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Universidad. En el, me reenconde con compafieros de la licenciatura y conoci a otros
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s: Segundos

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio (Sodium Dodecil Sulphate)

SSC: Cloruro de Sodio/Citrato de Sodio

TRIS: Tri s(hidroxim etil)aminometano

TBS: TRIS Buffered Saline

tRNA: RNA de t6rula

PIPES: Piperazine-I,4-bis(2-ethanesulfonic acid)

pr: Micr6metros

mm: Mlimetros

ul: Microlitros

L: Litros

M: Molar



RESUREN

La distribuci6n de organelos y determinantes citoplasmalicos Gambia durante

la ovog6nesis, pero adquiere un cierto patr6n en el  zigoto.  Asi,  se forman dominios

citoplasmaticos,  que  son  ordenadamente  transferidos  a  los  diferentes  blast6meros

durante  las  divisiones  de  clivaje.  Vistosos movimientos  del  ovoplasma (citoplasma

rico en organelos y ribonucleoproteinas), que ocurren durante el  desalTollo temprano

del  huevo  del  pez  cebra,  hacen  posible  la  redistribuci6n  y  el  establecimiento  de

dominios citoplasmaticos de importancia morfogen6tica. Este proceso se conoce con

el  nombre  de  segregaci6n  ovoplasmica,  iniciado  durante la  ovog6nesis,  reanudado

despu6s   de  la   activaci6n   del   huevo  y   concluido   durante   la   embriog6nesis.   El

resultado    del    estudio    de    zigotos    tratados    con    drogas,    que    despolimerizan

importante  en  el  flujo  de  citoplasma  durante  la  segregaci6n  ovoplasmica.  Por  lo

tanto, el conocimiento de las propiedades dinamicas de los microthbulos y filamentos

de actina es sustancial para comprender c6mo se localizan organelos y determinantes

matemo§.

Por otro lado, la aplicaci6n de variadas t6cnicas gen6ticas y moleculares tanto

en  modelos  de  invertebrados  como  vertebrados,  ha  permitido  la  identificaci6n  de

mutaciones   de   efecto   matemo  que   afectan   procesos   tempranos   del   desarrollo,

pudiendo  llegar  a  detenerlo.  Por  lo  tanto,  el  conocimiento  de  la  identidad  de  los

genes matemos y  la funcionalidad  de sus productos es fundamental  para determin`ar

c6mo es regulado el desarrollo temprano en vertebrados.

Comprender como el citoesqueleto participa en la segregaci6n ovopldsmica y
'

como este proceso prepara el zigoto para la embriog6n6sis es el principal objetivo de
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este trabajo.  Para satisfacer este prop6sito  se eligi6  el  zigoto del  pez cebra,  con  el

cual  se investigaron los siguientes t6picos:  a) analisis detallado de los  movimientos

ovopldsmicos que ocurren en el zigoto y embri6n temprano del pez cebra, quejunto

al  citoesqueleto  y  motores  moleculares  participan  en  el  traslado  de  organelos  y

macromol6culas  para  formar  el  blastodisco,  lugar  que  originari  el  embri6n  y  b)

analisis  de mutantes de efecto matemo cuyos fenotipos muestran alteraciones en la

segregaci6n y distribuci6n de dominios de ovoplasma.

Los resultados  indican  que la segregaci6n ovoplasmica en  el  zigoto  del  pez

cebra   trascurre   en   tres   estados   correlacionados   con   cambios   nucleares   que

caracterizan el primer ciclo celular y que la fomaci6n del blastodisco se asocia con

la reorganizaci6n y el transporte hacia el polo animal de ovoplasma desde la esfera

ultraripido y a traves de nitas precisas de transporte. Ademas, distintos transcritos

matemos e inclusiones citoplasmaticas co.distribuyen en 6stos canales de transporte

o "streamers" y probablemente se mueven junto a diferentes motores moleculares a

trav6s  de  una  delicada  red  tridimensional  de  microthbulos  y  filamentos  de  actina.

Concomitantemente,  pulsaciones,  dependientes  de filamentos  de  actina,  ocurren  en

general  a  alta  frecuencia  a  lo  largo  del  eje  animal/vegetal  del  zigoto  y  embri6n

temprano, contribuyendo al transporte de ovoplasma hacia el blastodisco.

El   analisis   fenotipico  y   del   flujo   de   ovoplasma   en   mutantes   de  efecto

matemo  sugieren  lo  siguiente:   I)  que  el  producto  del  gen  bwcky  bcz//  (b#c)  6s

responsable    del    establecimiento    de    la    polaridad    animal/vegetal    durante    la

ovog6nesis. Ademas, participa en la regulaci6n de la organizaci6n y funcionamiento

.,

del   citoesqueleto   involucrado   en   la   segregaci6n   ovoplasmica,   ya   que   el   flujo
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unidireccional de ovoplasma hacia el blasto.disco, observada en el zigoto silvestre, se

transforma en un flujo multidireccional  hacia la periferia en  el  zigoto mutante.  Se

confirma asi, Ia p6rdida de la polaridad descrita por la mutaci6n de 6ste gen y 2) que

el producto del gen emzf/s'i.ow (effl/7) regularia tambi6n el patr6n de organi2aci6n del

citoesqueleto  y  los  movimientos  citoplasmaticos  del  zigoto,  ya  que  el  flujo  de

ovoplasma   es   mas   lento   que   en   el   zigoto   silvestre,   afectando   el   traslado   de

deteminantes    citoplasmaticos    de    gran    importancia    morfogen6tica    hacia    el

blastodisco.  Importantes  resultados se ham obtenido durante este trabajo en relaci6n

al  clonamiento posicional  y la identificaci6n molecular del  gen e"#.  Este codifica

para  el  intercambiador  Ca2+AI+  6  Caxl   (CAtion/proton  exchanger  1),  proteina

requerida  para  el   mantenimiento   de  la  homeostasis   de  estos   iones   durante  la

desaITollo   temprano   de  un   vertebrado.   Futuros   estudios   funcionales   permitirin

averiguar c6mo  el gen a.mH/cclx./  regula los movimientos citoplasmaticos durante la

segregaci6n ovoplasmica.
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ABSTRACT

The distribution of organelles and eytoplasmic determinants changes during

oogenesis, but acquire a certain pattern of distribution  in the zygote.  This leads to

fomation   of  cytoplasmic   domains,   which   are   orderly   transferred   to   different

blastomeres    during   cleavage   divisions.   Evident   ooplasm    (cytoplasm   rich   in

organelles  and  ribonucleoproteins)  movements  during.  early   development  of  the

zebrafish egg, allow the redistribution and establishment of cytoplasmic domains of

great morphogenetic importance.  This  process  is  known  as  ooplasmic  segregation,

initiated  during  oogenesis,  reactivated  after  egg  activation  and  concluded  during

embryogenesis.   The   study   of  zygotes   treated   with   drugs   that   depolymerize

microtubules and actin filaments, indicates that the cytoskeleton plays an important

the   dynamic   properties   of  microtubules   and   actin   filaments   is   substantial   to

understand how organelles and matemal determinants become localized.

On   the   other   hand,   the   application   of  various   genetic   and   molecular

techniques to both vertebrate and invertebrate organisms allowed the identiflcation of

matemal   effect  mutations  that  affect  early   developmental  processes.   Therefore,

knowledge  of the  identity   of  the  matemal  genes  and  the  functionality  of  their

products is essential  to detemine how development is regulated in early vertebrate

development.

An   understanding   of   how   the   cytoskeleton   participates   in   ooplasm.ic

segregation and how this process prepares the zygote for embryogenesis is the main

aim  of this  work.  To  this  end  the  following  topics  were  investigated:  a)  detailed
'

analysis  of oopla;mic  movements  taking  place  in  the  zebrafish  zygote  and  early
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embryo, that together with the cytoskeleton` and molecular motors are involved in the

transpolt of organelles and macromolecules to form the blastodisc,  region that will

originate the  embryo and b)  analysis  of in.atemal-effect mutants whose phenotypes

show alterations in the segregation and distribution of ooplasmic domains.

Results indicate that ooplasmic segregation in the zebraflsh zygote ocurrs in

three steps correlated with  nuclear changes that characterize the first cell  cycle and

that the  formation  of the  blastodisc  is  associated  with  ooplasm  reorganization  and

transport to the  animal  pole from  the yolk cell.  Ooplasmic flow  occurs  at  different

speeds:  slow, fast and ultrafast and along precise transportation routes.  In addition,

different  matemal  transcripts  and  cytoplasmic  inclusions  codistribute  along  these

transport   channels   or   "streamers"   and   probably   move   together  with   different

microtubules   and   actin  filaments.   Actin   filament-dependent  pulsations  generally

occurr  at  high  frequency  along  the  animal/vegetal  axis  of the  aygote  and  early

embryo, contributing to the transport of ooplasm toward the blastodisc.

A phenotypical  analysis and the  study  of ooplasmic flow in matemal-effect

mutants,  suggest. the  following:  1) that the product  of the  b#cky bcrJJ (bwc)  gene is

required    for   the    establishment    of   animal/vegetal    polarity   iduring    oogenesis.

Futhermore,   the   gene   product   participates   in   the   regulation   of   cytoskeleton

organization  and  function because it transforms the  nomal  unidirectional  ooplasm

flow toward the blastodisc,  into a multidirectional  flow toward the periphery  of the

mutant.  This  result  confirmed  the  loss  of animal/vegetal  polarity  described  for the

gene mutation and 2) that the product of the em#/sJ.on (emH) gene appears to regulate

thepattemoforganizationofthecytoskelet6nandthecytoplasmicmovementsofthe



zygote.   Thus,   the  ooplasmic  flow  occurs  slower  than  in  the  wild  type  zygote

affecting  the  trapsfer  6f  cytoplasmic  determinants  to  the  blastodisc.   Interesting

results concerning with the postional cloning and molecular identi.fication of the emj?

gene have been reported in this thesis work.  This  encodes a Ca2+tr exchanger or

Caxl  (CAtion/proton  exchanger  I),  prot9in  required  for  the  maintenance  of ions

homeostasis  during  embryogenesis.  This  appear to be the first  Ca2+tr transporter

studied  in  early  vertebrate  development.  Future  functional  studies  are  expected  to

show  how  the  eHi;7  gene  regulates  the  cytoplasmic  movements  during  ooplasmic

segregation.
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I. INTRODUCCION

Un interesante problema en el desarrollo embrionario temprano tiene que vcr

con los mecanismos por los cuales distintos componentes del huevo son segregados

para formar dominios  citoplasmaticos  ricos  en  organelos y  ribonucleoproteinas.  La

ordenada transferencia de estos  dominios durante  el  desarrollo temprano lleva a la

canalizaci6n     de    los    determinantes    citoplasmaticos    hacia    diferentes     c6lulas

embrionarias encargadas de la fundaci6n de los distintos linajes celulares. Este es un

proceso dependiente del citoesqueleto y es conocido como segregaci6n ovopldsmica.

El zigoto y embri6n temprano del pez cebra constituyen un excelente modelo para el

estudio de este proceso. Primero, los movimientos citoplasmaticos en el embri6n son

bastante evidentes y llevan a la formaci6n de un prominente dominio ovoplismico, o

Femandez   y   col,   2006;   Fuentes   y   Femindez,   2010).   Segundo,   el   papel   del

citoesqueleto en la segregaci6n ovopldsmica puede ser estudiado mediante el uso de

drogas  que  alteran  la  estabilidad  de  microthbulos  y  filamentos  de  actina  Q[atow,

1983; Dondua y col.,  1997; Shimizu,  1999; Leung y col., 2000; Fuentes y Femindez,

2010).  Tercero, la marcaci6n con precursores fluorescentes pemiten el estudio de la

participaci6n del citoesqueleto en el transporte de marcadores ex6genos y end6genos.

Cuarto, la disponibilidad de mutantes de efecto matemo que muestran defectos en la

segregaci6n ovopldsmica permite el estudio de las bases gen6ticas del control de 6ste

proceso (Dosch y col.; Wagner y col., 2004; Abrams y Mullins; Lindeman y Peleri,

2009).

Durante el desarrollo de 6sta tesis se describirin los eventos que ocurren en el

zigoto y embri6n temprano del pez cebra durante la segregaci6n ovoplasmica, con un



enfoque    en    el    patr6n    de    organizaci6n    del    citoesqueleto,    los    movimientos

ovoplasmicos  y  las  rutas  para  el  transporte  de  organelos  y  transcritos  matemos.

Ademas,  se  mostrafa  el  resultado  del  estudio  de  mutantes  de  efecto  matemo  que

presentan alteraciones en 6ste proceso,  como asi tambi6n,  el  clonamiento de uno de

los genes involucrados en el control de la segregaci6n ovoplasmica.

I.1.   Acumulaci6n   de   detcrminantes   maternos   y   e[   proceso   de  segregaci6n

ovop]asmica duralite [a gametog6nesis

La evidencia experimental  suministrada por el  estudio de diversos modelos

animales  del  desarrollo  indica,  que  la  ontogenia  comienza  durante  la  ovogenesis

como  resultado  de  la  acumulaci6n  en  el   ovocito  de  organelos  y  deteminantes

embriog6nesis  temprana  (St  Johnston  y  Ntisslein-Volhard,   1992;  Howley  y  Ho,

2000; Pelegri, 2003; Lyman-Gingerich y Pelegri, 2007; Ntlsslein-Volhard; Marlow y

Mullins,  2008).  Los  determinantes  citoplasmaticos  son  mRNAs  producidos  por los

ovocitos y/o c6lulas nodrizas asociadas a 61 (Selman y col.,  1993; Mahajan-Miklos y

Cooley,  1994; Femindez y Olea,  1995). Estos transcritos matemos son sintetizados,

transportados y finalmente localizados en regiones precisas y especificas del ovocito

en  crecimiento  Q'elegri,   2003;  Femindez  y  col.,  2004;   St  Johnston,  2005).   La

localizaci6n  de  estos  mRNA  puede  cambiar  durante  la  ovog6nesis  @ashirullah  y

col.,   1998;  Bally-Cuif y  col.,   1998;  Howley  y  Ho,  2000;  Gore  y  Sampath,  20Ci2;

Pelegri, .2003; LymaL-Gingerich y Pelegri, 2007), pero adquieren un cierto patr6n de

distribuci6n   en   el   zigoto.   As!,   se   forman   doininios   citoplasmaticos   que   son

ordenadamente  transferidos  a  los  diferent6's  blast6meros  durante  las  divisiones  de



clivaje. La visualizaci6n de los dominios de citoplasma (ovoplasma) se ve favorecida

cuando el ovocito es transparente y/o sus componentes destacan por sus propiedades

6pticas ¢Iart y Fluck,1995; Bowerman,1999; Fuentes y Femandez, 2010).

La    segregaci6n    ovoplasmica   involucra   la   separaci6n   fisica    de   vitelo

(viteloplasma)  del  resto  de  los  componentes  citoplasmaticos  (ovoplasma)  y  ocurre

tanto  en  huevos  que  presentan  desarrollo,en  mosaico,  como  es  el  caso  de  muchos

invertebiados,  o regulado,  como en vertebrados.  En el  primer cdso,  6sta separaci6n

conlleva  a  la  formaci6n  de  dominios  polares  de  ovoplasma  como  en  oligoquetos

(Shimizu,  1982) y  sanguijuelas  a7emindez y  Olea,  1982;  Femindez y  col.,  2004);

dominios  citoplasmaticos  pigmentados  con  forma  de  creciente  como  en  el  caso  de

ascidias aleverberi,  1971;  Jeffery y Meier,  1983); plasma geminal  en nematodos e

algunos poliquetos y moluscos (Wilson,1904; Lillie,1906; Kostyuchenko y Dondua,

2000).  En vertebrados un caracteristico ejemplo del  establecimiento de dominios  de

ovoplasma,  es la formaci6n de un  disco embrionario o blastodisco en  embriones  de

peces, reptiles y aves QTielsen,1953).

El  papel  de la segregaci6n ovoplasmica en la organizaci6n y  distribuci6n de

deteminantes morfogen6ticos ha sido estudiado en el pasado con el  fin de adquirir

conocimiento  de  c6mo  se  establecen  los  destinos  celulares  durante  el  desarrollo

temprano.   Las   propiedades   6pticas   de   algunos   huevos   y   zigotos   y   su   facil

manipulaci6n,  ha  permitido  el  estudio  J.#  vJ.vo  de  6ste  proceso  y  su  relaci6n  con  la

fomaci6n de  dominios espeof ficos de citopla§ma.  Dentro  de los organismos  en que

se  ha  estudiado  la  segregaci6n  ovoplas'mica  se  puede  mencidnar  a  la  ascidia  y

algunos  peces  tele6steos  (Reverberi,1971;  Jeffery  y  Meier,1987;  Abraham y  col.,



1993; Leung y col., 2000; Femindez y col., 2006; Fuentes y Femindez, 2010).

En  el  huevo  de  ascidia,  la  visualizaci6n  de  la  segregaci6n  ovoplasmica  es

favorecida   por   la   presencia   de   3   dominios   citoplasmaticos   pigmentados   y/o

coloreados:  el  mioplasma,  el  endoplasma y el ectoplasma. El mioplasma consiste de

un  pigmento  amarillo/anaranjado  y  mitocondrias,  el  endoplasma  presenta  un  color

grisaceo y contiene los g16bulos de vitelo, y el  ectoplasma, que es mas transparente,

contiene un fino. material  granular y  membranoso derivado de la vesicula geminal

(Conklin,1905; Jeffery y Meier,1983; Jeffery,1984).

La  segregaci6n  ovoplasmica  en  el  huevo  de  ascidia  comienza  rdpidamente

despu6s  de la entrada del  espermatozoide,  cuando una delgada capa subcortical,  el

mioplasma, comienza a moverse por la periferia del huevo en direcci6n hacia el polo

creciente amarilla,  la cual  sera distribuida en  c6lulas mesenquimaticas y  originaha a

los mtisculos de la larva durante la embriog6nesis (Conklin,  1905). El tratamiento de

huevos  de  ascidia  con  ion6foro  de  calcio,   induce  la  formaci6n   de  la  creciente

amarilla  en  lugares  ect6picos  del  huevo,  demostrindose  asi,  una  participaci6n  del

calcio   en   la   fomaci6n   de   dominios   citoplasmaticos   durante   la   segregaci6n

ovopldsmica  (Jeffery,  1982).  Por  otro  lado,  la  redistribuci6n  del  ectoplasma  y  del

endoplasma  durante  6ste  proceso,  pemitifa  la  formaci6n  de  linajes  celulares  que

darin  origen   a  estructuras  del   embri6n  derivadas  del   ectodermo  y   endodermo,

respectivamente.

Adicionalmente,  variadas  especies  de  peces  tele6steos  han  sido  utilizadas

para  el  estudio  de  la  embriog6nesis  temprana  de  vertebrados.I Sin  embargo,  6ste
•,`

estudio ha sido enfocado a eventos como.Ia fecundaci6n y a aquellos que tienen lugar



despu6s   del   clivaje,   haciendo   referencia   solo   en   ocaciones   a   la   segregaci6n

ovoplasmica.  Lo  anterior  es  apoyado  por  la  escasa  literatura  disponible  sobre  este

fen6meno,  realizado  en  peces  tele6steos  como:  medaka  (Oryzz.fls  /cr//Peg)  y  el  pez

cebra  (DflJ?J.a  rt?r/.a).  En  ambas  especies,  se  observa  el  movimiento  de  ovoplasma

hacia el  polo animal del huevo y zigoto, para formar el blastodisco Qoosen-Runge,

1938; Beams y col.,1985; Abraham y col.,1993; Iwamatzu, 2004).

Estos  estudios,  junto  a  los  relizados  en  otros  zigotos  como  el  de  an6lidos

Qremindez y  Olea,  1982) y  nematodos (Strome y Wood,  1983), ,ham proporcionado

valiosa  `informaci6n, para  la  comprensi6n   de  la  contribuci6n  de  la  segregaci6n

ovoplasmica al desarrollo embrionario temprano.

ovop]£smica

En  las  hltimas  d6cadas,  el   pez  cebra  ha  emergido  como  una  importante

herramienta para  el  estudio  del  desarrollo  embrionario  de vertebrados  Q7igura  lA).

Algunas  ventajas  de  6ste  modelo  son  el  corto  tiempo  generacional,  fecundaci6n

extema  y  los  numerosos  embriones  obtenidos  despu6s  de  un  cruce  de  individuos

adultos.  Esto  ha  permitido  el  estudio  de  los  mecanismos  involucrados  en  distintos

procesos celulares del desarrollo temprano del embri6n como:  activaci6n del huevo,

generaci6n  de  ondas  de  calcio,   fusi6n  de  prondcleos,   segregaci6n   ovoplasmjca,

localizaci6n   de   trancritos   matemos,   clivaje   y   establecimiento. de   ejes   (Kane.y

Kimmel,  1993;  Becker y Hart,  1996; Becker y Hart;  Mizuno y  col.,  1999;  Leung y

col.; Howley y Ho, 2000; Sharma y Kindsey, 2008).

