.,F<UUUUPUUUUU;&UPUPUUOPU<,_.U<h. DILVOLOVVVILOL
<UU,_L<U<<<UO._1U<U<U,_FU.F_LUHUE<UOUUPO<U<U<PUH._.<OOPUU,FUOHHU<U<UHO.~.UDHUPE.O<Umumm.wmuuuumﬁzmﬂ..umu:wuuuwnwmuusmwzumamwmwmmwS ..........

() opesor “(g) o1e[o ap1dA (7) ofjLrewe “(]) 0f01 :UOS SAUOXD BPED AP SAULDIIPOD SBIOUINIIS SB[ "S2UOUI SO| B[NISOUIW
A Inze ua ‘sau0xd So[ UBAI2SqO s E[nIsnAeW U (weansdn) ¢ BOUANIAS [ OPIDA UD BIISINW S OIWILL] (¢ ]]) BWOULS [2 Ud uad [9p BIOUANIAS  '[[




[40)8

7 NOX3 13 HOd OQV2I41000 SOQIDYONINY

€A L SINOX3 SOT HOd YAYIIHI00D ¥1Y HOIMILSOd TYNIWNIL NOIONOd ¥1 30 wOQU«.OzE&

YN|3LO¥d V1 30 YIHYIDHAL YINLONYLST V130 NQIOVINHO4 V1 Yavd SOIMYSIOIN 'SO¥N4INSIa S3ININd 30 NOIDYIWHO4 ¥ N3 STTVANIWYANNS SYN|FLSID 2
¢ INIDIMES 30 IINVIMYA V1 HOd YAYII4I000 YNALONHd 30 YIONINO3S € ONYIWY.L HONIIW 30 YONVE Y1 30 JUNIINIAOM VOIQIOYONIWY YION3N03s

+ ONIOITdS 30 3INYI¥YA ¥ HOd YaVDI4I000 YN|3L0Hd 30 YIONINDIS 'IMLSIATIS NI € OIaIN ONVIYL 30 YONYE ¥1 30 JINFINIAOH YDIQIOYONINY YIONIND3S

aoum.pcOOO,:;E_>Ou_aozm_.1._mv_._mm_ww_Om>hz>._.mmo>>omm_>._m_mx<zm_¢<1_<><ﬂ._<>>>_>x._cﬂ“ Wb

— qﬁwpmw..s.ozn_y_o._.._a.uzm._H__.:Gu_n_ozn_hx._u_v_._m_m_wmdn_>._.z>hwmo>>umm>4w_n_v__e.zm_n_<_.__<><ﬂ._<>>>_>v_._ﬁ_ﬂnEz_ums_

LL0 S3UNVLNW

no.m>cocod.v.12_>Gu_&ozm._.14uv:m_x,mmon_>._.z>._.mm0>>ozm>Jm*uxizw_n_<_+_<><ﬂ.u<>>>_>x._02“ iily}

Toﬁm\,ccoa.«xxazz;.zx4>ccn_>>kan_z_u>m_zzzx4z< _>Omao7&._.IJ_u:._._m_m_wmon_.;.—z>hm~_uguv_m>4m_quzm_m<r_¢><E._¢>>>_>x._QEHE=_uoE

JHISIATS

duenw
ono K ansaayis zod un op (H & |\*"]) SEPUR SIUIYIP SE| 9P SEPIUAQO SEIdUANIAS se| eied seyorpaid seurajord ap erouendag |




iv.

VL

VII

Leyenda video 1. Migracién de un primordio silvestre. Se observa un timelapse
de un pez silvestre Tg[-8.0cldnb:lynEGFPF% realizado mediante microscopia
de fluorescencia bajo un objetivo 10x, donde se visualizan 24 tiempos con una
hora entre cada uno. El video es un conjunto de planos en el eje Z agrupados.
El primordio de la linea lateral posterior se desplaza de rostral a caudal a través
del miosepto horizonal, depositando neuromastos a intervalos regulares,

Leyenda video 2. Migracion de un primordio mutante. Se observa un timelapse
de un pez silvestre Tg[sdfla""";-8.0cldnb:lynEGFP?%] realizado mediante
microscopia de fluorescencia bajo un objetivo 10x, donde se visualizan 24
tiempos con una hora entre cada uno. El video es un conjunto de planos en el
eje Z agrupados. El primordio de la linea lateral posterior se desplaza por una
ruta aberrante, a través de la region ventral del pez. Fenotipo mayoritario.

Leyenda video 3. Migracion de un primordio mutante. Se observa un timelapse
de un pez mutante Tg[sdfla""%;-8.0¢ldnb:lynEGFP¥%] realizado mediante
microscopia de fluorescencia bajo un objetivo 10x, donde se visualizan 24
tiempos con una hora entre cada uno. El video es un conjunto de planos en ¢l
eje Z agrupados. El primordio de la linea lateral posterior se desplaza por una
ruta aberrante, a través del vitelo del pez. Nétese como el primordio del ofro
lado del pez sigue una ruta distinta.

Leyenda video 4. Detalle de un primordio mutante con fenotipo de
desfasciculacié y ramificacién. Se observa un timelapse de un pez mutante
Telsdf1a”®;  cxcrdb:mRFP*™’;  neurod:EGFP™] realizado mediante
microscopia de fluorescencia bajo un objetivo 20x, donde se visualizan 43
tiempos con media hora entre cada uno. El video es un conjunto de planos en el
eje Z agrupados. Se observa que a partir de la rama principal del nLLP se
extienden ramas laterales las cuales son dindmicas en su formacién y posicién.
Asi también se ve al nervio mas desfasiculado en comparacién a condiciones
controles en las que el nervio se encuentra empaquetado en su totalidad.
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