El  desaiTollo del ovocito en el  pez .c`;bra ocurre en 5  estadios (Selman y col.,

5



1993).  La acumulaci6n de mRNAs  se inicia en  el  ovocito de los estados I 611 y su

localizaci6n puede cambiar en los restantes periodos de la ovogchesis (Bally-Cuif y

col.,  1998;  Howley  y  Ho,  2000;  Gore y  Sampath,  2002;  Pelegri,  2003).  La  mayor

acumulaci6n de organelos y ribonucleoproteinas parece ocurrir en los estados 11-Ill y

la de vitelo en  el  estado Ill.  La segregaci6n  ovoplasmica se inicia dentro del  ovario

entre los estados IV y V como resultado de:  a) la formaci6n de una empalizada de

g16bulos   de  vitelo   perifericos   que  genera  una   capa   de  ovoplasma  periferico   o

ectoplasma, b) la segregaci6n de organelos y ribonucleoproteinas dentro de la esfera

de vitelo, fen6meno que lleva a la formaci6n de un dominio central de ovoplasma o

endoplasma,    constituido   por   una   red    de   lagunas   interconectadadas   y    c)   la

acumulaci6n de ovoplasma en el polo animal del ovocito formando el preblastodisco

dominios  de  ovoplasma  en  el  ovocito  V:  preblastodisco,  ectoplasma y endoplasma.

Posteriormente, el ovocito es descargado y su activaci6n por el contacto con agua no

induce,  como se creia (Ho,  1992; Kimmel  y  col.,  1995;  Lee y  col.,  1996),  sino que

reanuda el proceso de segregaci6n ovoplismica (Femindez y col., 2006).

El  huevo y  zigoto del  pez cebra es voluminoso (diametro  alrededor de ;00

urn),  facil  de obtener y manipular y gracias a su gran transparencia Q7igura  18), los

movimientos  citoplasmaticos  que  acompafian  a la  segregaci6n  ovopldsmica son lo

suficientemente evidentes como para detectarlos con la ayuda de un microscopio de

disecci6n  Qoosen-Runge,   1938;  Katow,   1983;  Leung  y  col.,  2000).  Consiste  de

viteloplasma,   que   contiene   g16bulos   de   vitelo   y   de   ovoplasma,   que   contiene

citoesqueleto y numerosos organelos y ribonucleoproteinas, distribuidos a lo largo de

interconectados dominios ovoplasmicos ¢i'gura  lc). Asi, el  huevo y zigoto del pez



cebra  resultan  ser  un  convehiente  modelo  para  el  estudio  del  establecimiento  de

domini os citopl asmati cos.



Figura 1. EI pez eel)ra (I)a»fo rerfo) y su zigoto como modelo para e] estudio de
la    emt)riog6nesis    temprana.    A:    individuos    adultos    del    pez    cobra    de
aproximadamente 1 afro de edad (Tomado de Mullins, 2002). 8: zigoto del pez cebra
de  40  min  postfertilizaci6n  ®f)  desarrollado  a  25  °C  que  muestra  los  ejes  de
polaridad  animal/vegetal  establecidos  durante  la  ovog5nesis  y  su  gran  esfera  de
vitelo  central  (yc).  C:  zigoto  del  pez  cebra  de  45  min  pf desarrollado  a  25  °C  y
microinyectado  con  Dextrano-Fluoresceina  de  10  kD.  N6tese  los  3  dominios  de
ovoplasma  (en  verde)  fomados:  blastodisco  (bd),  endoplasma  (en)  y  eetoplasma
(ee). ap, polo animal; vp, polo vegetal; min pf, minutos postfutlizaci6n. Barra= 80
urn a3 y C),



I. 3. Pape] del citoesque]eto en la segregaci6n ovop]asmica

El    analisis    realizado    sobre    la    literatura    disponible,    sugiere    que    el

citoesqueleto esta fuertemente involucrado en la segregaci6n ovoplasmica (Jeffery y

Meier,   1983;   Abraham  y   col.,   1993;   Glotzer  y  Ephrussi,   1996;   Dondua  y   col.;

Kemphues y  Strome  1997; Femindez y  col.,1998;  Shimizu; Danilchick y Denegre,

1999;  Leung y col„  2000, Fuentes y Femindez,  2010).  Entonces surge la pregunta:

4C6mo participa el citoesqueleto en 6ste proceso? Esto se ha dilucidado por medio de

la  acci6n  de drogas  que  despolimerizan o  estabilizan los microthbulos y filamentos

de achna, logrindose establecer que el  citoesqueleto esta involucrado no solo en el

traslado sino tambi6n en el anclaje de los determinantes citoplasmaticos.

Este trabajo y el de otros investigadores con el zigoto y embri6n temprano del

formaci6n de los referidos dominios ovoplasmicos. Asi, el tratamiento con venenos

de microfilamentos detiene el flujo ovoplasmico (Katow,1983; Leung y col., 2000).

En  nuestro  laboratorio  hemos  determinado  que  durante  el  desarrollo temprano  del

pez  cebra,  el  flujo  ovoplasmico  es  intermitente  y  preferentemente  unidireccional

(desde   el   polo   vegetal   al   animal).   Ademis,   las   inclusiones   citoplasmaticas   se

desplazan  a  distinta  velocidad  Q7igura  2).  El  hallazgj  de  la  presencia  ubicua  de

microthbulos y filamentos de actina a ,trav6s de todos los dominios de ovoplasma en

el zigoto del pez cebra (Femandez y col., 2006; Fuentes y Femindez, 2010), indica

que es apresurado proponer que el flujo de ovoplasma en  el  zigoto del  pez cebra`es

s6lo  dependiente  de  filamentos  de  actina  Qcatow,   1983;  Leung  y  col.,  2000).  De

acuerdo a 6sto dltimo, por mucho tiempo se ha pensado que la fuerza que dirige a la

segregaci6n  ovoplasmica  en  el  pez  cebra,  es  la  contracci6n  de  un  anillo  de  actina



presente en la region marginal del blastodisco.

Para   dilucidar   el   papel   de   los   filamentos   de   actina   en   la   segregaci6n

ovoplasmica,  Leung  y  col.  (2000)  bloquearon  la  contra.cci6n  del  referido  anillo  de

actina mediante el uso de una droga despolimerizante de filamentos de actina como

lo  es  la Citochalasina 8.  Por otro lado,  el  uso  de una droga  que  depolimeriza a los

microthbulos,  la  colchicina,  no  afect6  la  segregaci6n  ovopldsmica.  Sin  embargo,

existe  evidencia  de  que microthbulos  estan  involucrados  en  el  transporte  de bolitas

de latex marcadas (microinyectadas en la esfera de vitelo) y mRNAs en el zigoto del

pez cebra (Jesuthasan y  Stranle,  1997;  Gore y  Sampath, 2002; Nojima y col., 2010).

Esto sugiere, que no s6lo los filamentos de actina tendrian un papel relevante durante

la segregaci6n ovoplasmica. Por esto es importante dilucidar la participaci6n de los
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Figura 2. Diagrama que flustra los movimientus de inclusiones citoplasmfticas
hacia o desde e] blastodisco (I)d), a travds dd ectoplasma (e€) y endoplasma (en).
Vista lateral  de: A y 8, zigotos tempranos.  C y D, zigoto tardio.  Las flechas verdes
pequefias indican la direcci6n del movimiento lento a lo largo del ecto y endoplasma.
Las flechas medianas azules indican la direecich del movimiento rapido a lo largo
del ecto y endoplasma. Las flechas grandes rojas indican la direcci6n del movimiento
ultraripido  a  lo  largo  del  endoplasma  perifidico.  Los  puntus  negros  indican  la
presencia de inclusiones que pemanecen estacionarias. Ademds se ilustra el ciclo de
contracci6n/relajaci6n de el anillo de actina en la base del blastodisco. Contracci6n,
flechas negras dirigidas hacia adentro (C) y rdQiari6n, flechas negras dirigidas hacia
afuera a)) aomado de Fuentes y Feniindez, 2010).
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I. 4. Organizaci6n y propiedades din5micas del citoesqueleto

El estudio de la segregaci6n ovoplasmica permite ahondar en el conocimiento

de  c6mo  la  organizaci6n  y  propiedades  del  citoesqueleto  pemiten  el  transporte

masivo  de  organelos  y  ribonucleoproteinas.  En  el  pez  cebra,  el  citoesqueleto  de

microthbulos  y  filamentos  de  actina esta organizado  en una red tridimensional  que

forma parte del  ovoplasma.  Esto se desprende de la observaci6n que microthbulos y

microfilamentos  codistribuyen  en  distintos  dominios  ovoplasmicos  estudiados  por

microscopia electr6nica e inmunofluorescencia 6ptica o confocal  (Femindez y  col.,

2006;  Fuentes  y  Femindez,  2010).  Por  otro  lado,  el  analisis  i.H  vi.vo  de  zigotos  de

sanguijuela  y  pez  cebra  cuyos  citoesqueletos  ham  sido  marcados  con  precursores

fluorescentes a7emindez y col., 2004 y trabajo no publicado del laboratorio) sugere

manifiesta  en   su  movilidad   y   alta  velocidad   de   recambio   de  sus   componentes

(Gardner y col., 2005).

Propiedades  dinamicas  del  citoesqueleto  tales  como:  inestabilidad  dininica

qcirschner     y     Mitchison,      1984),     "treadmilling"     Oveuhaus     y     col.,     1983),

nucleaci6n/polimerizaci6n  y  fragmentaci6n/despolimerizaci6n  Qloward  y  Hyman,

2007;  Roll-Mecak  y  MCNally,  2010)  y  desplazamiento  espacial, juegan  un  papel

importante en el transporte d6 determinantes citoplasmaticos.

Es importante recalcar que un  citoesqueleto  que.traslada consigo numerosos

componentes   citoplasmaticos   debiera   estar   sometido   a   dramaticos   cambios   de

organizaci6n que lo harian arin mss  dininico. Esto ocurre, por ejemplo,  durante la

mitosis  a`ieder,   1999;   Dumont  y  Mitchison,   2009;   Uehara  y   Goshima,   2010),

extension    de    lamelipodios    (Watanabe    J~    Mitchison,    2002)    y    motilidad    de
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fluoroesferas  de  latex  suspendidas  en  un  medio  sint6tico  Q'antaloni  y  col.,  2000).

Asi, uno puede suponer que el citoesqueleto en el zigoto y embri6n temprano del pez

cebra   posee   proteinas   claves   para   su   reorganizaci6n   durante   la   segregaci6n

ovoplasinica, tales cbmo GTpasas, Wasp, ARP 2/3, ADF/cofilina, y-tubulina, etc. y

que  ademas  ham   sido  identificadas  en   otros  organismos  en  desarrollo  Gfiggs  y

Pollard, 2001; Blair y col„ 2006; Liu y Lessmann, 2008). Asi, la idea de que una red

de  citoesqueleto  se  desplaza  durante  la  segregaci6n  ovopldsmica  da  lugar  a  un

modelo   en   el   que   los   filamentos   de   actina  y   microthbulos,  junto   a   la   acci6n

concertada de numerosos  motores moleculares,  se desplazarian unos con  respecto a

los otros (vcr Orokos y col., 2000) hacia los polos del zigoto, arrastrando consigo los

otros componentes citoplasmaticos.

I. 5. Motores molecu]ares en el movimiento del citoesqueleto y e] transporte de

organelos, proteinas y RNAs

Se sabe  que el transporte  de los  diversos  componentes  celulares,  entre ellos

organelos   y    determinantes   matemos,  Jes   dependiente   de   motores   moleculares

Q7emandez  y  col.,   1998;   Schnorrer  y  col.,  2000;  Januschke  y  col.,  2002).  Estas

ATpasas  poseen  un  dominio  catalitico  !que  esta  altamente  conservado  en  las   3

familias de motores:  las kinesinas,  dineinas y  miosinas. Es por esto que pueden ser

detectadas  con  anticuerpos  mono  o  policlonales  provenientes  de  especies  distintas.

Hay    buenas    razones    para    pensar    que    el    citoesqueleto    de    microthbulos    y

microfilamentos  del  zigoto  del  pez  cebra  (Leung  y  col.,  2000;  Femindez  y  col.,

2006;  Fuentes y  Femindez,  2010)  funciona junto  a motores  moleculares y  que  en
`

conjunto  harian  posible  el  flujo  de  ovoplasma.  Existe  evidencia de  la presencia de
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ciertos  motores  moleculares  como  la  miosina  11  en  la  periferia  del  huevo  reci6n

fertilizado  durante la exocitosis  de grinulos  corticales y  la segregaci6n  del  plasma

germinal @ecker y Hang  1999; Urven y col,  2006) y de una proteina asociada a la

kinesina  I,  como  la  Sintabulina,  y  su  papel  en  la  determinaci6n  temprana  del  eje

dorsal    avojima   y   col.,   2010).   La   evidencia   existente   muestra   que   motores

moleculares  estan  presentes  en  el  zigoto  del  pez  cebra,  pero  se  desconoce  como

participan en los distintos tipos de flujo ovoplismico.

Entender  c6mo  los  mRNAs   son  transportados  durante  la  embriog6nesis

@ashirulla  y   col„   1998;   Lindemann  y  Pelegri,  2009)  y   c6mo  son   derivados  a

regiones  especificas  de  los  blast6meros  Q[loc  y  Etkin;  St  Johnston;  Gore  y  col.,

2005)  constituyen  un  interesante  problema  a  estudiar.  Este  proceso  involucra  la

sido reportado en organismos como Drasopfrl./cr (Stephenson y col.,  1988; Mahajan-

Miklos y Cooley,  1994;), C.  e/egr#s (Kemphues y col.,  1988), .Xc#opzfs quouliston y

Elinson,  1991) y  en  el  pez cebra (Nojima y  col.,  2010).  En  la  actualidad,  el  uso de

mRNAs  marcados  fluorescentemente  abre  la  posibilidad  de  explorar  i.J?  v/.vo  como

estos son translocados (Bullock y lsh-Horowicz, 2001 ; Gore y col., 2005).

De esta manera,  la  marcaci6n de  componentes  del  ovoplasma J.H  vz.vo puede

constituir un importante paradigma para el estudio de la segregaci6n ovoplasmica y

el papel de motores moleculares.
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I. 6. Control g6nico de Ia segregaci6n ovoplasmica

Un    problema   central    de    la   Biologia    del    Desarrollo    de    organismos

multicelulares   se  refiere  al   control   del   desarrollo   embrionario   temprano  como

resultado de la activaci6n concertada de genes matemos (Alexander y col.,1999a, b).

Ya  en la decada de los  90s,  el  hallazgo de numerosos mutantes  de  efecto matemo

dieron  cuenta   de  un   control   matemo  del   desarrollo  embrionario  temprano.   Lo

anterior,   ha   sido   bien   estudiado   en   invertebrados   como   la   mosca  Drasopfri.ha

we/cr;7ogrs/er (St Johnston  y Nusslein-Volhard,  1992),  el  nematodo Ccre#orfrcrbcJitr.s

e/cgrHs Q[emphues y  col.,  1988) y  en vertebrados  como  la rana afucana XeHop"s'

/crevis  (Wylie  y   Haesman,   1997;   Moody,   1999),   el   pez   cebra  @riever  y   col.;

Hammerschmidt y col.; Mullins y col.,  1996) y el rat6n (Roy y Matzuk, 2006; .Sun y

e   identificaci6n   de   mutantes   de   efecto   matemo   que   muestran   defectos   en   el

desarrollo embrionario temprano, mediante el uso de mutagenos quimicos (Pelegri y

col.;  Dosch  y  col.;  Wagner  y  col.,  2004)  6  de  herramientas  gen6tico-moleculares

como  la  mutag6nesis  insercional  (Amsterdam  y  col.,   1999;  Golling  y  col.,  2002;

Kotani y Kawakami, 2008). De esta manera, se ha logrado identificar el producto de

genes matemos que controlan los procesos tempranos del desarrollo, fen6meno muy

poco explorado en vertebrados.

Durante esta bdsqueda de mutantes de efecto matemo en el pez cebra se han

identificado  mas  de  60  mutantes  en  los  cuales  se ven  afectados procesos  temprano

del  desarrollo  como  establecimiento  de  la  polaridad  animal/vegetal,  activaci6n  del

huevo,  segregaci6n  citoplasmatica,  clivaje,  establecimiento  de ejes y  morfog6nesis

Q'elegri  y  col.;  Dosch  y  col.;  Wagner  y' col,  2004).  La  identidad  molecular  de
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algunos de los genes afectados en los mutantes ha sido aclarada y la de otros esfa en

vias de serlo, paso importante para el conocimiento de los mecanismos moleculares

involucrados  en  los  estados  tempranos  del  desarrollo  a]igura  3).  Por  ejemplo,  el

mutante de efecto matemo  brow  bo#es' (bJ.D) muestra defectos en la activaci6n  del

huevo,  reorganizaci6n  del  citoesqueleto  de  microthbulos  y  establecimiento  del  eje

dorsal  del  embri6n.  Hoy  sabemos  que  el  mutante  b/.b  presenta  una  mutaci6n  sin

sentido en el  gen que codifica para una ribonucleoproteina heteronuclear (hnRNP I)

Q4ei   y   col.,   2009).   El   mutante   ce//w/crr   a/a/J   (cecI)   muestra   defectos   en   la

celularizaci6n   del   blastodermo  y   el   gen   afectado   codifica  para   Sas-6,   proteina

centriolar  fundamental  para  la  duplicaci6n  del   centrosoma  (Yabe  y  col.,  2007).

Finalm:nte,  el  gen  de  efecto  matemo  befty  boop  (b4p)  codifica  para  la  proteina

severamente afectado en el mutante (Holloway y col., 2009). En la mayoria de 6stos

mutantes el citoesqueleto ha sido afectado, sin embargo, las alteraciones estructurales

y funcionales son una consecuencia indirecta de las mutaciones inducidas, ya que el

producto de los genes mutados tienen, en general, una acci6n rio arriba de los genes

que controlan la organizaci6n del citoesqueleto.

De  particular inteies  para  6ste  trabajo  son  los  mutantes  de  efecto  matemo

bz/cky  baJ/  (b#c)  y   emw/sJ.ow  (cmH),   cuyos   fenotipos  revelan  alteraciones  en   el

establecimiento de la polaridad animal/vegetal y en la segregaci6n de ovoplasma en

el  zigoto,  respectivamente  (Dosh  y  col.,  2004).  En  el  mutante  b#c  la  polarid.ad

animal/vegetal  del  zigoto ha sido  reemplazada por una multipolaridad y  un posible

flujo radial de ovoplasma conlleva a una acumulaci6n de 6ste en toda la periferia del

zigoto.  Por otro lado,  en  el  mutante c"/7 el  flujo de ovoplasma hacia el  polo animal
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esta retrasado, lo que tiene gran significancia en la formaci6n del blastodisco y en el

establecimiento   del   eje  dorsal.   La   existencia   de   este  tipo   de   mutantes   sugiere

fueltemente  que  distintas  etapas  de  la  segregaci6n  ovoplasmica  estarian  reguladas

por  una  secuencia  de  genes  matemos  que  se  expresan  en  etapas  tempranas  del

desarrollo y el cono6imiento de la naturaleza de 6stos pemitifa contibuir a descifrar

la siguiente pregunta:  6Cuales  son  las bases gen6ticas y  moleculares del  proceso de

segregaci6n ovoplasmica?
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segregaci6n ovoplasmica

bucky ball
magellan
nanos
over easy
ruehrei
souffle
sunny side up
z/.//'

brom bones
claustro
emulsion
jumpstart
under repair

clivaje

acflokinesis
atomos
aura
barrette
cellular atoll
cellular island
cobblestone
dicer
futile cycle

golden gate
indivisible
nebel
waldo

Figura 3. Diagrama que muestra los genes de mutantes de efecto materno del
pez  cebl.a  qu€  detienen  el  desarrollo  embrionario  en  distintos  estadios.  De
izquierda  a  derecha  y  debajo  de  cada  flecha,  se  muestran  los  distintos  procesos
celulares que tienen lugar durante el desarrollo temprano en el pez cebra antes de la
transici6n  de  la  blastula  intermedia.  Por  debajo  de  cada  proceso,  se  encuentran
algunos de los genes que han sido clasificados, de acuerdo al fenotipo observado en
los  mutantes,  como  reguladores  de  cada  uno  de  6stos.  Los  genes  escritos  en  rojo
representan a aquellos que hasta la fecha ya han sido clonados, mientras que los que
estin en negro  son aquellos que  estin en vfas de  serlo  (Modificado  de  Abrans y
Muiiins, 2009).
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El modelo de desarrollo temprano del  pez cebra, junto a la disponibilidad de

mutantes  de  efecto matemo,  ofrece importantes ventajas para profundizar  sobre el

papel  que juega el  citoesqueleto en  la  segregaci6n  ovoplasmica.  Es  por eso que,  se

propone la siguiente hip6tesis.
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2. HIPOTESIS

La  segregaci6n  ovoplasmica  en  el  zigoto  del  pez  cebra  ocurriria  como

resultado del desplazamiento vectorial  de una red citoesquel6tica de microthbulos y

filamentos  de actina ique, junto  a  organelos y  ribonucleoproteinas,  forman  el  disco

embrionario.   Este   proceso   es   regulado   por  genes  matemos   cuyas   mutaciones

afectarian directa o indirectamente la estructura y funci6n del citoesqueleto.

3. OBJHTIVOS

OBJHTIV0 GENERAL

Realizar   un   estudio   microsc6pico   y   un   analisis   genetico-molecular   que

c6mo este proceso prepara el zigoto para la embriogenesis.

OBJETIVOS ESPECIFICO S

1. Anfi[isis  de [a segregaci6n  ovopl5smica  en  el zigoto  y embri6n  tempt.ano  del

pcz cebra. Para esto se pretende realizar:

a) Un estudio de la organizaci6n de ovoplasma,  despu6s  de la activaci6n del  huevo,

para la formaci6n de mtas para el transporte de organelos y determinantes matemos.

b) Un estudio del patr6n de movimientos citoplasmaticos durante la morfog6nesis del

blastodisco.
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2. An£Iisis de la organizaci6n y propiedades dinfmicas del citoesqueleto durante

la segregaci6n ovoplfsmica. Para lograr este objetivo se propone:

a) Determinar si organelos y ribonucleoproteinas se mueven insertos al citoesqueleto

o se desplazan en procesi6n a lo largo de los microthbulos o filamentos de actina.

b)  Determinar  la  contribuci6n  de  distintos  motores  moleculares  al  movimiento  del

citoesqueleto, organelos y ribonucleoproteinas.

c)  Determinar  la  contribuci6n  de  la  nucleaci6n  de  microthbulos  y  filamentos  de

actina en el recambio de proteinas citoesquel6ticas.

3.   Analisis   de   alteraciones   de   la   segregaci6n   ovoplfsmica   provocadas   por

mutaciones de efecto materno. Para ello se propone lo siguiente:

morfog6nesis   del   blastodisco   en  los  mutantes  de  efecto  matemo  b"cky  6a//  y

emulsion.

b) Estudio de.Ia organizaci6n del citoesqueleto y direcci,6n del flujo de ovoplasma en

los mutantes.

c) Clonamiento posicional e identificaci6n molecular del gen emw/s/.a/7.
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4. MATERIALES Y RETODOS

4.1. Materiales

4.1.I. Material Biol6gico

Se  utilizaron  especimenes  del  pez  cebra  (Da/?I.a  rer/.a).  Los  peces  fueron

mantenidos a 28 °C en agua aireada y desionizada prepa.rada con 60 mgA. de Instant

Ocean  pH  7,0  y  sometidos  a  ciclos  de  luz/oscuridad  (Westerfield,  2000).  Los

huevos,  zigotos  y  embriones  fueron  obtenidos  mediante  cruces  espontineos  de

lineas silvestres y mutantes, y mantenidos en medio E3, Los peces usados en esta

tesis  fueron  de  la  cepa  silvestre  AB  y  de  las  lineas  mutantes  bz/cky  ba// (b#c)  y

cm#/S/.on   (em#),   ambas   obtenidas   del   laboratorio   de   la   Dra.   Mary   Mullins

(Universidad   de   Pensilvania,   Estados   Unidos).   La   linea   mutante   bwcky   bc!//

animal/vegetal  del  ovocito,  mientras  que la linea mutante em#/sJ.on  corresponde a

aquella   en   la   cual   se  ve   afectada  la   activaci6n   del   huevo  y   la   segregaci6n

ovopldsmica @osch y col., 2004).

4.I.2. Reactivos de uso comtin

Clomro   de   Potasio   (Merck),   Cloruro   de   Calcio   Q4erck),   Cloruro   de

Magnesio Q4erck),  Cloruro de  Sodio  Q4erck),  Cloruro de sodio/Acetato de sodio

(Sigma),   Hidr6xido   de   Sodio   Ovlerck),   Acido  Ac6tico  Glacial   OV[erck),   Acido

Isobutirico   (Sigma),   Acido  Propi6nico   (Sigma),   Acido   Citrico   Ovlerck),   Acid.o

Clorhidrico     Q4erck),     Acido     cumarico     (Sigma),     Formaldehido     Orerck),

Paraformaldehido  ¢luka),  Tricaina  (Sigma),  2-mercaptoetanol  (Sigma),  Azul  de

Bromofenol Q4erck), Azul de Coomassie `k250 avlerck), Azul de Metileno Q7isher
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Scientiflc Company), Tween 20  (Winkler), DAPI (Sigma), Luminol (Sigma),  SDS

Q4erck),  BSA  (Calbiochem),  Acrilamida  Ovferck),  DMSO  (Calbiochem),  EDTA

(Winkler),   EGTA   (Sigma),   PMSF   (Sigma),   Apirasa   (Sigma),   Taxol   (Sigma),

Faloidina  (Sigma),  Faloidina-Rodamina  (Sigma),  MPA  a-Y  Laboratories,  Inc),

Colchicina (Sigma), Colcemida a,ife Tech), Citochalasina 8 (Sigma), Latrunculina

8   (Calbiochem),   Dextrano-Fluoresceina   (Molecular   Probes),   Microesferas   de

carboxilato    fluorescentes    avlolecular   Probes),    Anti-proteasas    (Sigma),    ATP

(Sigma),    GTP    (Sigma),    DTT    (UsBiological),    NEM    (Sigma),    Blebbistatina

(Calbiochem),  Formamida  Q4erck),  Glicerol  Q4erck),  Glicina  Q4erck),  Agua  sin

nucleasas (Winkler), Heparina (Sigma), IRIS-base (Calbiochem), HEPES (Sigma),

PIPES   (Sigma),  Marcador  de  peso  molecular  de  200  ld)  ¢ermentas),  Etanol

4.1.3. Soluciones

Soluci6n de Fijaci6nmermeabilizaci6n: ,Formaldehido 5%, Acido Acetico 5-8 %.

PBS lox: Nacl I,37 M, Kcl 26,8 mM Na2HP04 78,1 mM KH2P0414,7 mM, pH

7,5.

Soluci6n  de Hanks:  Nacl  0,137  M,  Kcl  5,4  mM, Na2IIf04  0,25  mM,  KH2P04

0,44 mM, Cac12 1,3 mM, Mgs04 1 mM, NaHC03 4,2 mM.

Amortiguador de Establizaci6n de Actina (ASB): PIPES  10 mM ®H 7,3), EGTA

10mM,Mgc125 mMyKcl  |OomM.                                                                                     1

Amortiguador  de Homogeinizaci6n  1  (1181):  PIPES  100 mM pH 6,9, EGTA 2

mM, Mgs04 1 mM, DTT 1 mM, GTP  I mM.

Amortiguador de Homogeinizaci6n 2 (H'   2):  HEPES  100 mM pH 6,9, EGTA 2
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mM, Mgs04 1 mM, DTT I mM, ATP 1 mM.

Amoriiguador  de  Hibridaci6n:  Formamida  50%,  SSC  5X,  Heparina  50  Hg/ml,

tRNA 500 ug/ml, Acido Citrico 9,2 mM pH 6,0.

Amortiguador  de  Lisis:  TRIS-Hcl  loo  mM  pH  8,0,  Nacl  loo  mM,  EDTA  10

mM, SDS 0,2%, Proteinasa K 200 pug/ml.

Medio E3: Nacl  5 .mM, Kcl  0,17 mM, Cac12 0,33  mM, Mgs04 0,3  mM,  azul  de

metileno 0,1%, pH 7,0.

Soluci6n de BIoquco parfl Imunofluorescencias: BSA 2% en soluci6n PBS IX.

Soluci6n  de carga:  Amortiguador TRIS-Hcl  75  mM pH 6,8,  glicerol  10%,  SDS

2.5% (p/v), 2-mercaptoetanol  10 mM, azul de bromofenol 0,01% (p/v).

Soluci6n  de  gel  concentrador:  Amortiguador  TRIS-Hcl  375  mM  pH  8,8,  SDS

Soluci6n de gel separador: Amortiguador TRIS-Hcl  138 mM pH 6,8,  SDS 0,1%

(p/v).

So]uci6n  de Tinci6n Azu]  de  Coomassie:  Azul  de Coomassie R250  2,5%  (p/v),

Metanol 50% (v/v), Acido Ac6tico  10% (v/v).

Soluci6n de Destinci6n: Metanol 50% (v/v), Acido Acetico 50% (v/v).

Soluci6n de Bloqueo para Inmunoblot:  Amortiguador TRIS-HC1 50 mM pH 7,5,

Nacl  150 mM, Leche en polvo descremada comercial 5%.

TBS-Tween:  Amortiguador TRIS-Hcl  50 mM pH 7,5, Nacl  150 mM,  Tween-20

0,1%.

Soluci6n   de   Transferencia:   Amortiguador   TRIS   25   mM,   Glicina   190   mM,

Metanol 20%.

Soluci6n  de Revelado  para Inmunoblot;' Amortiguador IRIS-Hcl  loo mM pH
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8,5, Acido Cumdrico 0,225 mM, Luminol 1,25 mM.
I

4.1.4. Antiouerpus

Anticuemos   Primarios:    anti-a-tubulina   monoclonal    lgG   (Calbiochem),    anti-

tubulina  tirosinada y  anti-tubulina  acetilada  monoclonal  IgG  (Sigma}  antirdctina

monoclonal  IgM (Calbiochem),  anti-miosina IIA no muscular policlonal  (Sigma),

anti-dineina  citoplasmatica  policlonal   (Sigma),   anti   Arp2  policlonal   (Chemicon

Inc),  anti-Arp3  policlonal  (Cytoskeleton  Inc),  anti-cofilina  policlonal  (Chemicon

Inc),  anti-profilina policlonal  (Cytoskeleton Inc). En el  caso de las hibridaciones in

stf#,   se   utiliz6   el   antiouelpo   anti-digoxigenina   acoplado   a   fosfatasa   alcalina

a`oche).      La     diluci6n      de      los      antiouerpos     primarios     utilizados      para

lus   inmunchlots,   ademds   de   lus   antiouerpos   anti-actina,   antiu-tubulina,   anti-

miosina  IIA y  anti-dineina  citoplasmitica  se usaron  los  antiouerpos  anti-dinactina

fo50)  monoclonal  @D  Biosciences),  anti-kinesina monoclonal  (Sigma),  anti-Arp2

ppoliclonal,  anti-Arp3  policlonal,  anti-coquina  policlonal,  anti-profilina  policlonal.

En este  caso,  la diluci6n utilizada fue d6.1 :2000  en el  caso de los  antiouerpos anti

Ci-tubulina y anti- actina y de 1 :250 para el resto de los antiouerpos primarios.

AnticuerDos Secundarios: Alexa Fluor 594 de cabra anti rat6n lgG, Alexa Fluor 488

de cabra anti raton IgG (Molecular Probes), Cy2 de cabra anti rat6n |giv4 (Jackson),

Alexa  488  y   Alexa  Fluor  594  cabra  anti   conejo  IgG  (Molecular  Probes).  I;a

concentraci6n   de   los   antiouerpos   secundarius   utilirados   fue   de    1:100.   Para

inmunchlots,  se usiron  los  antiouerpus  secundarios  policlonales  para revelado  de

quimiolumniniscencia de cabra anti  conQjo IgG-IIRP sc 2004 y de cabra anti rafon
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IgG-Imp  sc 2005  (Santa Cruz Biotechnology). La concentraci6n utilizada es  este

caso fue de 1 : 10000.

4.1.5. Reactivos de Biologia Molecular

Triptona    03D,    Becton/Dickinson    y    Co),    Extracto    de    Levadura    quoBio

Laboratories),   Agarosa   qafl{en),   NBTh3CIP   (Sigma),   BM   Purple   Qoche),

Proteinasa  K  Cloche),  tRNA  (Sigma),  Enzimas  de  Restricci6n  para  sintesis  de

sondas  Q]ermentas,  vcr  Tabla   1),  RNAs  polimerasas   Q7ermentas),  Nucle6tidos

marcado`s  con  Digoxigenina  Cloche),  DNA polimerasa  de  alta fidelidad PLftyultra

(Stratagene),  DNA polimerasa "Choice  Taq  Blue"  (Denville  Scientific  Inc),  PCR

Master  Mix  Q'romega),  Transcriptasa Reversa  Superscript  11  (Invitrogen),  Trizol

DNA  plasmidial  maxiprep  (Qiagen),  Kit  de  extracci6n  en  gel  (Qiagen),  vector

pCR®2.1  TOPO® TA cloning (Invitrogen).

Tabla I. RNAs polimerasas y enzimas de restricci6n uti]izadas en ]a sintesis de
las sondas de gsc, sqf y vos¢. La sonda de ve#f no fue incluida en la tabla, ya que,
no fue sintetizada en este trabaio.

Nombre de la sonda RNA polimerasa Enzima de reestricci6n

goseecoid Gsc) T7 Sinal

squint `sqt) SP6 Notl

vasa (vcrs) T7 Thal
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4.I.6. Partidores

Los  partidores  utilizados  para  el   mapeo  fino   e  identificaci6n  del   locus

eHI#/s.i.a/?,  como  asi  tambi6n  para  la  genotipificaci6n  de  peces  bzicky  bc]//,   son

mostrados   en   la   Tabla   2.   Todos   los   partidores   fueron   sintetizados   por  IDT

qntegrated DNA Technologies, Inc).

Tabla 2. Lista de partidores  utilizados.  Se muestra el  nombre y la secuencia en
una  direcci6n   de  algunos   de  los   partidores  utilizados.   F:   Forward   primer;   R:
Reverse primer.

Nombre de] pal.tidor Secuencia 5'-3'

z9247F CTGCTTGAAAGCCTGAGGAC

z9247R TGCCCATGTTCATAGCTCTG
z7496F CGCTCATTAGCATGGACAAG

z7496R AGACGCAAGGAGGGAAATTT

z24206R GGAATAATGTGGCAGAGCGT

zl3475F CTCTTCTCCCAGTGTGGAGC

zl3475R ccAGcCTGCAGATCTTrTI'A

z28278F TGCGGTGAGATCACACTTCT

z28278R TTGGGGGAAGTGGCATTATA

(CA)nl2F ATGCAGGTGCAGGACTCTTr

(CA)nl2R TGCACAAACGTTCACTGTCA

(CA)nl3F GAAAAATGGTCTCAATAGGTGAGG

(CA)nl3R GGGTTGCCAAACTTTGACTC

(CA)nl4F GTGGAAAA               AGTCATT

(CA)nl4R AAAAAGGCTTTCACATTATTTACACA

(CA)nl5F GCAATGTGCTCTGTCAAACG

(CA)nl5R TTCCAGGCCTGCATGTTAGT

(CA)nld7 ACCCTGATGCAGGCACTTAC

(CA)nl6R AGCACCATCACAGCATAGCA

emnlcasl_£ril83E AGCCCACACGTTACTGGTGT

emn/carl_£Ia83R ACCTGCTGACCTGCTGTTG



ow#/ccurJ_full-length.3F CCTGAAGCAGGAGGATCAGT

em#/car/_full-length.3R TTTTrAAATCATGACGGGTAGc

4.1.7. Medio de Cultivo

4.I.7.1. Medio de Luria-Bertani qB)

Un litro de 6ste medio se prepar6 de la siguiente manera:  10 g de Triptona, 5

g  de Extracto  de Levadura,  10  g  de Nacl,  ajustando  el  pH a  7,5  con NaoH  IN.

Posteriormente,  el  medio  LB  fue  esterilizado  mediante  autoclave  y  se  agreg6  el

antibi6tico ampicilina a una concentraci6n de 100 Lig/ml antes de usar.

4.2. M6todos

Individuos adultos silvestres (wt) del  pez cebra (DCJHJ.o rerJ.a) y los mutantes

bwcky boJ/ (bzic) y emw/s./.on (emH)  fueron mantenidos y  sometidos a un fotoperiodo

de  14  horas  de  luz/10  horas  de  oscuridad  a  28  °C.  Un  dia  antes  de  la  colecta  de

huevos, los machos y hembras fueron separados, con el fin de controlar el tiempo de

desarrollo una vez cruzados. LQs cruces se realizaron en cinaras de doble fondo para

colectar los huevos. Las observaciones se realizaron a una temperatura de 20-25 °C y

28 °C ¢emindez y col. 2006; Fuentes y Femindez, 2010). La obtenci6n de huevos

no fecundados  se realiz6 por laparotomia en hembras previamente anestesiadas con

tricaina al  0,2% y fueron colocados en soluci6n de Hanks para evitar su activaci6n.

La activaci6n de los huevos se realiz6 con agua de acuario filtrada 6 medio E3.
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4.2.2. Fijaci6n acida de zigotos y embrioncs tempranos completos

Zigotos     y     embriones     tempranos     silvestres     y     mutantes     fueron

mecinicamente    descorionados   y    fijados    en    3    ml    de   formaldehido    al    5%.

Rapidamente  se  agregaron  30-40  prl  de. acido  ac6tico  glacial  a  las  c6lulas  en  el

fijador, agitando constantemente durante,10 min Q7emindez y col., 2006; Fuentes y

Femindez,  2010).  Para su  observaci6n,  los  zigotos y  embriones tempranos  fueron

colocados en placas de cultivo (35xl0 mm, CELLSTAR9 en el mismo fijador acido

6  despu6s  de  3  lavados  de  30  min  con  PBS   IX.  La  visualizi6n  se  realiz6  bajo

microscopia  de   campo   claro,   usando  la  ventaja  de  inversion   de   contraste   del

programa Metamorph 6.1.

Blastodiscos  completos  fueron  disectados  con  pinzas finas N° 3  o  5  desde

zigotos  descorionados  sometidos  a  2h  de  fijaci6n  acida,  los  que  posteriormente

fueron lavados  3  veces  por  10 min  con PBS  IX e incubados con DAPI  lug/ml  en

PBS  IX  por  20  min.  Despdes  de  3  lavados  de  1  h  con  PBS  IX,  los  blastodiscos

fueron   colocados  en  medio  de  montaje  (glicerol:PBS   IX,   9:1)  entre  dos  oubre

objetos separados por pequefios topes de plasticina. Las muestras fueron examinadas

bajo microscopia DIC y de fluorescencia. combinada.

4.2.4. Inmunohistoquimica

Zigotos y embriones tempranos, silvestres y mutantes, fueron fijados por 2

h en paraformaldehido al 4% 6 fomaldehido al 5%. Para una mejor preservaci6n del

citoesqueleto y de sus proteinas asociadas, en ocaciones se agreg6 Taxol y Faloidina
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(1  Hg/ml) al fijador. Despues de la fijaci6n, las c6lulas fueron lavadas 3 veces por 20

min con PBS  IX y posteriormente incubadas 24 h en soluci6n de bloqueo. Para las

inmunotinciones  los  zigotos  fueron  incubados  en  el   anticuerpo  primario  a  una

concentraci6n de  1 :100 en soluci6n de bloqueo por 12-18 h a temperatura ambiente.

Despu6s los zigotos y embriones tempranos fueron lavados 3  veces por 20 min con

PBS  IX, incubados en soluci6n de bloqueo por 24 h e inmediatamente incubados en

el  anticuerpo  secundario  por toda  la noche.  Como  control  de  inmunofluorescencia,

los zigotos y embriones tempranos fueron  solo incubados  en  el  segundo anticuerpo

toda  la  noche  a  una  concentraci6n  de   1:100   6  microinyectados  con  Dextrano-

Fluoresceina de 10 ld) como control para la detecci6n de estmcturas filamentosas en

las  lagunas.  Montajes  completos  de  zigotos  y  embriones  tempranos,  previamente

punto 4.2.3 .

Para  la  visualizaci6n  de  grinulos  corticales,  ovocitos,  huevos  y  zigotos

fueron fijados con formaldehido frio al 5% en ASB por 2 h. Luego de descorionar las

c6lulas, 6stas fueron tratadas por 30 min con glicina 150 mM-ASB y lavados 3 veces

por 15 min en ASB. Posteriomente fueron permeabilizados con Triton X-100 0,1%

en ASB por 40 min e incubados por 90 min en Faloidina-Rodamina y NI'A 50 pug/ml

Q4odificado de Becker y Hart,1996) para su posterior visualizaci6n.

Todas  las  observaciones  se  realizaron  por microscopia  de  fluorescencia y

confocal.
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4.2.5.   Seguiniento   de   inclusiones   citoplasmfticas,   dextrano   y   microesferas

fluorescentes

Inclusiones citoplasmaticas, dextrano fluorescente de  10 kD o microesferas

fluorescentes de  1  prm de diametro fueron usadas para trazar I.w vj-vo los movimientos

citoplasmicos  durante  la  segregaci6n  ovoplasmica y  asi,  determinar la velocidad  y

direcci6n  a  la  cual  el  ovoplasma  es  transpoltado  a  trav6s  del  zigoto  durante  este

proceso. Las sondas fueron diluidas en btiffer glutamato uryman y col.,  1991) a una

concentraci6n final en la pipeta de 25-50 mM de dextrano y 0.2 % en el caso de las

microesferas.     Estos     trazadores     fluorescentes     fueron     microinyectados     con

micropipetas preparadas desde capilares de borocilicato ¢Iarvard Apparatus Ltd.) en

la   esfera  de  vitelo   de   zigotos   silvestres   y   mutantes   usando   un   microinyector

voltimen del  zigoto (~ 200 nl).  La difusi6n de dextrano desde el  sitio de inyecci6n

hacia los distintos dominios de ovoplasma ocurri6 rapidamente.  Por el  contrario,  las

microesferas fluorescentes difunden dentro de una misma laguna de ovoplasma y se

mueven junto al  ovoplasma.  Es por esto que,  el  dextrano fue microinyectado en el

centro  de  la  esfera  de  vitelo,  mientras  que  las  microesferas  fluorescentes  fueron

microinyectadas cercanas a la region del zigoto en estudio.

El seguimiento de inclusiones citoplasmaticas y de las sondas marcadas se

realiz6 mediante video animaciones por microscopia de tiempo internimpido 6 "time

lapse"  con intervalos  de  10-13  s entre una imagen y la siguiente. La posici6n de`un

determinado objeto fue marcada en cada ihtervalo de tiempo y 6stos fueron seguidos

hasta  desaparecer  del  foco.  La  opci6n. "track  points"  del  programa  Metamorph

versi6n  6.1  recre6  la  trayectoria  del  objeto,  trazando  una  linea  entre  cada  punto
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sucesivamente   marcado.   En   el   caso   de   los   objetos   que   presentaron   ripidos

movimientos hacia adelante y hacia atras,  el intervalo minimo de tiempo entre cada

imagen  capturada  fue  reducido  a  5  s.  Finalmente,  el  programa  tambi6n  indic6  la

velocidad del objeto perseguido durante el recorrido.

4.2.6.     Anfilisis     estadistico     de    los     datos     de    velocidad     de     inclusiones

cjtop]asmfticas y microesferas fluorescentes

En  total  674  carreras  de  inclusiones  ovoplasmicas  y  145  de  microesferas

fluorescentes, fueron analizadas en 40 zigotos desarrollandose a 23-25 °C. Para ello,

se  construy6 un  histograma de frecuencias  de velocidades  determinadas usando un

intervalo  de  2   prm/s  entre  el  nhmero  de  observaciones  u  objetos  seguidos.  La

Gaussianas.   Asi,   tres   funciones   de   este  tipo  fueron   obtenidas   representando   la

velocidad  lenta,  rapida  y  ultrarapida  de  inclusiones  ovoplasmicas  y  microesferas

fluorescentes en movimiento. Los valores promedio y desviaciones estandar de 6stas

fun'ciones Gaussianas fueron determinadas usando el programa Sigmaplot 10.0.

4.2.7. Video microscopia de fluorescencia y confocal, obtenci6n y procesamiento

de imfgenes

Zigotos     y     embriones     tempranos     silvestres     6     mutantes     vivos,

microinyectados  6  despu6s  de  una  fijaci6n  acida  e  inmunofluorescencia,  fuefon

analizados  en  un  microsc6pio  invertido  Zeiss   135  mediante  campo  claro,  DIG  6

fluorescencia. El microscopio estaba, adeinas, equipado con un protor Z ¢rior) y una

cinaraHamamatsuCCD(modeloC5985).'Paramenoresaumeptos,seutilizaronlos
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objetivQs Achroplan  (xlo-40) y para mayores  aumentos un  objetivo Plan Neofluar

(xl00, NA  1,4) y  el  Optovar (xl,6-2,5).  La proyecci6n  de la imagen  en  la cinara

pemiti6  obtener  aumentos  de   160-250  aumentos.   Posteriormente,  las  imagenes

fueron  grabadas  y  procesadas  usando  el  programa  Metamorph  6.1,  ImageJ  1.38i,

Adobe  Photoshop  CS411.0  y  Adobe  Illustrator   14.0.0.  Para  obtener  una  mejor

resoluci6n  de  las  imagenes  obtenidas  por  microscopia  de  fluorescencia,   algunas

inmunofluorescencias  de  zigotos  completos  fueron  examinadas  en  un  microscopio

con focal  Zeiss  LSM  510  META  equipado  con  laser  de  Arg6n  y  Helio-Ne6n  y

usando los objetivos 20/0,5, 40/0,75 y 63/il,4. Proyecciones en el  eje Z y cortes en el

eje X e Y fueron realizados desde Z-stacks obtenidos desde secciones 6pticas de 1-2

prm de espesor. La desconvoluci6n de las imagenes obtenidas,  tanto por microscopia

Huygens Essential versi6n 3.0 y Huygens Professional  3.5. La captura de imagenes

de ovocitos  y  zigotos,  silvestres y  mutantes,  vivos  6  despu6s  de una hibridaci6n  i.H

JJ.fw fue realizada en una lupa de fluorescencia Olympus MVX10 equipada con  una

cinara Micropublisher 3.3 RTV CCD Orodelo MP3.3-RTV-CLR-10).

4.2.8. Determinaci6n del voldmen del blastodjsco y de la esfera de vitelo durante

]a primera interfase

Con el fin de cuantificar el movimiento lento de ovoplasma hacia la regi6n

animal,  los  cambios  en  el  voldmen  del  blastodisco  y  la  esfera  de  vitelo  fuer;n

determinados I.H vz.vo en  10 zigotos desarrollandose a ufia temperatura de 25 °C. Para

6ste estudio,  los zigotos fueron  orientados de tal  manera  que  su  eje animal/vegetal

era paralelo a la platina del microscopio. Iinagenes de cada zigoto fueron capturadas
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dos veces:  en lop prime'ros 5-15  min despu6s de la activaci6n del huevo y cercano al

inicio de la contracci6n del anillo de actina. Las imagenes capturadas a 200 aumentos

fueron impresas en papel  milimetrado quedando finalmente aumentadas 230 veces.

El  area del blastodisco fue subdividida en intervalos rectangulares de 4 6 2 mm  de

ancho  (wi).  Ademas,  se  determin6 la altura  (hi)  y  el  radio  (ri)  de cada uno  de estos

intervalos.  El  voldmen  del  blastodisco  (V)  fue  calculado  en  cada zigoto  en  los  dos

tiempos de desarrollo descritos mas arriba, usando la formula V = [2]t/(230)3] Zi (I.i hi

wi.).  El  volbmen  de la  esfera de vitelo  fue  calculado mediante la formula 4/3  7[r3 y

debido a que esta no es una esfera perfecti el radio final determinado en cada zigoto,

colTesponde   a   la   longitud   promedio   de   varios   radios   trazados   en   el   papel

milimetrado.   Para  un  detallado  analisis  estadistico  y   de  significancia,   los   datos

4.2.9. Tratamiento con drogas que arectan el citoesqueleto

Para determinar el  papel  del  citoesqueleto  en  el  flujo ovoplasmico y  en  la

generaci6n  de  las  pulsaciones,  zigotos  silvestres  previamente  descorionados  fueron

incubados  por 45  min,  80  min  6  2  h  en  venenos  de  microthbulos  y  filamentos  de

actina a una temperatura  de 23-25  °C.  En  el  caso  de  los microthbulos,  los zigotos

fueron incubados en Colchicina 6 Colcemida a una concentraci6n de 0,6 mg/ml. Para

los filamentos de actina, los zigotos fueron incubados en Citochalasina a (0,02-0,03

mg/ml) 6 Latmnculina 8  (0,1  mM). Las cuatro drogas fueron preparadas a partir de

soluciones "stocks"  diluidas  en DMSO.  Para la incubaci6n,  la diluci6n  de la droga

"stock" se realiz6 en agua de acuario. Los zigotos controles fueron incubados, en las

mismas  condiciones  de  tiempo  y  temper;'tura,  en  DMSO  (0,75-2%)  en  agua  de
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acuario.  Tanto los zigotos control  como los tratados con venenos del  citoesqueleto,

fueron  estudiados  mediante  video  microscopia  de  campo  claro,  fijaci6n  acida  6

inmunofluorescencia.

4.2.10. Extracci6n de proteinas asociadas al citoesqueleto e Inmunoblot

Para  la  extracci6n  de  proteinas  asociadas  al  citoesqueleto  como  motores

moleculares   y   proteinas   nucleadoras   de   6ste,   se   realizaron   dos   procedimientos

bioquimicos  destinados  a  obtener:   (1)  mol6culas  asociadas  a  microthbulos  y  (2)

mol6culas asociadas a filamentos de actina.

{1) Obtel)c]6n de mol6culaj aeocJadrj a microtibulou: Erfectou cnldou de zigoton

del   pez   cebra  fueron   obtenidos   mediante  un   protocolo   modificado   para  aislar

zigotos (~100 c6lulas) se agreg6 200 prl de tamp6n RE 1, en el cual los zigotos fueron

macerados dentro de un homogeneizador (vidrio-tefl6n)  de 5  ml  por  10 min en ffio.

Posteriormente,  el  macerado  se  centrifug6  a  14.000  rpm  en  una  microfuga  a 4  °C

durante 30 min.  El  sobrenadante (S1),  rico en proteinas  solubles,  fue recolectado en

un nuevo tubo. Este procedimiento se realiz6 utilizando una gran cantidad de zigotos

(~1000  zigotos)  con  e.I  fin  de  recolectar,  en  tubos  de  policarbonato  de  9  ml,  un

volumen apropiado de 3,5 ml de extracto crudo, el cual fue ultracentrifugado durante

1  h `a  loo.000  xg  en  un  rotor  T-880  previamente  enffiado.  Para  hidrolizar  el  ATP

presente en el extracto, el nuevo sobrenadante (S2) fue incubado con Apirasa.2U/inl

a 25 °C por 30 min. Finalizado este procedimiento, se agreg6 tubulina purificada de

cerebro de pollo a una concentraci6n de 0,I-0,4 mg/ml  ¢Iyman y col.,1991), Taxol

20 prM y GTP  1  mM y se incub6 a 37 °C por 30 min para promover la polimerizaci6n



de  microthbulos  J.#  tJj.fro  y  asi  capturar  la  mayor  cantidad  de  motores  moleculares

libres en soluci6n.  Transcurrida la incubaci6n se procedi6 a centrifugar a 40.000 xg

por 30 min y a temperatura ambiente,  obteniendose un nuevo sobrenadante (S3),  el

cual  fue  descart;do.  El  "pellet"  @3)  fue  resuspendido  en  un  volumen  de  I  ml  de

tampon HB I, se agreg6 Taxol 20 prM y se centrifug6 a 4 °C por 30 min a 40.000 xg.

El nuevo sobrenadante (S4) fue descartado y el pellet Q'4) se resuspendi6 en  1  ml de

tamp6n HB1, Taxol 20 HM, Mg-ATP  10 mM y se incub6 a 25 °C por 30 min. Esto

dltimo se realiz6 para promover la separaci6n de motores moleculares con actividad

ATpasica asociados a los microtdbulos. Una hltima centrifugaci6n a 4 °C por 30 min

a 40.000 xg,  permiti6 obtener un nuevo sobrenadante (S5)  en el  que eventualmente

se encontrarian nuestras proteinas de interds y un pellet a'5) rico en tubulina, el cual

(2)  ObteDcf6n  dc  mol6enlae  aiocindae  a  mJcrofflanento!:  Pan  rislar proteim

asociadas  al  citoesqueleto  de  actina,  extractos  cmdus  de  zigotos  fueron  obtenidos

modificando un protocolo ya establecido por otros investigadores para aislar actina y

miosina 11 @ecker y col.,1996). A 200 ul de cctulas (~100 zigotos) se agreg6 200 ul

de  tamp6n  Im2.  Los  zigotos  fueron  macerados  y  el  homogeneizado  obtenido  se

incub6 a 4 °C per 2 h. Finalizado el tiempo de incubaci6n, se centrifug6 a 10.000 xg

en una ultracentrifuga a 4 °C  durante  15  min. El  sobrenadante (S1) fue rescatado y

usado como extracto cmdo para la posterior identificaci6n de proteinas de alto peso

molecular (superior a 100 kD). Una nueva centrifugaci6n en las mismas condicionis

de 6ste extracto permiti6 obtener un nuevo sobrenadante (S2) el cual fue rescatado y

usado para la identificaci6n de proteinas solubles de bqjo peso molecular (inferior a

loo kD).
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La confirmaci6n de la presencia de proteinas en los extractos crudos y en las

distintas fases obtenidas despu6s de una centrifugaci6n,  se realiz6 por electroforesis

en   geles   de   poliacrilamida   en   condiciones   desnaturantes.   Para   ello   se   utiliz6

acrilamida al  10% en el gel  separador (preparado en la soluci6n de gel  separador) y

al  4%  en  el  gel  concentrador (preparado  en la soluci6n  de gel  concentrador) y  las

muestras, fueron  disueltas  en  soluci6n  de  carga,  incubadas  a  95  °C  por  5  min  y

cargadas en el gel.  La electroforesis se realiz6 a una corriente el6ctrica constante de

25 rnA (80 V) y una vez finalizada, los geles fueron tefiidos en soluci6n de tinci6n de

Azul de Coomassie y destefiidos en soluci6n de destinci6n para su analisis.

Para la realizaci6n  de inmunoblots,  las  proteinas  no tefiidas retenidas  en los

geles    de    poliacrilamida    en    condiciones    desnaturantes    fueron    transferidas    a

membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) mediante electrotransferencia. Esta se realiz6

en soluci6n de transferencia durante 90 min a 4 °C y a un voltaje constante de 100 V.

Una vez finalizada la transferencia, las membranas fueron incubadas en soluci6n de

bloqueo  a  4  °C  por  toda  la  noche.  La.incubaci6n  en  el  anticuerpo  primario  (vcr

Materiales)  fue  llevada  a  cabo  en   5   ml   de  soluci6n  de  bloqueo  durante   1   h  a

temperatura    ambiente   y    agitaci6n    constante.    Posterior   a    la   incubaci6n,    las

membranas  fueron  lavadas  3  veces  en  20  ml  de  soluci6n  TBS-Tween  20  0,1%  e

incubadas en el segundo anticuerpo acoplado a la peroxidasa de fabano ORP) en las

mismas  condiciones  que  para  el  primer  anticuerpo.  Finalizada  la  incubaci6n,  las

membranas fueron lavadas 3  veces en soluci6n TBS-Tween 20 al  0,1% y revela.das

mediante  un   ensayo   de   quimioluminiscencia.   Para  ello,   las  membranas  fueron

incubadas  en  soluci6n  de revelado por 3  min  a temperatura ambiente y  oscuridad.

Una vez ejecutada la reacci6n quimiolum.iniscente, las membranas fueron expuestas
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a una pelicula fotogrifica @uji Medical  X-Ray Film  13xl8  cm, FUJIFH,M, Tokio,

Jap6n)  hasta que la sefial  fue  evidente bajo  condiciones adecuadas  de iluminaci6n.

Finalmente, el film fotogrifico fue revelado en una maquina automatica de revelado

AGFA modelo Curix60.

4.2.11. Inhibici6n de la actividad de motores moleculares

Una aproximaci6n para explorar el papel que tienen los motores moleculares

en  la  segregaci6n  ovoplasmica  es  su  inactivaci6n  mediante  la  microinyecci6n  de

anticuerpos (Winkelmann y col.,  1993;  Scholey,  1998),  el uso de drogas inhibidoras

(Vallee  y  Bloom,   1991;  Phelps  y  Walker,   1999;  Kovacs  y  col.,  2004)  6  por  la

sobreexbresi6n de pr'oteinas asociados a ellos @urkhardt y col.,1997).

Es por eso, que el bloqueo de la actividad de motores moleculares presentes

en  el  zigoto  del  pez  cebra  se  realiz6  mediante:  (a)  microinyecci6n  de  24  nl  del

anticuerpo utilizado en la identificaci6n bioquimica del  motor y a) microinyecci6n

de 2-4  nl  del  inhibidor de ATpasas IV-etilmaleimida (NEM),  que a concentraciones

adecuadas  (10-100  prM  intracelular)  detiene  la  actividad  de  la  kinesina  y  dineina

citoplasmatica ovallee y Bloom,  1991; Phelps y Walker,1999) y de blebbistatina, un

inhibidor especifico de la actividad de la miosina 11 acovacs y  col.,  2004). Para 6ste

hltimo inhibidor,  la concentraci6n microinyectada (100  prM intracelular) rue similar

a  la  ultilizada  por  otros  investigadores  en  el  zigoto  del  pez  cebra  (Urven  y  col.,

2006).

Huevos   y   zigotos   fueron   microinyectados   con   azida   de   sodio   (0,1   %

intracelular)  y  DMSO  (1-2%  intracelular)  como  control  de  anticuerpo  e inhibidor,

respectivamente.
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Para  visualizar  el   efecto  de  anticuerpos  e  inhibidores  sobre  el   flujo  de

ovoplasma,   los  zigotos  microinyectados  fueron  tratados  con  formaldehido/acido

ac6tico, en distintos intervalos de tiempo postinyecci6n.

4.2.12. Hibridaci6n I.# sl.f# en zigotos y embriones tempranos

4.2.12.1. Obtenci6n de DNA plasmidial

Los  ULNA  mensaieros   de  goosecoid  ®sc),  sqiiint   (sqt),  vasa   (vas)  y

ventrally expressed dhai.rna/bozozok antagonist (ved) fueron detectados en zjigotos y

embriones  tempranos  silvestres  y  mutantes  mediante  hibridaci6n  I.H  s/./#.  Usando

bacterias electrocompetentes (EscherJ.chJ.cr co/J.,  cepa DH5a), se electroporaron cada

uno de los plasmidios  ligados al  inselto g6nico  correspondiente y  las  c6lulas fueron

oultivadas  en placas  de agar con  ampicilina a una concentraci6n  de  100  pug/ml.  Las

colonias seleccionadas fueron crecidas en  150 ml  de medio liquido LB + ampicilina

(loo pug/ml) toda la noche a 37 °C. Posteriormente, el DNA plasmidial fue purificado

mediante la realizaci6n de Maxipreps Q'la§mid Maxi  Kit,  Qiagen) y  linearizado con

la  adecuada  enzima  de  reestricci6n  (Tabla  I).  Los  plasmidios  linearizados  fueron

purificados mediante  extracci6n fen6lica. (fenol/clorofi;rmo) y se utiliz6  I,5-2  pug de

DNA plasmidial en ]a reacci6n de transcripci6n.

4.2.12.2. Sintesis de sondas antisentido

Para   la   transcripci6n   de   las   sondas   se   siguieron   las   instrucciones   de

manufactura de las RNA polimerasas respectivas (Tabla  1). Para la transcripci6n de

la  sonda  antisentido  de  arc  y  vac  la  reacci6n  de  transcripci6n  se  realiz6  de  la
..,

siguiente manera: en un tubo eppendorf libre de RNasas se agreg6 4 Lil de cada DNA

39



lineal, 5  prl  de NTPs Dig mix  5X 2,5 mM, 2  prl  de RNasin,  6  prl de amortiguador de

transcripci6n 5X, 6prl de agua libre de RNasas y 2 prl de la RNA polimerasa T7. Para

la transcripci6n de la sonda antisentido de sg/ se mezclaron  5  prl  de DNA lineal,  10

ul de NTPs Dig mix 5X 2,5 mM, 2 prl RNasin, 6 Ltl de amortiguador de transcripci6n

5X, 5prl de agua libre de ENAasas y 2 Hl de la RNA polimerasa SP6. La mezcla fue

incubada durante 2 h a 37 °C,  luego se agreg6 5  prl  de DNasa I y se incub6 por  15

min a 37 °C. Posteriormente las sondas fueron purificadas mediante el uso de RIieasy

Mini  Kit (Qiagen)  segdn  indicaciones  del  fabricante y finalmente  diluidas  en  14  Hl

de agua libre de RNasas. La sonda de ve#f fue preparada y amablemente donada por

el Dr. Lee Kapp (Universidad de Pensilvania, Estados Unidos).

Para  la  hibridaci6n,  zigotos  y  embriones  tempranos  silvestres  6  mutantes

fueron   fijados   y   permeabilizados   al   igual    que   para   la   inmunofluorescencia.

Posteric)rmente,  fue`ron  lavados  3   veces  por  20  min  con  PBS   IX,  refijados  en

formaldehido al  5  %  y  lavados  nuevamente  con PBS  IX.  Una vez terminados los

lavados,  los zigotos y  embriones tempranos  fueron  prehibridados a 65-70 °C  por 4

horas en  amortiguador de hibridasi6n.  La hibridaci6n  se realiz6 por toda la noche a

la  misma temperatura y  en  el  mismo  amortiguador  que  contiene  0,5-1  peg/ml  de  la

sonda  antisentido  del  mRNA  de  inter6s..  Finalizada  la  hibridaci6n,  los  zigotos  y

embriones  fueron  lavados  usando  concentraciones  decrecientes  de  formamida  en

cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a 65 °C y finalmente en SSC puro. Previo a la

incubaci6n en el anticuerpo, las c6lulas fueron bloquedas por 2-4 horas en buffer de

bloqueo   (usado   en   la   inmunofluorescencia),   incubadas   por   8   horas   en   anti-

digoxigenina  conjugada  a  fosfatasa  alcalina  en  soluci6n  de  bloqueo  (vcr  titulo  en

Materiales)  y  lavadas  3  veces  por  20  min  en  PBS  IX.  Las  hibridaciones  fueron
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reveladas en oscuridad con el susFato croprog6nico NBTrecH' 6 BM Purple por 30-

60 min. La reacci6n fue detenida despu6s.lde sucesivos lavados en PBS  IX por 1  h y

en algunas ocaciones los zigotos y embriones tempranos fueron colocados en placas

de cultivo o montados medio de montaje (glicerol:PBS  IX, 9: I) para su observaci6n.

La captura de imagenes se realiz6 en una lupa de fluorescencia.

4.2.13.  Generaci6n  y  obtcnci6n  de  mutantes  de  efecto  materno  bwcky  bHJJ  y

enullsion

Los  mutzm\es  de  edecto matemo  bucky  ball  (btic) y  emulsion  (emn) fueron

aislados   en   una   bbsqueda   de   factores   matemos   involucrados   en   el   desarrollo

temprano.  La mutag6nesis se realiz6 mediante el uso del  mutageno quimico N-Etil-

Nitroso-tJrea  (ENU)   (Vcr  Knapick,   2000;   Dosch  y   col,   2004).   Para  aislar  los

mutantes se realiz6 una estrategia de cruces naturales de cuatro generaciones. En la

F3  una hembra, proveniente de las 400 familias generadas,  es considerada recesiva

para una mutaci6n  de  efecto matemo,  si  su descendencia 074)  muestra un fenotipo

100% mutante,  el  cual  es unifome y reproducible. De esta manera, una hembra F3

cruzada con machos silvestres u otro genotipo (homo 6 heterocigoto) permite obtener

ovocitos,  huevos y  zigotos F4 mutantes.,` cuyo fenotipo presenta alteraciones en  su

desarrollo  temprano.  Los  mutantes  b#c'j;  em#  usados  en  6ste  trabajo,  mostraron

defectos    en    la   polaridad    animal/vegetal    y    en    la    segregaci6n    ovoplasmica,

respectivamente.

Para  la  propagaci6n  de  las  lineas  mutantes  y  para  mapear  la  mutaci6n,

fueron cruzados individuos F2 (hembras heterocigotas y machos homocigotos) (ver

Figura 28A en resultados). Para identificaf'individuos heterocigotos, homocigotos y
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recombinantes para la mutaci6n Z7#c y em# provenientes de este cmce,  se reali2aron

genotipificaciones mediante el uso de marcadores polim6rficos de secuencia simple

dcttipossm(Csimples_equenceL_engthp_`olimorphism")6tambi6nconoofidoscomo

marcadores  Z.  Estos  son  especificos  y ,,ademas  segregan  junto  con  la  mutaci6n

durante  la recombinaci6n  mei6tica  (Shimoda y  col.,  1999;  Knapick,  2000).  Para la

genotipificaci6n,  DNA  gen6mico  fue  extraido  con  amortiguador  de  lisis  desde  un

trozo de la aleta caudal de peces adultos. Luego, el DNA fue precipitado con etanol

100  %,   lavado  en  concentraciones  decrecientes  del  mismo  alcohol  y  finalmente

diluido en agua libre de nucleasas. Posteriormente, el DNA extraldo fue amplificado

mediante PCR  en  los  dos  mutantes usando  las  siguientes  condiciones:  94  °C  por 3

min; 39 ciclos de 94 °C por 30 s, 57 °C por 30 s, 72 °C por 45 s y una extension final

por 3 min a 72 °C. Los partidores especificos para los marcadores usados, mostrados

en  la  Tabla  2,  corresponden  a:  z24206  y  zl3475  (mutante  b#cky  haJD  y  z9247  y

z7496 (mutante emw/sj.oH). El analisis de los resultados de la amplificaci6n se realiz6

mediante  electroforesis  en  geles  de  agarosa  al  3%.  El  uso  de  6stos  marcadores

permite      identificar      facilmente      individuos      heterocigotos,      homocigotos      y

recombinantes de acuerdo al patr6n de bandeo que presentan en el gel. Esto porque,

al  ser  polim6rficos  generan  pro¢uctos  d,e  PCR  de  distinto  tamafio,  lo  que  se  ve

reflejado  en  una  diferencia  de  movilid':d  en  el   gel   de  agarosa.   Los  resultados

obtenidos de una genotipificaci6n pueden ser observados en la Figura 28C.
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4.2.14. Clonamiento posicional del gen anliJSJ.ow (c#I#)

4.2.14.I. An£Iisis bioinformatico de la mutaci6n enm

El   gen   em#   fue   mapea`do   mediante   el   uso   de   240   marcadores   SSLP

pelienecientes al  panel MGH (Talbot y  Schier,  1999),  en el  cromosoma o grupo de

ligamiento 4 a 58,4 cM (£entiMorgans) dentro de un intervalo gen6tico de 2,4 cM 6

(1,5  Mb)  entre  los  marcadores  z9247  a  56,6  cM y  z7496  a  59  cM  a)osch  y  col,

2004).

Un primera aproximaci6n para determinar los posibles candidatos para el gen

em#,  fue  indagar  en  bases  de  datos  de  acceso  phblico.  Asi  y  antes  de  iniciar  el

clonamiento  posicional  del  gen  em#,  se  realiz6  un  analisis  j.#  s/.//.co  de  los  genes

presentes  en  el  intervalo  inicial  de  1,5  Mb.  Se  utiliz6  la  base  de  datos  Ensembl

thttp ://www. ensembl. org/Dani o_reri oThfoAndex)                          y                           Vega

(http://vega.sanger.ac.ukDanio_rerio/InfoAndex).   Un   total   de   49   genes   fueron

encontrados  en  el   intervalo  comprendido  entre  los  marcadores  z9247  y  z7496.

AIgunos  de  los.  genes. presentes  en  dicho  intervalo  resultaron  ser cr pJ.I.ori.  buenos

candidatos  para  el  gen  em/.,  de  acuerdo  a  los  descrito  en  la  base  de  datos  del  pez

cebra (http://zfin.org), con respecto a su funci6n molecular y relaci6n con el fenotipo

mutante.   De   los   resultados   obtenidos   en   la   btisqueda   de   nuevos   marcadores

moleculares cada vez mss cercanos a la mutaci6n (descritos en la siguiente pagina),

se decidi6 analizar solamente aquellos genes presentes en el  in{ervalo critico de  125

Kb  comprendido  entre  los  marcadores  (CA)nM  y  (CA)ni5  (tambi6n  descritos  en` la

siguiente  pagina).  En  dicho  intervalo  se  encontraron  7  genes  que  parecian  ser

potenciales  candidatos pal-a el  gen  e»!Jl.  Las unidades  de transcripci6n de los genes

escogidosdentrodelintervalofisicofueron?/crpro/eJ'»ac7e##!.6#aDIVH6pro/ej'#a4

43



con dominio PR @rdm4), la subunidnd 26S del proteosoma, ATpasa 2 tosmc2), el

transportador de  solutos  de  la familia  26,  miembro  5  (slc26a5),  tetraspanina  33

¢tspan33), proteina  1 intercambiadora cationm (caxl), el hom6logo de Drosophila

smoothened (smo» y la protelra de uni6n a actina 6 proteina 10 con dominio kelch

uklhdclo'.

4.2.14.2. Btisqueda de nuevos marcadores polim6rrlcos cercanos al locus c"H

Con el fin de estrechar ann mas el intervalo gen6tico y fisico que contiene el

gen e"H se realiz6 una bdsqueda de nuevos marcadores polim6rficos en el intervalo

comprendido  entre los marcadores z9247 y z7496 mencionado antes. Esto requiri6

de un  gran ndmero  de genotipificaciones  de  peces  portadores  de  la mutaci6n  para

buscar recombinantes en los cuales los nuevos marcadores estuvieran cada vez mss

cerca de la mutaci6n. Un total de 1.037 meiosis (genotipficaciones realizadas) fueron

i   analizadas   en   individuos   F3,    encontrindose   41    recombinantes.    Once   nuevos

marcadores  SSLP,  previamente  identificados  en  el  cromosoma  4  (Shimoda  y  col,

1999),    fueron    analizados   usando   el    DNA   gen6mico   extraido   de   individuos

heterocigotos   y   homocigotos   para   la   mutaci6n.   Para   la   reacci6n   de   PCR,   la

amplifibaci6n de lo; marcadores se hizo bajo las siguiente§ condiciones:  94 °C por 3

min; 39 ciclos de 94 °C por 30 s, 57 °C por 30 s, 72 °C por 45 s y una extension final

por 3 min. Finalmente, 1os productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa

al 3%.

De los  11 marcadores probados, s6lo el marcador z28278, a 57,8 cM, result6

ser polim6rfico y ligado a la mutaci6n.  De esta manera,  el  intervalo gen6tico inicial

qued6 dividido  en  dos  regiones  de  1,2  cri  (0,75  Mb)  cada una.  Asi,  se  denomin6



como  intervalo  "a",  aquel  comprendido  entre  los  marcadores  z9247  y  z28278  y

como  intervalo  "b",  al  comprendido  entre  los  marcadores  z28278  y  z7496  (ver

Figura ?9 en resultados).

Posteriormente,  se realiz6 una bdsqueda de nuevos marcadores polimdrficos

y ligados a la mutaci6n, basados en repeticiones de dupletes CA` en el genoma y que

fueron  llamados  en  6sta tesis  como  marcadores  (CA)nx,  incluidos  en  los  "contigs"

CR786571.6,    BX470140.10,    BX649347.3,    BX571796.10    y    AL590150.2    que

contienen a los dos nuevos intervalos determinados. El analisis de los "contigs" para

la bdsqueda de repeticiones CA se realiz6 utilizando el programa DNA Strider 1.4f6.

Ocho nuevos marcadores, (CA)ni y (CA)n8, fueron encontrados en el intervalo "a" y

nueve nuevos marcadores, (CA)ng -(CA)ni7, fueron encontrados en el intervalo "b''.

Estos   nuevos  marcadores   fueron  analizados   en   el  DNA  gen6mico   extraido   de

individuos  recombinantes  para  la  mutaci6n  mediante  PCR,  y  usando  las  mismas

condiciones  descritas  mss  arriba  para  los marcadores  SSLP  ya identificados  en  el

cromosoma   4.    solo   en   el   intervalo   ``b"   se   encontraron   nuevos   marcadores

polim6rficos y ligados i la mutaci6n, y de acuerdo a su frecuencia de recombinaci6n

(ndmero  de recombinaciones  en  funci6n  del  nbmero total  de meiosis  analizadas)  se

logr6  estrechar.la  regi6n  de  1,2  cM  a  un  nuevo  intervalo  denominado  "intervalo

critico" de 0,2 cM (125 Kb).

4.2.14.3. RT PCR y secuenciaci6n de genes candidatos

Una vez escogidos los genes presentes en el intervalo critico de la mutaci6n,

como potenciales  candidatos  para  el  gen cmJ7,  se procedi6  a  amplificar,  purificar y
.,-

posteriormente  secuenciar  a  cada  uno  de  ellos.  Para  ello,  lo  primero  fue  sintetizar



cDNAapartirdeRNAtotal,previamenteextraidodeovariosdehembrassilvestresy

mutantes. Para la extracci6n  del RNA total,  ovarios  silvestres fueron disectados de

hembras adultas pertenecientes a la linea silvestre AB. Esta fueja linea de hembras

que fueron cruzadas con machos mutagenizados durante la bhsqueda de los mutantes

de  efecto matemo  (vcr Dosch y  col.;  Wagner y  col.,  2004).  Para la extracci6n  de

RNA  total,  proveniente  de  ovarios  mutantes,  la  disecci6n  se  realiz6  a  partir  de

hembras   homocigotas   para   la   mutaci6n   c;7i)7.   Los   ovarios   disectados   fueron

fapidamente sumergidos en nitr6geno liquido y  el RNA extraldo usando el  reactivo

Trizol,  de  acuerdo  a  lo  indicado  por  el   fabricante., La  concentraci6n  del  RNA

obtenido se midi6 en un gel de agarosa al  1% y fue de 100-350 ng/prl.

La transcripci6n reversa para la obtenci6n del CDNA se realiz6 usando el kit

"SuperscriptTM  First-Strand  Synthesis  System  for  RT-PCR"  segdn  protocolo  del

fabricante.   Se  transcribieron  5  pug  de  RNA  en  cada  caso  y  se  utiliz6  la  enzima

retrotranscriptasa "Superscript" 11 RT"  (50 U/Ltl).  La transcripci6n se realiz6 a 42

°C  durante  50  min  y  la  enzima fue inactivada a  70  °C  por  15  min y  en  hielo  por 2

min.  Para  eliminar  el  RNA  remanente  cada tubo  se  trat6  con  RNasa  H  (2  U/prl).

Como  control  se  realiz6  la  transcripci6n  sin  incluir  la  transcriptasa  reversa  QT

negativo).

Para   amplificar   los   7   genes   escogidos   como   candidatos,   se   disefiaron

partidores especiflcos para cada uno de ellos usando el programa de acceso pdblico

Primer3    0.4.0    (http://frodo.wi.mit.edu/primer30.    Con   el    fin    de    amplificar. la

secuencia completa de cada gen, los partidores fueron disefiados dividiendo los genes

en fragmentos de 600-700 pb y asi obtener sus secuencias parciales.
"E=

La  amplificaci6n  especifica  de  los  genes  candidatos  se  realiz6  por  PCR



mediante  el  uso  de  la  mezcla fz/#  DNA  polimerasa/rcrq  DNA  polimerasa  en  la

proporci6n de  1:9. Las condiciones de PCR usadas en la amplificaci6n de los genes

j7rdr4, tspc]7733, car/ y fr/frdc/0 fueron las siguientes: 94 °C por 3 min; 39 ciclos de

94 °C  por 30  s,  57  °C  por 30  s,  70 °C  por  1  min y una  extension final  por  10 min.

Para los genes pr#Ic2, s/c26aj y s»?a, la temperatura usada para el "annealing" fue de

50  °C  por  30  s.  Los  resultados  obtenidos  de  cada  reacci6n  fueron  visualizados  en

geles de agarosa al  1%.

Cada  uno  de  los  fragmentos  de ,los  genes  amplificados  fueron  purificados

utilizando  el   kit  "QIAquick  PCR  Purification",   de  acuerdo  a  instnicciones  del

fabricante.   Posteriormente,   fueron   enviados   a   secuenciar   ("DNA   Sequencing

Facility"  de  la  Universidad  de  Pensilvania,  Filadelfia,  Estados  Unidos).  Una  vez

identificada   la  mutaci6n   en  uno   de  los   genes   secuenciados,   6sta   se   confirm6

mediante la secuenciaci6n de los productos de PCR provenientes del DNA gen6mico

de  hembras  mutantes  y  silvestres,  como  asi  tambi6n  del  macho  mutagenizado  del

cual deriva el cromosoma mutante. Posteriomente, se amplific6 la region codificante

completa de e»l/. y se clon6 dentro de un vector de expresi6n TOPO® y asi obtener el

vector pC2.1-TOPO-caxl  para la sintesis de la sonda de RNA antisentido.

Para  indagar  sobre  en  la  naturaleza  de  la  proteina  codificada  por  em#,  se

realiz6 una predicci6n de su estructura usando el programa en linea Th\rmn4 Server

v.2.0.  Esta simulaci6n .consisti6  en predecir,  por medio  del  analisis  de  la secuencia

amoniacidica perteneciente al gen cmJ7, los dominios a-h6lices de transmembrana .de

la  proteina Emn  presentes  en  la  condici6n  silvestre y  ausentes  en  el  mutante  por

causa de la mutaci6n.
..,
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5. RESULTADOS

5.1. Apflrfu de la ]eeref!acj6n ovol]ldsmica en el ziEcto y embri6n toni]rmo de|

Dez cebra

5.1.a. La segregaci6n ovoplfsmica cn el zigoto del pez cobra ocurre en 3 estados

relacionados con cambios nucleares que caracterizan el primer ciclo celular

Mediante  video  microscopia  de  "time  lapse"  y  en  base  a  los  numerosos

cambios  morfol6gicos  observados  en  huevos  y  zigotos  del  pez  cebra  (n=65),  el

periodo preclivaje (estado  1) se subdividi6 en 3  estados denominados  la,1b y  lc. El

estado  la (t6mino de la meiosis) se extiende desde la descarga del ovocito hasta la

liberaci6n del  segundo polocito. Durante este periodo el huevo adquiere turgencia y

una  forma  esferica.   Ademas,   el   preblastodisco  crece  levemente  para  formar  el

blastodisco (datos no mostrados). El  estado  lb  Grime;a interfase) se extiende desde

la liberaci6n del polocito 11 hasta la primera sefial de contracci6n del  anillo de actina

presente en  el  margen  del  blastodisco.  El  blastodisco  adopta una forma biconvexa

como  consecuencia  de  un  deslizamiento  del  piso  del  blastodisco  hacia  la  regi6n

vegetal  @iguras  4A-C)  y  crece moderadamente.  En  este  estado,  el  zigoto muestra

movimientos de alargamiento/acortamiento de su eje animal/vegetal que constituyen

intermitentes    deformaciones   llamadas   pulsaciones,    que   serin   discutidas   mas

adelante. El estado  lc ®rimera division de clivaje) comienza con la contracci6n del

anillo de actina y termina con la formaci6n de los dos primeros blast6meros. Durante

el estado lc temprano, se observa la formaci6n de canales 6 "streamers" axiales err la

esfera de vitelo y un considerable crecimiento del blastodisco como consecuencia de

la acuriulaci6n de ovoplasma y algunos pequefios g16bulos de vitelo (Figuras 4D-E).

Durante  el  estado  lc  tardio  el  anillo  de`a;tina  se  relaja,  los  "streamers"  axiales  se
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hacen  cada  vez  menos  visibles  y  el  blastodisco  completa  su  primera  divisi6n  de

clivaje  ¢igura  4F).  Este  fen6meno  de  contracci6n/relajaci6n  del  anillo  de  actina

continda ocurriendo durante las primeras divisiones de clivaje.

El tiempo ocupado por cada estado en funci6n de la temperatura, se muestra

en la Tabla 3 .

Tabla 3. Tiempos de desarrollo del zigoto, expl.esado en minutos, en funci6n de
la tem|)eratura.

Tiempo (min)

Temperatura (°C)              Estado la                   Estado lb                 Estado lc

20-22

25

1 0- 1 5

5-10

45-60

25-35

25-30

60-75

40-45

30-35

Para  correlacionar  los  estados  del   zigoto  con  las  etapas  del  primer  ciclo

celular se tifi6 el DNA nuclear de blastodiscos completos con DAPI (n=65). Durante

el  estado  la  se  reanuda  la  meiosis  detenida  en  la  metafase  11  (Femindez  y  col.,

2006).  En  el  estado  lb  los  prondcleos  se  aproximan  (inserto  en  Figuras  4A,  8)  y

fusionan para fomar el ndcleo del zigoto (inserto en Figura 4C). Finalmente, durante

el   estado   lc   se   completa  la  primera  mitosis   (inserto   en   Figuras   4D-F).   Est.os

resultados  confirman y. complementan lo  observado por Streisinger y  col.,  (1981) y

Dekens y col., (2003).

La liberaci6n del  segundo polocito, la segregaci6n ovoplasmica, pulsaciones,
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eventos de contracci6n/relajaci6n del  anillo de actina,  crecimiento del blastodisco y

pseudoclivaje tambi6n  ocurrieron  en  el  huevo no fecundado (Vcr Kane y Kimmel,

1993).  Estas observaciones indican que estos procesos no dependen de la formaci6n

del ndcleo del zigoto, ni del establecimiento de un ciclo celular normal.



Figura  4.   Estados   del  desarrollo  en   el  zigoto   del  pez  cebra.   El   desarrollo
temprano  del  embri6n  se ha subdividido en  3  estados.  El  estado  la (termino  de  la
meiosis),  se  extiende  desde  la postura del  huevo hasta  la  liberaci6n  del  polocito  11.
A:  estado  lb temprano.  8:  estado  lb  intermedio.  C:  estado  lb tardio.  El estado  lb
(A-C,  primera  interfase),  se  extiende  desde  la  descarga  del  polocito  11  hasta  la
primera sefial de contracci6n del  anillo de actina (flechas en D).  Los  insertos (A, a)
muestran  la  fusi6n  de  los  prondcleos  y  el  ndcleo  del  zigoto  formado  en  un  punto
cercano tefiido con DAPI (flecha blanca en el inserto de la figura C). D, Fl:  estado  I c
temprano. F:  estado  lc tardio.  El estado  lc (D-F, primera division celular) comienza
con  la  contracci6n  del  anillo  de  actina y  concluye  con  su relajaci6n  (flechas  en  F),
coincidente  con  la primera division  celular.  N6tese  en  los  insertos  los  cromosomas
durante la primera divisi6n  de clivaje: metafase (D),  anafase (E) y telofase (F).  bd,
blastodisco;  yc,  esfera de  vitelo;  yg,  g16bulos  de  vitelo;  as,  "streamers"  axiales;  cf,
surco de clivaje. Desarrollo a 21  °C. Barra= 70 Ltm.
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5.1.b.   La   formaci6n   del   blastodisco   se   asocia   con   la   reorganizaci6n   del

endoplasma y su transporte hacia el polo animal del zigoto

La  visualizaci6n  de  zigotos  vivos  mediante  video  microscopia  mostrd  que

durante  el   estado   lb  el  blastodisco  crece  como  consecuencia  del  transporte  de

endoplasma hacia la regi6n animal desde la esfera de vitelo.

Para  estudiar los  cambios  en  la  organizaci6n  del  endoplasma y  su  relaci6n

con  el   crecimiento  del  blastodisco,  numerosos  huevos  (n=10),  zigotos  (n=50)  y

embriones  tempranos  (n=30)  fueron  examinados  despu6s  de  una  fijaci6n  acida  a

diferentes intervalos de tiempo.

En el huevo recien ovopositado, las lagunas de endoplasma se extienden entre

los  g16bulos  de  vitelo.   Estas  lagunas   se  encuentran   asociadas,   entre   si,   con   el

ectoplasma  y  e.1  blastddisco,  a  trav6s  de  finos  canales.  En  el  huevo  activado,  la

reorganizaci6n  del   endoplasma  comprende:   1)  fusion  de  lagunas  de  endoplasma

animales para formar canales 6 "streamers" cortos que se conectan con el blastodisco

q]igura  5A),  2)  remodelamiento  y  coalescencia  de  lagunas  animales,  y  algunas

ecuatoriales,   para   formar   "streamers"   largos   axiales   conectados   al   blastodisco

¢igura 58), 3) remodelamiento y coalescencia de lagunas distribuidas por debajo de

la  empalizada  de  g16bulos  de  vitelo  para  formar  "streamers"  meridionales,  que

tambi6n se conectan con el blastodisco ¢igura 5C). Estos  dos tipos de "streamers"

largos se formaron en sincronia con la contracci6n del anillo de actina. 4) Lagunas de

endoplasma vegetales  se  desplazaron  hacia  el  polo  animal  y  se  fusionaron  con  ios

"streamers" axiales. En algunos huevos, este desplazamiento de lagunas vegetales se

inici6  inmediatamente  despu6s  de  la  activaci6n  de  estos,  pero  generalmente  este

proceso comenz6 durante la primera divis.i6n  de clivaje.  En algunos zigotos (memos



del  1%), las lagunas vegetales se fusionaron en el centro de la esfera de vitelo para

fomar el denominado cuerpo fenestrado. A pesar de las diferencias observadas en el

patr6ndemovimientodelagunasvegetaleshacialaregi6nanimal,lareorganizaci6n

del  endoplasma fue similar en  diferentes embriones tempranos y  el vaciamiento de

lagunas en el blastodisco se complet6 despu6s de varias divisiones de clivaje.

Para complementar las  observaciones  anteriores,  se prepararon  animaciones

con contraste invertido de zigotos y  embriones tempranos vivos (n=18).  Si bien, las

lagunas  y  "streamers"   se  visualizaron   con  menos  resoluci6n   que  en  zigotos  y

embriones tempranos  sometidos  a una fijaci6n  acida,  6sta metodologia permiti6 de

igual manera estudiar la reorganizaci6n de endoplasma i.# 1;j.vo.

Los resultados obtenidos desde las animaciones confimaron lo anteriomente

descrito  usando  c61ulas  fijadas  y  ademas  proporcionaron  la  siguiente  informaci6n

adicional:    1)    Durante    la    primera    interfase,    las   ]agunas   vegetales    suffieron

desplazamientos locales y pemanecieron en la misma region de la esfera de vitelo.

Al  mismo tiempo,  las  lagunas mas  animates  se unieron  al  blastodisco para formar

"streamers"  cortos  (Figura 5D),  2) los "streamers" largos axiales y meridionales se

formaron  al  comienzo  de  cada  division  celular,  en  sincronia con  la  contracci6n  del

anillo  de  actina y  desplazando  endoplasma hacia  el  polo animal  (vcr Video  1  y  2).

Las lagunas vegetales vaciaron su contenido endoplasmico dentro de los "streamers"

axiales de manera secuencial y ordenada (desde animal a vegetal), comenzando con

las   lagunas   localizadas   ecuatorialmente   en   la   esfera   de   vitelo   ¢igura   5E) `y

teminando con aquellas lagunas localizadas cerca del polo vegetal  ¢igura 5F) y 3)

durante  la  relajaci6n  del  anillo  de  actina,  los  "streamers"  fueron  menos  visibles

a7igura 5G) y las lagunas endoplasmicas pemanecieron en la esfera de vitelo, pero



ann en movimiento hacia el  polo animal.  Durante las primeras divisiones de clivaje,

las lagunas de endoplasma disminuyeron gradualmente en nrimero y los "streamers"

se observaron cada vez mas delgados Q7iguras 5H,I). Comenzando la cuarta 6 quinta

division  de  clivaje,  muchos  de  los  embriones  mostraron  la  ausencia  de  lagunas  de

endoplasma en la esfera de vitelo.
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5.1.c.   El   flujo   o+oplfsmico   ocurre   a  distintas   velocidades:   lento,  rapido  y

ultrarapido

Los  complejos  movimientos   citoplasmaticos  fueron  estudiados  durante  el

desarrollo  del  zigoto  del  pez  cebra  utilizando  animaciones  preparadas  por  video

microscopia (a intervalos de  10-30 s). Esto fue posible gracias a la transparencia que

tiene el zigoto vivo, lo que otorga una ventaja para las observaciones microsc6picas.

Ademas,   6sta   visualizaci6n   fue   complementada   mediante   el   uso   de   sondas   6

trazadores fluorescentes.

5.I.c.1.  Movimiento  lento  de  endop]asma  y  ectop]asma  durante  la  primera

interfase (estado lb)

El movimiento hacia el polo animal de marcadores end6genos o ex6genos, a

trav6s  del  ecto  y  endoplasma,  fue  monitoreado  durante  el  estado  lb  temprano  e

intermedio  por  medio  del   estudio  del   comportamiento  dinamico  de  inclusiones

ectoplasmicas  y  endoplasmicas  (n=25),  microesferas  fluorescentes  microinyectadas

(n=15)  y  dextrano  marcado  (n=5).  Las  inclusiones  ovoplasmicas  corresponden  a

cuerpos   pequefios   (I-3   prm   de   diinetro)  o  grandes   (por  sobre  los   20   urn  de

diametro),   que  probablemente  corresponden   a  vacuolas  o  pequefios  g16bulos  de

vitelo, respectivamente, ya antes descritos en el  ovoplasma del huevo del pez cebra

Q7emindez y col., 2006). En el ectoplasma y endoplasma mas animal, las inclusiones

se  movieron  preferencialmente  hacia  el  polo  animal  y  frecuentemente  entraron  al

blastodisco (Figuras 6A, 8; vcr Video 3). Las microesferas fluorescentes ingresaro`n

al  blastodisco  desde  lagunas   de  endoplasma  animal   a7igura  6C)   o   ectoplasma

Q7iguras   6D-F;   vcr   Video   4).   El   movimiento   de   inclusiones   ovoplasmicas   y
1=

microesferas     fluoresecentes     fue     irregular     con     trayectorias     zigzagueantes,
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desplazamientos   hacia  adelante  y   atrds  y   pausas.   Movimientos  intermitentes   6

saltatorios tambi6n fueron observados durante la primera interfase Q]iguras 6G, H).

Las inclusiones ovoplasmicas se movieron lentamente a un promedio de 5,0 ±

0,4  Hm/min  mientras las  mici-oesferas lo hacian a una velocidad promedio  de 9,1  ±

0,9  prm/min. El  analisis  estadistico de estos movimientos  es mostrado en las figuras

61  y  6J.  Tanto  en  el  resto  del   endoplasma,  como  tambi6n  en  el  ectoplasma,   se

observaron   movimientos   lentos   de   objetos   y   en  varias   direcciones.   El   uso   de

dextrano    fluorescente,     confim6    las    observaciones    descritas     anteriormente,

mostrando  que  lagunas  de  endoplasma  ubicadas  en  la  regi6n  animal  se  movian

lentamente, vaciando su contenido dentro del blastodisco Q?iguras 7A-D). El resto de

las lagunas de endoplasma mostraron un desplazamiento local y parecen permanecer

en el mismo lugar. Similares resultados se obtuvieron en huevos no fecundados.

El   movimiento   hacia   el   polo   vegetal   de   los   marcadores   end6genos   y

ex6genos, a trav6s del ecto y endoplasma, fue estudiado durante el estado  lb tardio.

Durante este estado las inclusiones ovoplasmicas y las microesferas fluorescentes se

movieron  con  las  mismas velocidades  promedio  que lo hacian  hacia el  polo  animal

(5,0   pun/min  y   9,1   prm/min,   respectivamente).   Esto  se  estudi6  monitoreando  el

movimiento   de   inclusiones   y   fluordesferas   desde   el   blastodisco   y   regiones

adyacentes del ectoplasma al mismo tiempo en que el blastodisco adopta una forma

biconvexa. Este cambio de forma fue producido por el  desplazamiento hacia el polo

vegetal   del   piso   del   blastodisco,   presumiblemente  gatillado  por  el   inicio   de  la

contrac;i6ndelanillodeactinaqigura4C).
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Figure   6.   Movimiento   lento   de   inclusiones   ovopLfsmicas   y   microesferas
fluorescentes.   A,   8:    imagenes   seleccionadas   de   una   secuencia,   capturada   a
intervalos de  10 s, de una animaci6n de video microscopia de un zigoto en estado  lb

que muestra el  crecimiento del  blastodisco (bd)  acompafiado  de  la  incorporaci6n  de
inclusiones  endoplasmicas  ®untos  amarillos).  Desarrollo  a  24  °C.  C-F:  imagenes
seleccionadas de una secuencia, capturadas a intervalos de  10 s, de una animaci6n de
video  microscopia  de  un  zigoto  en  estado   lb  intermedio  (C)  y   lb  tardio  (D-F)
microinyectado  con bolitas marcadas  con rodamina.  Transporte  lento  (flecha en  C)
de  bo]itas  fluorescentes  (fb)  desde  lagunas  de  endoplasma  (en)  hacia  el  blastodisco

(bd)   a   trav6s   de   "streamers"   cortos   (ss).    Transporte    lento   de   microesferas
fluorescentes  (D-F)  desde  el  endoplasma al  ectoplasma  (ec)  (flecha  en  D)  y  desde
6ste  dltimo  hacia el  blastodisco  (flecha en  F).  Desarrollo  a  20  °C.  G,  H:  estado  lb
intermedio    del    zigoto    que    muestra    la    trayectoria    irregular    de    inclusiones
ovopldsmicas  hacia  la  region  animal  a  traves  del  endo  (G)  y  ectoplasma  (H).  La
posici6n  de  la  inclusion,  a  intervalos  de  30  s,  fue  marcada  con  un  circulo rojo  y  su
trayectoria con rna linea continua unida a cada circulo. Las cabezas de flecha indican
la  direcci6n  del  movimiento.  Desarrollo  a  24-25  °C.  I,  J:  graficos  que  muestran  la
distribuci6n de velocidades durante el movimiento lento de inclusiones ovoplasmicas
(I) y bolitas fluorescentes (J) en montajes completos de zigotos durante el estado  lb.
La linea negra es una curva Gaussiana ajustada a los datos experimentales. yc, esfera
de vitelo; min, minutos. Barra= 55 Hm (A, 8); 40 urn (C-F); 8 urn (G, H).
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Figura  7.  Video imfgenes  seleccionadas de iina aninaci6n  de  un zigoto en  e]
estado lb intermedio microinyectado Con dextrano fluorescente de 10 kDa. I.a
sonda marcada invade ripidamente  todos los dominios de ovoplasma:  ectoplasma
(ec),  endaplasma  (en)  y blastodisco  (bd).  A-D:  n6tese  qLie  la  organizaci6n  de  las
lagunas de endoplasma pemanece sin modificaci6n, con excepci6n de aquellas que
se  encuentran cercanas  al blastodisco.  Es posible  observar lagLmas  endoplismicas,
macadas con asteriscos blancos y negros, movichdose hacia la region animal para
incolporar su contenido al blastodisco. ha diferencia de distancias entre los asteriscos
y el borde del blastodisco en dos tiempos distintos, evidencian esta situacich. El resto
de  las lagunas  de endoplasma,  como por ejemplo aquellas marcadas  con  estrellas
negras  y  blancas,  no  se  mueven.  Al  temino  de  la  animaci6n,  las  lagunas  de
endoplasma vegetal sufron un desplazamiento centripeto y coalescen en el centre de
la esfera de vitelo. Desarrollo a 21 °C. Se indica el tiempo de desarrollo transcurrido
durante el desarrollo del zigoto. min, minutos postfecundaci6n. Barra= 120 iim.
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5.1.c.2. Crecimiento del blastodisco durante el flujo lento de ovoplasma (estado

lb)

El   volumen  del   blastodisco,   durante  su  crecimiento,  fue  cuantificado  en

zigotos  vivos  en  estado   lb  temprano  y  tardio  (n=10).  La  tabla  4  y  la  figura  8

muestran  que  durante  la  primera  interfase  el   blastodisco  aument6  en  volumen,

mientras que el volumen de la esfera de vitelo disminuye. Esto confirma que el flujo

lent6  de`ectoplasma 'y  endoplasma,  hacia el  polo  animal,  contribuye  al  crecimiento

del  blastodisco.  Como  muestra  la  tabla  4,  existieron  diferencias  entre  el  volumen

incial  y  final  del  blastodisco,  como asi  tambi6n,  en  el  porcentaje de crecimiento  de

los  blastodiscos   individuales  (en   promedio  63,6%).   Situaci6n  similar  puede  ser

observada en el volumen inicial y final de la esfera de vitelo, el  cual  disminuye en

este   estado   (en   promedio   8%).   Estas   diferencias   pueden   ser   atribuidas   a:    1)

variaciones   en   la  velocidad  a  la  cual   cada  zigoto   se  desarroll6  y   a  la  que  el

ovoplasma  se  desplaz6  hacia el  blastodisco y  2)  a la probabilidad  de comenzar los

experimentos con zigotcis en diferentes estadios del desarrollo.
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Tabla 4. Cambios en el volumen del  I)Iastodisco y la esfera de vitelo, expresado
en nanolitros (nl), durante la prinera interfase (estado lb).

-             Blastodis co Hsfera de Vitelo

%de
aumcnto de

Zi8oto            Vi (nl)           Vr (n|)            vo]umcn

%de
dismjnuci6n

Vi(nl)         Vr(n|)       devolumen

16,4

2                      10,7

36,9

47,6

57,5

66,2

75,6

88,2

98,1

10                      8,0

13,6                     110,6

17,7                  66,4

16,8                     143,3

10,0                     31,6

13.2                    76,I

8,8                      41,5

11,6                      108,3

9,9                   20,4

12,2                   50,9

9,2                    15,2

138,9              116,1

122,7            120,6

145,2            124,8

141,2             133,4

139,5             130,6

142,4            128,5

134,5             123,2

136,7            126,4

130,6            128,5

136,1             126,9

% promedio del cambio de volumen        +63,6
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Figura  8.  Grfr]cos  qtle  representan  ]os  cambios  ocurridos  en  e]  volumen  de]
b]astodisco  y  la  esfera  de  vite]o  durante  el  f]ujo  lento.  A:   crecimiento  del
blastodisco y 8: disminuci6n del volumen de la esfera de vitelo durante el estado  lb
del zigoto. El volumen inicial (V]) y final (Vf) del blastodisco y de la esfera de vitelo
fue determinado por mediciones realizadas en imagenes obtenidas de zigotos vivos.
El aumento en el voLumen final del blastodisco y la disminuci6n de 6ste en la esfera
de vitelo fue variable, pero significativo con un valor dep< 0,05. Lo anterior indica

que el flujo lento de ecto y endoplasma condbuyeron al creeimiento del blastodisco.
Para mas detalles vcr Materiales y Mctodos.
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5.1.c.3.  Movimiento  rfi|)ido  de  endoplasma  y  ectop]asma  durante  la  primera

divisi6n de c]ivaje (estado lc temprano)

El movimiento hacia el polo animal  de marcadores end6genos y ex6genos, a

trav6s  del  endoplasma  fue  analizado  en  animaciones  iniciadas  antes  o  al  mismo

tiempo  en  que  comenz6  la  contracci6n  del  anillo  de  actina.  La  contracci6n  de  este

anillo  se  acompafi6  de  movimiento  rapido,  hacia  el  polo  animal,  de  inclusiones

endoplasmicas animales y algunas vegetales como asi tambi6n de g16bulos de vitelo

hacia   el   blastodisco   (Figuras   9A,   a.   n=35).   Las   inclusiones   endoplasmicas   se

movieron a lo largo de "streamers" axiales y meridionales, mientras que los tl6bulos

de vitelo lo hicieron a lo largo de su superficie. Para determinar la existencia de rutas

secundarias   para   el   transporte   de   endoplasma,   se   realiz6   un   seguimiento   de

microesferas  fluorescentes  (n=20),  microinyectadas  en  diferentes  regiones  de  la

esfera de vitelo.  El  patron de movimiento fapido de inclusiones y microesferas fue

similar durante el estado 1 c temprano (comienzo del primer clivaje), observandose el

traslado de 6stos marcadores hacia el blastodisco a lo largo de "streamers"  axiales y

lagunas del  hemisferio  animal,  como  asi  tambi6n  de lagunas del  hemisferio vegetal

¢iguras  9C-E).  Estos  resultados  confiman  lo  anteriormente  descrito  por  video

microscopia,  en  relaci6n  a  un  desplazamiento  orden'ado  de  endoplasma  hacia  el

blastodisco.   Durante   el   estado    lc   tardio,   ovoplasma   proveniente   de   lagunas

perifericas   fue   transportado   a   trav6s   de   "streamers"   meridionales,   los   cuales

formaron  conecciones  transitorias  con  el  ectoplasma  vecino  (Figuras  9F,  G;  ;er

Video 5).

En el estado  lc temprano, las inclusiones citoplasmaticas y lagunas vegetates

de  endoplasma  se  moviel.on  hacia  el   bl'a'stodisco  a  altas  velocidades  (9,6  ±  3,3
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prm/min .en  promedio)  a trav6s  de "streamers"  axiales,  siguiendo trayectorias  rectas

Q7igura 9H).  El  movimiento de las microesferas fluorescentes sigue una trayectoria

similar  (Figura   101),  pero  a  mayor  velocidad  (39  ±   I,3   Ltm/min  en  promedio).

Durante   6ste   estado  las   inclusiones   citoplasmaticas  y   fluoroesferas,   se  mueven

tambi6n hacia el blastodisco a lo largo de "streamers" meridionales y a una velocidad

mucho mas  alta,  alcanzando velocidades  promedio de 40 ± 2,8 y  73  ±  3,9  prm/min,

respectivamente.  Asi,  los  "streamers"  meridionales  constituirian  rutas  de transporte

de  endoplasma  ultrarapidas  hacia  el  polo  animal.  La  representaci6n  estadistica  de

velocidades obtenidas durante 6ste analisis son mostradas en las figuras 9J y 9K.

De  lo  anteriormente  descrito  se  puede  conc!uir  que  durante  las  fases  de

movimiento lento y ripido de endoplasma el contenido de las lagunas ubicadas en el

hemisferio animal y parte de las ubicadas en el hemisferio vegetal, son incorporadas

al blastodisco durante el primer ciclo celular.

Durante   el   estado   lc   temprano,   el   movimiento   hacia   el   blastodisco   de

inclusiones  citoplasmaticas  y  de  microesferas  fluorescentes,  (n=7),  a  lo  largo  del

ectoplasma aninial  y  vegetal  fue  preferencialmente lento  (5,0  prm/inin  en  promedio

para  las  inclusiones)  y  a  una  mayor  velocidad  (9,1  prm/min  en  promedio  para  las

fluoroesferas).  Iras inclusiones en el  resto del  ectoplasma vegetal  se movieron hacia

el polo vegetal, se desplazaron hacia adelante y hacia atras en diferentes direcciones

6 permanecieron estacionarias (no mostrado). No se visualiz6 un flujo constante de

ectoplasma vegetal hacia el polo animal,
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Figura   9.   Movimiento   rapido   de   inclusiones   ovoplasmicas   y   microesferas
fluorescentes.   Vista lateral de un montaje completo de zigotos en el  estado  lc que
ilustran el movimiento rapido de  endoplasma durante  la primera division  de  clivaje.
A-E,  imagenes  seleccionadas  de una animaci6n,  capturadas  a  intervalos  de  10  s.  A:
inicio  de  la contracci6n  del  anillo  de  actina (flechas  hacia  adentro).  8:  movimiento
rdpido  de  endoplasma  y  g16bulos  de  vitelo  (yg)  hacia  el  blastodisco  @d).   C-E:
imagenes  seleccionadas  de  una animaci6n de un zigoto  microinyectado  en  el  centro
de la esfera de vitelo con microesferas marcadas con rodamina. Durante el estado  lc
(D,  E)  el  endoplasma junto  a  las  fluoroesferas  (fb)  se  mueven  rapidamente  hacia  el
blastodisco (bd) a trav5s de "streamers" axiales (as).  Durante el  estado  lc tardio (D)
estas  se  acumulan  en  la  interfase blastodisco/vitelo,  lugar donde  se  esta relajando el
anillo de actina  (flechas hacia fuera en E). Desarrollo a 20 °C.  Se indica el tiempo en
minutos  entre  cada  imagen.  F-I:   imagenes  detenidas  de  un  "time  lapse"  de  dos
zigotos   que   muestran   una   conexi6n   transitoria   (flechas)   entre   un   ``streamer"
meridional  (ms)  y  el  ectoplasma  (ec)  vegetal.  Las  imagenes  fueron  capturadas  a
intervalos   de   10   s.   Desarrollo   a   24   °C.   H,   I:   trayectoria   recta   de   inclusiones
ovoplasmicas (H) a lo largo de un "streamer" axial y de esferas fluore§centes (I) a lo
largo  de  un  "streamer"  meridional.  La  posici6n  de  la  inclusion  o  microesfera,  a
intervalos  de  30  s,  fue  marcada  con  un  circulo  rojo  y  su  trayectoria  con  una  linea
continua  unida   a  cada  circulo.   Las   cabezas   de   flecha   indican   la   direcci6n   del
movimiento.  Desarrollo  a  24-25  °C.  J,     K:  graficos  que  muestran  la  distribuci6n
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de   las   velocidades   del   movimiento   rapido   de   inclusiones   ovoplasmicas   (I)   y
micoresferas  fluorescentes  ce)  en montajes  de zigotos completos durante el  estado
lc.  Las  lineas  negras  son  la  suma  de  dos  curvas  Gaussianas  ajustadas  a  los  datos
experimentales.  oi; inclusion ovoplasmica.  Barra=  120  prm (A-C), 60 pin a-G), 20

Hm GI-J), 20 prm (K-L).
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5.I.c.4.  Movimiento  lento  de  ovoplasma  durante  e]  t6rmino  de  ]a  primera

division de clivaje (estado lc tardio)

Con  el fin de conocer el  comportamiento del  ovoplasma durante el  termino

del   primer   ciclo   celular,   animaciones   de   embriones   tempranos   (n=11)   fueron

preparadas mediante video microscopia a7iguras  10A-I).  La relajaci6n  del  anillo de

actina durante 6ste periodo se acompafi6 de un movimiento hacia la region vegetal,

de:   1)  inclusiones  animales  ecto  y  endoplasmaticas,  incluyendo  muchas  que  ya

habian  sido  incorporadas  al  blastodisco  y  2)  g16bulos  de  vitelo,  que  invadieron  el

blastodisco  durante el  flujo rapido,  reincoxporindose  a la  esfera  de vitelo  Q7iguras

loF,   G).   Estos   objetos  se  movieron  con  una  velocidad  promedio  lenta  de  5,0

prm/min, mientras que las inclusiones del ecto y endoplasma vegetal se movieron en

diferentes direcciones 6 permanecieron estacionarias.

5.I.c.5.  Movimiento   de  ovoplasma  en   e]   huevo   I]o  fecundado  y  durante   el

transcurso del clivaje

El traslado lento y rdpido de ecto y endoplasma, la formaci6n de "streamers"

y  el  pseudoclivaje  del  blastodisco,  ocurrieron  en  el  huevo  no  fecundado  (n=25,  no

mostrado). Durante los sucesivos ciclos de contracci6n/relajaci6n del anillo de actina

en  embriones  tempranos  (n=22),  las  inclusiones  citoplasmaticas  y  los  g16bulos  de

vitelo  mostraron  el  mismo  desplazamiento  de  retroceso  hacia  la  esfera  de  vitelo

durante la fase de relajaci6n,  mientras que durante la fase de contracci6n del  anillo

entraron rapidamente al blastodermo (Figuras  10H, I). Despues de varios eventos de

clivaje,  el  endoplasma  comenz6  a  hacerse  memos  visible  en  la  esfera  de vitelo.  Al

|E
mismo tiempo, "streamers" cada vez mss finos fueron visualizados con el transcurso

67



de  ciclos   de  contracci6n/relajaci6n.  El   movimiento  de  inclusiones  a  trav6s  del

ectoplasma del embri6n temprano en clivaje, no fue determinado.

Lo anterior confirm6 y complement6 la observaci6n de otros investigadores

en  relaci6n  a  las  propiedades  del  huevo  no  fecundado  activado  a:ane  y  Kimmel,

1993; Webb et al.,1997).
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Figura 10. Movimiento de endoplasma y g16bulos de vitelo durante el clivaje en
el  embri6n  temprano  del  pez  cebra.  Imagenes  seleccionadas  de  una  animaci6n
obtenida por video microscopia del mismo zigoto de la Figura 9A y 8, que muestra
el crecimiento del blastodisco (bd) durante el estado  lc (A-I) y el clivaje temprano
a-I). N6tese que la primera contracci6n del anillo de actina (flechas dirigidas hacia
adentro en A) provoc6 la entrada de una gran cantidad de endoplasma y g16bulos de
vitelo  (yg)  al  blastodisco (A-D).  La relajaci6n  del  anillo de  actina (flechas  dirigidas
hacia  afuera  en  E),  por  el  contrario,  se  acompafi6  del  retomo  de  endoplasma  y
g16bu[os de vitelo a la esfera de vitelo (E-G).  Una segunda contracci6n del  anillo de
actina (flechas dirigidas hacia adentro en H) durante el clivaje, provoc6 otro episodio
de  entrada  de  citoplasma  y  g16bulos  de  vitelo  al  blastodermo  (H,  I).  Se  indica  el
tiempo transcurrido entre las imagenes. Desarrollo a 25 °C. Barra=  loo Hm.
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5.I.c.6. E[ fen6meno de ]as pu]saciones

Durante el estado  lb, el zigoto mostr6 intermitentes deformaciones a lo largo

del  eje  animal/vegetal  denominadas  pulsaciones  (vcr  Video  6).  Las  pulsaciones

contindan  durante  el  estado   lc,  junto  con  la  contracci6n/relajaci6n  del  anillo  de

actina y tambi6n durante al clivaje, cuando el ndmero y extension de las pulsaciones

fue variable de zigoto a zigoto. Entre los 22-25 °C, se observaron pulsaciones de alta

frecuencia   (2-3   min   de   duraci6n)   y   pulsaciones   de   baja   frecuencia   (que   se

extendieron por varios minutos). Hasta  19 episodios de pulsaci6n fueron detectados

en  un  zigoto.   Entre   los   25-28   °C,  tambi6n   se   observaron   pulsaciones   del   alta

frecuencia.   Ademas,  el  nhmero  y  extensi6n  de  las  pulsaciones  aument6  con  el

transcurso del desarrollo del embri6n.

5.2.  Ani[isis   de  la   organizaci6n  v   DroDiedades   dinfmicas   del   citoesoueleto

durante [a sef!ref!aci6n ovoD[£smica

5.2.a.  Organizaci6n  del  citoesque]cto  en  ]agunas  de  endoplasma  y  cana[es  de

transporte o "streamers"

La        organizaci6n        del        citoesqueleto        fue       estudiada       mediante

inmunofluorescencia,   en   montajes   de   zigctus   completes      6   fragmentados,   y

examinados bdyo microscopia confocal (n=16) y de fluorescencia (n=27). Lagunas de

endoplasma fueron  visualizadas,  a bato  aumento,  entre  los  g16bulos  de vitelo  en  la

eesfera   de   vitelo.    Cortes    6pticos    mostraron    que    el    endoplasma   inclnye. un

citoesqueleto de filamentus de actina (Figura  I lA) y miorothbulos Q7igura  118). Las

lagunas  eran  irregulares,  interconectadas  y  ricas  en  citoesqueleto.  Microthbulos  y

.,

filamentos de actina, visualizados a mayor aumento,  se distribuyeron formando rna
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compleja red tridimensional  que ocupa todo el volhmen de la laguna G7iguras  llC-

E). Manojos paralelos de microthbulos  6 microfilamentos,  como los descritos en el

polo vegetal  del zigoto temprano (Jesuthasan y  Strchle,  1997),  no se visualizaron a

traves del endoplasma.

Imagenes  de  video  microscopia  de  fluorescencia  mostraron  que  algunos

manojos de citoesqueleto se encuentran desorganizados Q7igura  I lF, G) o formando

una red  Q7iguras  llK-M).  Estos resultados indican  que  el  citoesqueleto presente en

lagunas  de  endoplasma  muestran  diferentes  tipos  de  organizaci6n,  probablemente

asociados   al   estado  funcional   del   citoesqueleto  6  a  su  preservaci6n   durante  la

f,jaci6n.

Mediante   microscopia   confocal   se   examin6,   con   mayor   resoluci6n,   la

distribuci6n  de. microthbulos  y  filamentos  de  actina  en  el  endoplasma.  Imagenes

desconvolucionadas  de  inmunofluorescencias  dobles tomadas  desde  cortes  6pticos,

mostraron  que  los  microfilamentos  y  microthbulos  codistribuyen  Q7iguras  I lH,I).

Sin  embargo,  la  superposici6n  de imagenes Q7igura  1 lJ)  indica  que microthbulos y

filamentos de actina forman manojos que se encuentran separados 6 codistribuyendo.

Imagenes,    capturadas    a    mayor    aumento,    revelaron    que    microfilamentos    y

microfubulos forman manojos separados de 0,5-I,5  prm de espesor. Por otro lado, en

algunos  lugares  los  microthbulos  y  filamentos  de  actina  codistribuian  dentro  del

mismo manojo  (Figuras  llK-M).  Estos resultados  sugieren  que el  citoesqueleto en

las lagunas  de endoplasma incluye manojos de microthbulos y actina individuale; 6

mezclados.

Una malla ectoplasmica de microfubulos y microfilamentos ¢igura  I lN) ha

sido reportada en la corteza del  pez cebra ¢Iart y col.,  1992;  Becker y Hart,  1996,
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1999) y  otros  peces  teledsteos  Qlart y  Fluck,  1995).  En  zigotos  control,  incubados

s6lo  con  el  segundo  anticuerpo,  no  se  detect6  la presencia  de  microthbulos  ni  de

filamentos  de  actina Q]igura  Ilo).  En  ocasiones,  zigotos  en el  estado  lb  temprano

presentan un  arreglo  de manojos  de microthbulos  en .el  ectoplasma vegetal  ¢igura

llP), similar a lo descrito por Jesuthasan y  Strahle (1997). Una red de microthbulos

fue     tambi6n     visualizada     en     lagunas     de     endoplasma     07igura     llQ),     en

inmunofluorescencias de zigotos fragmentados y sometidos al mismo procedimiento

utilizado   por.  Jesuthasan   y    Strahle   (1997).   Finalmente,    perfiles   filamentosos,

sugiriendo  la  presencia  de  componentes  del  citoesqueleto,  no  fueron  detectados  en

zigotos control microinyectados con dextrano fluorescente Q'igura 1 lR).
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FigiLra   11.   Organizaci6n   deL   citoesqueleto   en   ]agums   de   endoplasma   y
"streamers".  Inmunofluorescencias  visualizadas  bajo  microscopia  confocal  (A-E,
H-J,  K-M)  y  de  fluorescencia  (F,  G,  N-R).  A,  8:  imisenes  de  bajo  aumento  de
lagunas de endoplasma (en)  tefiidas para filanlentos de actina (act)  y microthbulos
(mts).  C-E:  imisenes desconvolucionadas y  seleccionadas desde  secciones 6pticas
(15xl    I.in   de   espesor)   a   traves   de   rna   laguna   de   endoplasma   teffida   para
microthbulos. Se indica la posici6n de la secoi6n dentro del stack. F, G: manojos de
microtlbulos (flechas en G) dispersos en una laguna de endopLasma. HJ: imdeenes
desconvolucionadas  de  rna  inmunotinci6n  doble  en una  laguna de  endoplasma y
seleccionadas  desde  secciones  6pticas  (15xl  urn de espesor).  Se muestra la red  de
manojos de microfilamentos (H), microthbulos a) y la superposici6n de estos (J). K-
M:  imagenes  desconvoluciormdas de  alto  aumento  de una inmunotinci6n doble en
una laguna de endoplasma, tomades de secciones 6pticas (18xl  Hm de espesor).  Se
muestra una red formada por manojos de filamentos de actina (cabezas de flecha),
manojos de microthbulos (flechas) y manojos mezclados de filamentos de actina y de
microthbulos (flechas de cabeza doble). El corte 6ptico a lo largo del eje X, mostrado
en  el  inserto  de  la  flgura  M,  muestra  lo  anterior.  N:  red  de  microthbulos  en  el
ectoplasma.  0:  control  incubado  solo  en  el  segundo  anticuerpo.  P:  manojos  de
microthbulos  en  el  ectoplasma del  polo  vegetal  (vp).  Q:  microthbulos  debilmente
tefiidos en una laguna de endoplasma de acuerdo a Jesuthasan y Strane (1997). R:
control  que  muestra  una  laguna  de  endoplasma  de  Lm  zigoto  microinyectado  con
dextrano marcado con rodanina. Barra=  10 Hm (A-E), 6 Hm (F), 5,5  Hm (G), 5  Hm
ur-J), 2 LLm (K-M), 5,6 Lim OV),10,5 (0),15 Ltm (P), 4 Hm (Q), 2 urn (R).
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5.2.b. Efecto de venenos del citoesqueleto

5.2.b.1.  Las  pulsaciones  y la  organizaci6n  del  ovoplasma  son  dependientes  del

citoesqueleto de actina

Para conocer el papel del citoesqueleto en el transporte de ovoplasma durante

la segregaci6n ovoplasmica, huevos y zigotos fueron microinyectados y/o incubados

en   drogas   que   desestabilizan   sus   componentes.   Para   evaluar   el   papel   de   los

microthbulos   durante   este   proceso,   zigotos   en   estado   lb   fueron   tratados   con

Colchicina  6  Colcemida (n=15).  El  papel  de los  fllamentos  de actina,  fue  evaluado

incubando los huevos y zigotos en Citochalasina 8 6 Latrunculina 8 (n=22).

Video  microscopia  de  tiempo  interrumpido  del  seguimiento  de  inclusiones

citoplasmaticas (n=12), microesferas fluorescentes o dextrano (n=8) en zigotos vivos

mostr6 que durante la pulsaciones el  endoplasma se mueve al blastodisco o se aleja

de este a lo largo del  eje/animal vegetal. Asi, el endoplasma mas animal entr6 y sali6

del blastodisco despu6s de cada pulsaci6n en la mitad superior del zigoto.

Durante la fase de movimiento lento y rdpido ovoplasma se observaron dos

tipos    de    pulsaciones:    a)    unas    de    baja    frecuencia,    en    que    las    inclusiones

citoplasmaticas  se movieron  lentamente  hacia adelante y  hacia atlas, y  unas de  alta

frecuencia,  en .que  las  inclusiones  se  movieron  mas  rdpido.  En  algunos  casos,  la

aparici6n  de  pulsaciones   de  alta  frecuencia  fue  acompafiada  de  cambios  en  la

direcci6n del ovoplasma.

Ademas,  se observ6 que durante cada pulsaci6n, la fase de acortamiento `del

eje animal/vegetal es de mayor duraci6n que la fase de alargamiento, por lo que mas

endoplasma entr6 al blastodisco del que sali6 Q7igura 12A).

Laspulsacionesfueronbloqueadas.6espu6sdelaincubaci6ndeloszigotosen
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venenos  de  actina  como  Citochalasina 8  6 Latrunculina 8,  pero  no  despu6s  de la

incubaci6n  en  inhibidores  de  microthbulos  como  Colchicina  o  Colcemida  a7iguras

128,   C).   Esto   sugiere   que   las   pulsaciones   son   movimientos   de   defomaci6n

dependientes  de actina.  Al  mismo tiempo,  se  observ6  que  los zigotos  incubados  en

estas drogas adquirieron una forma aplanada, no se formaron "streamers" ni ocurri6

contracci6n  del  anillo  de  actina  (ver  tambien  Leung  y  col.,  2000),  el  blastodisco

fomado era mas pequefio y algunas lagunas de endoplasma eran mas grandes que en

el control (Figura 12D). Mediante fijaci6n acida de varios zigotos (n=25) se visualiz6

la formaci6n  de grandes lagunas  de endoplasma desconectadas unas  de  otras en  la

esfera de vitelo ¢igura  12E).  Los zigotos  controles incubados  en DMSO al  2% se

desarrollaron normalmente (Figura  12F).

Para analizar la distribuci6n del citoesqueleto de actina en los zigotos tratados

con drogas (n=18) se realizaron inmunofluorescencias. La red de actina presente en

las  lagunas  de  endoplasma  Q7iguras  12G,  H)  y  en  el  ectoplasma  ¢iguras  12J,  K)

formaron  numerosos  agregados  esfericos  o  irregulares  de   1-5   prm   de  diametro,

considerados  como  fragmentos  de  actina.  Estos  fragmentos  corresponderian  a  los

descrit`os por Katow (1983) en huevos del pez cebra tratados c6n Citochalasina 8. El

estudio de 6stos fragmentos por microscopia electr6nica de transmisi6n revel6 que la

droga    provoc6    una    drdstica    desorganizaci6n    del     citoesqueleto    de    actina

endoplasmico  (intemo)  y  ectoplasmico  ®eriferico).  Zigotos  control  incubados  en

DMSO  al  2%  mostraron  que  la  red  de  actina  permaneci6  inalterada,  tanto  ei  el

endoplasma Q7igura 12D como en el ectoplasma Q7igura 12L).

De estos resultados se puede concluir que los fllamentos de actina asociados

al  endoplasma  probablemente  contribuyen  a  la  generaci6n  de  las  pulsaciones  y  al
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mantenimiento de la organizaci6n de las lagunas de endoplasma:



Figura  12.  Efecto  de  drogas  que  afectan  el  citoesqueleto  en  la  generaci6n  de
pu]saciones  y  en  la   organizaci6n   del  endop]asma.   Vista   lateral   de   montajes
completos   de   zigotos   que   muestran   el   movimiento   de   inclusiones   durante   las

pulsaciones  y  el  efecto  de  drogas  que  afectan  a  la  actina.  A:  movimiento  de  5
inclusiones ovoplasmicas durante una pulsaci6n de alta frecuencia en el estado  I b del
zigoto.  Cada  inclusion  fue seguida de manera  independiente en  intervalos de  10 s,  a

partir  de  una   animaci6n   realizada  por  video   microscopia.   El   ndmero   indica  la
posici6n  inicial  de  la  inclusion,  8:  incubaci6n  en  Citochalasina  8  por  45  min.  C:
incubaci6n  en  Latrunculina 8 por 2 h.  D:  control  incubado  por 45  min  en  agua de
acuario con DMSO.  Se observa la contracci6n del  anillo de actina y la formaci6n de
"streamers"   axiales   (as).   E:   zigoto  tratado   con   Latrunculina   8   que  muestra   la

desorganizaci6n de las lagunas de endoplasma despues de  80 min de incubaci6n en
la droga. F:  zigoto control  incubado por la misma cantidad de tiempo en DMSO al
2%. G-H: imagenes de bajo y alto aumento de actina fragmentada (fa) en lagunas de
endoplasma de un zigoto  incubado en  Citochalasina 8  por 80 min.  I:  red de actina
(act)  en  una  laguna  de  un  zigoto  control  incubado  en  DMSO  al  2%  por  la  misma
cantidad de tiempo. J, K:  imagenes de bajo y alto aumento de actina fragmentada en
el ectoplasma (ec) de un zigoto incubado en Latrunculina 8 por  I  h. L:  red de actina
de  un  zigoto  control  incubado  por  la  misma  cantidad  de  tiempo  en  DMSO  al  2%.
Desarrollo a 25  °C. bd, blastodisco; ctr, control.  Barra=  16  prm (A), 60 prm (B-F), 45

prm (G), 25  Hm (H),  7 Hm (I),12 urn (J), 20 Hm (K), 7  Llm (L).
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5.2.c. Ideptiricaci6n y distribuci6n de motores moleculares y proteinas asociadas
al citoesqueleto

La  presencia  de  una  red  tridimensional  citoesquel6tica  de  microthbulos  y

filamentos  de acting  en  las  lagunas  de  endoplasma y  el  movimiento  de  este dltimo

sugieren fuertemente la participaci6n de motores moleculares y  proteinas asociadas

al citoesqueleto en el transporte de ovoplasma en el zigoto y embri6n temprano del

pez  cebra.  De  esta  manera,  fue  interesante  explorar la presencia y  distribuci6n  de

motores  moleculares,  como  asi  tambi6n,  de  algunas  proteinas  involucradas  en  la

nucleaci6n de microthbulos y microfilamentos.

Para la identificaci6n y posterior inmunodetecci6n de 6stas proteinas, a partir

de extractos de zigotos colectados durante el "peak" de la segregaci6n ovoplasmica,

(n>  500),  se  desarroll6 un  protocolo para  aislar proteinas  asociadas  a microfubulos

(modificado   de  Paschal   y   col.,   1987)   y   uno  para   aislar  proteinas   asociadas   a

filamentos  de actina (modificado  de Becker y  Hart,  1996).  Para mas detalle vcr la

secci6n Materiales y M6todos.

El   analisis  de  geles  de  acrilamida  al   10%   en   condiciones  desnaturantes

tefiidos, mostraron patrones de bandeo que sugirieron estar en presencia de proteinas

del  citoesqueleto  de  acuerdo  a  los  distintos  tamafios  relativos  observados  en  los

geles.  .Por   ejemplo,   para   el   caso   de   proteinas   asociadas   al   citoesqueleto   de

microthbulos  se observaron bandas  entre  los 45-55  kD,  rango  en  que se interpr`et6

como  perteneciente  a  proteinas  como  las  tubulinas  y  la  dinamitina  o proteina p50,

bandas entre 70-80 kD rango en que se esperaria encontrar, por ejemplo, a la cadena

liviana de la dineina citoplasmatica y band,as de tamafio superior pertenecientes a la

kinesina y a alguna de las MAPs ("Microtubule-Associated Proteins"). Por otro lado,
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tambi6n  se  observaron  bandas   de  tamafios  relativos  que  se  interpretaron  como

proteinas del  citoesqueleto de actina con un peso molecular en el rango de los 20-30

kD,  lo que sugiri6 estar en presencia de proteinas  como Cdc42,  cofilina y profilina;

entre los 40-60  kD,  rango  pertenecient? a proteinas  como la actina,  Arp2,  Wasp  y

tamafi6s sobre los 200 ld) en donde uno puede encontrar,  por ejemplo,  a la cabeza

pesada de la miosina 11.

El  siguiente paso fue identificar,  mediante inmunodetecci6n con  anticuerpos

especificos,   las   proteinas   asociadas   al   citoesqueleto   presentes   en   las  fracciones

analizadas    en    geles    de    poliacrilamida.    Los    resultados    de    los    inmunoblots

confirmaron  la  presencia  de   a-tubulina  y   de  motores  moleculares   asociados   a

microthbulos como la dineina citoplasmatica y una proteina de interacci6n con esta

dltima, la proteina p50  Q7igura  13A). De igual  manera,  se encontr6 actina y algunas

proteinas involucradas en su nucleaci6n,  como la proteina Arp2,  cofllina y profilina

G7igura  138).  Otras proteinas inmunodetectadas fueron la y-tubulina y la misosina 11

(no  mostrado).  Proteinas  como  la  kinesina,  Arp3  y  Wasp  mostraron  mas  de  una

banda  inmunoreactiva  en   los   inmunoblots,   resultado   probablemente  asociado   a

inespecificidad de los anticuerpos (no mostrado).
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Figura 13. Identificaci6n de proteinas asociadas a microtribulos y filamentos de
actina  en  zigotos  del  pez  cebra.  A:  1os  inmunoblots  muestran  la  presencia  de
proteinas solubles asociadas a microthbulos en la tiltima fracci6n sobrenadante (S5),
visualizado como bandas de inmunorcactividad positiva alrededor de los 50 kD, peso
que corresponde a la a-tubulina y a la proteina  p50 y de aproximadamente 72 kD,
colrespondiente    a    la    cadena   intemedia    de    la    dineina    citoplasmitica.    8:
Inmunodetecci6n  de actina,  alrededor de los 45  lD y  de proteinas  asociadas  a su
nucleaci6n    como    la    proteina    Arp2,    cofilina    y    profilina,    con    pesos    de
aproximadamente 53 kD, 23 ld) y 26 kD, respectivamente.
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Los resultados obtenidos  por inmunofluorescencia confirmaron  la presencia

de  algunas  de  6stas  proteinas  y  mostraron  ademas,  su  distribuci6n  en  el  zigoto  y

embri6n temprano.  Imagenes de video n?icroscopia de fluorescencia mostraron que

la  dineina  citoplasmatica  (n=8)  y  la  kinesina  (n=6)   se  encontraron  distribuidas

uniformemente.  a  trav6s  de  lagunas  de>  endoplasma  y  canales  de  transporte  (no

mostrado).  Por  otro  lado,  la  miosina  11  (n=10)  mostrd  un  patron  de  distribuci6n

puntiforme a trav6s  del  ectoplasma,  lagunas  de endoplasma y "streamers"  Q7iguras

14A-C), consistente con la distribuci6n reportada para 6sta proteina en el ectoplasma

del  huevo  del  pez  cebra  reci6n  activado  a3ecker  y  col.,   1996;   1999).   Se  realiz6

ademas la inmunodetecci6n de proteinas asociadas a la actina como la cofilina (n=8),

la cual  fue encontrada,  en el  zigoto y  embri6n  tempra.no,  con la misma distribuci6n

de la miosina 11 ¢iguras 14D-F). Este patr6n de distribuci6n, descrito por primera en

el zigoto del  pez cebra,  podrl'a indicar la presencia de mdltiples sitios de nucleaci6n

de   la   proteina   presente   en   un   dininico   citoesqueleto   de   actina   en   constante

recambio. Un patron de distribuci6n similar de esta proteina, ha sido reportada en el

citoplasma del ovocito y embri6n temprano de Drasap*i./a (Chen y col., 2001; Blair

y col., 2006).

De esta' manera, la presencia de motores moleculares y proteinas asociadas al

citoesqueleto  sugieren  que  6stos  podrian  encargarse, junto  al  citoesqueleto,  de  la

segregaci 6n ovoplasmi ca.
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Figura  14.  Distribuci6n  de  motores  moleculabes  y  proteinas  nuclcadoras  de]
citoesqueleto en e] zigoto de] pez cobra. A{:  inmunolocalizaci6n de miosina 11
(myo)  a trav6s  del  ectoplasma (A) y  endoplasma  a}) determinada por el  uso  del
anticuerpo especifico contra la cedena pesada de la miosina 11 no muscular. N6tese el
patron  de  distribuci6n  puntifome  de  la  proteina  en  los  dominios  de  ovoplasma
visualizada  en  una  imagen  a  alto   aumento   (cabezas   de   flecha  en  C).   D-F:
inmunotinci6n de cofilina (cot) ectoplasmica a)) y endopldsmica (E) en el zigoto del
pez cebra. La distribuei6n de esta proteina muestra un patron similar al observado
para la miosina 11 a traves del ovoplasma (cabezas de flecha en F). ec, ectoplasma;
en, endoplasma; yg, g16bulos de vitelo. BalTa= 1 1,4 [m (A, E), 22,8 pin (8, C y F), 9
qu @).
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4)+.          .         S'

5.2.d. An£]isis de] pape] de motores molecu]ares en c] flujo ovoplfismico

La presencia de un ubicuo citoesqueleto ¢e microthbulos y microfllamentos,

ademas  de  sus  proteinas  asociadas,  permite  inferir  que  6ste  funcionaria junto  a

motores  moleculares  durante  el  flujo de  ovoplasma,  debido a que es sabido que el

transporte de los diversos componentes celulares, entre ellos determinantes matemos,

es dependiente de la activid?d de estos motor6s (Januschke y c`ol., 2002).
''

Para evalua+ el posi6le papel de proteinas motoras, asociadas a microthbulos
~

y   filamentos   de   actina,   en   el   flujo   masivo   de   ovoplasma   hacia  la   regi6.n   del

blastodisco,   se   realizaron   ensayos   de .funcionalidad  bloqueando  la  actividad   de

motores  moleculares  mediante  la  micr6inyecci.6n  de  anticuerpos  6  de  reconocidos

inhibidores   de  ATpasas   cgmo  IV-etilrfualeimida  QIEM)  y-de  la   actividad   de  la

miosina 11 como la blebbistatina.

Resultados    preliminares    mostraron    que    fijaciones    acidas    de    zigotos

microinyectados  coh anticuerpos contra motores asociados a microthbulos,  como la

dineina citoplasmatica (n=25) y  kinesina (n=20),  la formaci6n  de "streamers"  y  el

flujo ovoplasmico fueron alterados @igura 15). Esto se visualiz6 por la presencia de

una  gran  cantidad  de  ovoplasma  remanente  entre  los  g16bulos  de  vitelo  Q]iguras

15A-H).  El  bloqueo  de  la  actividad  de  la  dineina  citoplasmatica  fue  evidenciada

tambi6n,  como  una  ausencia  de  divisiones  celulares  en  el  blastodisco,  evento  que

junto  a  la  formaci6n  de  "streainers"  no  se  observaron  alterados  en  los  zigotos

microinyectados con anti-kinesina (Figuras 15F, H).

Zigotos.  microinyectados  con  el  inhibidor  de  la  actividad  ATpasa  de  la

dineina  citoplasmatica  (n=32),  que  a  concentraciones  adecuadas  tiene  este  efecto,

mostraron resultados  similares a los obtenidos con la microinyecci6n del  anticuerpo
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G7iguras  16C, D). Por otro lado,  el uso de un inhibidor especiflco de la actividad de

la miosina 11, como lo es la blebbistatina, mostr6 un efecto en la organizaci6n de las

lagunas,  en  la fomaci6n  de "streamers"  y  en  el  transporte  de  ovoplasma hacia  el

blastodisco  (Figura   16E,  F).   Resultados   similares  fueron  observados  en  zigotos

tratados con drogas del citoesqueleto de actina y que fueron descritos anteriomente.

Alteraciones en la formaci6n de "streamers" y del surco de clivaje, retenci6n

de  ovoplasma  en  la  esfera  de  vitelo y  ausencia  de  divisiones  celulares,  no  fueron

observadas   en   embriones   tempranos   control   (n=33)   microinyectados   con   agua

a7iguras  15A, 8), azida de sodio Q7iguras  15C, D) o DMSO  Q7iguras 16A, 8).

El  resultado  de  6stos  ensayos  funcionales  muestran  que  probablemente  el

flujo  de ovoplasma,  durante la segregaci6n  ovoplasmica,  se  debe a la actividad  de

motores moleculares presentes en el zigoto.
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Figura    15.    Efecto   de   anticuerpos   anti-motores    mo]ecuLares    asociados   a
microttibulos   en   el  desarrollo   temprano   del   pez   cebra.   Los   zigotos   fueron
microinyectados   con   el   mismo   anticuerpo   con   el   que   se   identific6   la   dineina
citoplasmatica y la kinesina en extractos de zigotos del pez cebra. Un tiempo despues
de la inyecci6n  las c6lulas  fueron fijadas en formaldehido-acido acetico y estudiadas

por video  microscopia.  Las  imagenes  muestran  el  efecto  de  los  anticuerpos,  que  se
traduce en la retenci6n de una cantidad significativa de ovoplasma (asterisco rojo) en
la esfera de vitelo como resultado de la cci6n del anticuerpo (G-H). N6tese que tanto
la microinyecci6n de agua (A, 8), como la de azida de sodio (C, D) no afectaron el
normal    desarrollo   de    los   zigotos.    Desarrollo    a   25    °C.    bd,    blastodisco;    en,
endoplasma; yc, esfera de vitelo; min pf, minutos postfecundaci6n. Ban.a=  140 prm.
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Figura  16.  Efecto  de  IV-etiLma]eimida  (NEM)  y  Blebbistatina  en  e]  desarrolLo
temprano del pez cebra. Zigotos vivos fueron microinyectados con el  inhibidor de
ATpasas   IV-etilmaleimida   (NEM)   y   el   inhibidor   especifico   de   la   miosina   11,
blebbistatina.   Posteriormente   fueron   fijados   en   formaldehido-acido   acetico.   La
distribuci6n del ovoplasma (en blanco) y de los g16bulos de vite]o (en negro) muestra
el  efecto  de  los  inhibidores  en  los  zigotos  tratados  (C-F),  que  se  manifiesta  con  la
retenci6n  de  ovoplasma  en  la  esfera  de  vitelo  (asterisco  rojo).   En  contraste,   los
zigotos   microinyectados   con   DMSO   (A   y   8)   muestran   un   desarrollo   normal.
Desarrollo  a  25  °C.  bd,  blastodisco;  en,  endoplasma;  yc,  esfera  de  vitelo;  min  pf,
minutos postfecundaci6n. Barra=  140 I.in.
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5.2.e. Localizaci6n y  distribuci6n  temporal  de transcritos  maternos  durante la

segregaci6n ovopl ism ica

Con  el  fin  de conocer la  localizaci6n  y  distribuci6n  del  producto  de ciertos

genes matemos y su relaci6n con las vias de transporte de ovoplasma, se realizaron

hibridaciones r.# s/./# de montajes completos de zigotos y embriones tempranos. Para

esto,  se  eligi6  la  detecci6n  del  RNA  mensajero  de goasecol.d GSc),  sg"i.#/  (sq/)  y

`icrsicr  (ijas.).   Los  referidos  transcritos  matemos   adquieren  una  cierta  localizaci6n

durante   la   ovog6nesis   y    el    flujo   ovoplasmico,   provoca   su   relocalizaci6n   y

acumulaci6n en  el blastodisco.  Asi,  Ios dos primeros mensajeros se mueven junto al

endoplasma  03ally-Cuif y  col.,  1998;  Howley  y Ho,  2000;  Gore y  Sampath,  2002)

mientras que vcrs lo hace por el  ectoplasma del zigoto Qlowley y Ho; Knaut y col.,

2000; Pelegri, 2003).

5.2.e.I. Distribuci6n de gsc, sqf y vac

Durante la primera interfase temprana del zigoto,  el  mRNA d; gsic (n=42) y

a.gf  (n=60)  se  localizan   con  en   el   blastodisco,  "streamers"   cortos  y  lagunas  de

endoplasma animales y vegetales Q7iguras  17A, D). Comenzando la primera divisi6n

de clivaje, grc y Sgf se observaron a lo largo de los "streamers" axiales Q]iguras  178,

E).  En  el  estadio  de  2  c6lulas  el  transcrito  de sgf,  pero  no  el  de grc,  se  observ6

distribuido  en la  segunda generaci6n  de  "streamers"  axiales  QTiguras  17C,  F).  Esto

dltimo sugiere que probablemente el mRNA de grc se mueve hacia la region animal

durante el primer ciclo celular, mientras que el de 5'gf lo estaria ann haciendo durante

el segundo ciclo celular.

Por otro lado, en la primera interfase del zigoto Q7igura 17G), vac (n48) fue

encontrado   distribuido   a   lo   largo   del     ectoplasmay el blastodisco, mientras que
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durante la primera division de clivaje Q7iguras  17H,I) fue visualizado a 1o largo de

"streamers"   meridionales.   En   el   estadio   de   4   c6lulas   (no   mostrado),   vac   fue

encontrado  en  los  extremos  distales  de  los  surcos  de  clivaje,  consistente  con  la

distribuci6n descrita para los componentes del plasma geminal (vcr tambien Pelegri

y col,  1999).

Juntos, estos resultados muestran la distribuci6n del producto de ciertos genes

matemos en los dominios de ovoplasma } diferentes rutas de transporte,  sugiriendo

la manera c6mo estos podrian ser transportados hacia el blastodisco.
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Figura  17. Distribuci6n  de transcritos  maternos en  Los  dominios  de  ovop]asma
del zigoto y embri6n temprano de] pez cebra. Hibridaciones  /'# sr7./# que muestran
la  distribuci6n  espacio  temporal  de  los  mRNAs  de  grc,  sg/  y  vc]s  a  trav6s  del
ectoplasma (ec), endoplasma (en) y en las distintas rutas de transporte 6 "streamers":
cortos  (ss),  axiales  (as)  y  meridionales  (ms).  Vista  lateral  (A-H)  y  animal  (D  de
montajes  completos  de  zigotos  en  estado  lb  (A,  D,  G),  estado  lc  (8,  E,  H,I)  y
embri6n   temprano    de    2    celulas    (C,    F).    Los    estados    del    desarrollo    fueron
determinados  por  el  tamafio  del  blastodisco  (bd),   la  distribuci6n  de  lagunas   de
endoplasma,  presencia  de  "streamers"  y  contracci6n  del  anillo  de  actina.  Sustratos
cromogenicos:  BM purple (A-C y G-I) 6 NBT/BCIP (D-F).  Barra = 90 Hm (A-C,  G-
1), 70 Hm (D-F).
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5.3. Analisis de las  alteraciones de la scgregaci6n  ovoDlfsmica Drovocadas nor

mutaciones de efecto materno

El control gen6tico del  desarrollo ha sido intensamente estudiado en modelos

de invertebrados y vertebrados tales como Dras'opfo/./cr mc/anogrs/er (revisado por St

Johnston y NIisslein-Volhard,  1992),  CaeHorhabczJtJ.s e/egr#s a{emphues y  Strome,

1997),    .Ye/?op#s  /crev/.s  (Wylie  y  Haesman,  1997)  y  mas  recientemente  en  Dcr#r.a

rer!.a (revisado por Lindeman y Pelegri, 2009). La aplicaci6n en estos organismos de

una variedad  de  t6cnicas  gen6ticas y  moleculares  ha  permitido  la  identificaci6n  de

mutantes de efecto matemo y del producto de 6stos genes que juegan un importante

papel en el control de los procesos tempranos del desarrollo.

La disponibilidad de estos mutantes, gracias a la colaboraci6n existente entre

nuestro  ]aboratorio  y  el  de  la Dra.  Mary  Mullins  (Universidad  de  Pensilvania  en

Filadelfia),  mos  permiti6  ahondar  en  el  analisis  de  dos  mutaciones:  b#cky/  bcrJJ  y

emzi/sf.ow, que presentan defectos .en el proceso de segregaci6n ovoplasmica.

5.3.a. EI mutante de efecto materno b«cky ba// (bzlc)

En  una  bdsqueda  6  "screening"  de  mutantes  de  efecto  matemo  en  el  pez

cebra,  se identificaron  68  mutantes que muestran severos  defectos en  el  desarrollo

temprano y que incluso llegan a detenerlo (Dosch y col.; Wagner y col., 2004). Entre

ellos,   el   mutante   bwcky   bcr//   (bwc),   que   mosfro   marcadas   alteraciones   en   la

localizaci6n  de  transcritos  matemos  a  lo  largo  del  eje  animal/vegetal,  los  cuales

finalmente se localizaron en la periferia del  zigoto  a)osch y col., 2004;  Marlow y

Mullins,  2008).  Por  lo  tanto,  un  analisis  mas  detallado  de  6ste  mutante  podria1=

mostrar  la  manera  c6mo  el  gen  b#c  .regularia  la  segregaci6n  de  determinantes
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matemos en etapas tempranas del desarrollo.

5.3.a.I. EI mutantc bz.c muestra ul]a p6rdida de ]a po[aridad animal/vegeta[ y ]a

formaci6n  de  numerosos  dominios  de  ovoplasma  (blastodiscos)  a[rededor  del

zigoto y embri6n temprano

Para  conocer  el   fenotipo  del   mutante  b!ic,  zigotos   (n=48)  y   embriones

tempranos  (n=32)  provenientes  de  hembras  homozigotas  para  la mutaci6n,  fueron

examinados  despu6s de una fijaci6n  acida 6 por video microscopia de "time lapse"

en diferentes periodos del desarrollo.

Video imagenes tomadas a intervalos de 30 s mostraron que el zigoto mutante

bz„  presenta  un  fenotipo  distinto  al  observado  en  el  zigoto  silvestre.  Durante  el

estado    lb   temprano   se   observ6   una   distribuci6n   aparentemente   normal   del

ectoplasma y de las lagunas de endoplasma en la esfera de vitelo (Figura 18A). No se

observ6 la presencia  de un blastodisco,  dominio que junto al  ecto y  endoplasma  se

forma   en   el   ovocito   V   durante   la   ovog6nesis   (Femindez   y   col.,   2006).   Un

engrosamiento  del  ectoplasma  fue  visualizado  durante  el  estado  lb  tardio  Q7igura

188) junto a la aparici6n,  durante el  estado  lc,  de dominios de ovoplasma alrededor

de la esfera de vitelo, denominados pseudoblastodiscos..

Movimientos  de  deformaci6n  fueron  tambi6n  observados  durante  el  estado

lc,  asi  como  ciclos  de  contracci6n/relajaci6n  en  la base  de  cada pseudoblastodisco

Q]iguras  l8C, D), probablemente como consecuencia del  ensamblaje de un anillo. de

actina   similar   al   descrito   en   el   margen   del   blastodisco   del   zigoto   silvestre.

Pulsaciones, en general de alta frecuencia, fueron tambi6n observadas a lo largo del

eje radial  de  cada pseudoblastodisco (no .rii.ostrado).  Numerosos  pseudoblastodiscos
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continuaron formindose en distintas regiones del embri6n temprano, alrededor de la

esfera  de  vitelo.   Ademas,   surcos   de   clivaje   se  formaron   en   algunos   de   6stos

dominios, llevando a la generaci6n de blast6meros a partir de cada pseudoblastodisco

en divisi6n a]iguras  18E, F. Vcr video 7).

En embriones tempranos mutantes (n=10) que no se dividieron, se observ6 la

aparici6n  de  voluminosos  "blebs"  de  ovoplasma  proyectados  desde  la  superficie

celular.  Embriones  mutantes  incubados  en  DAPI  revelaron  que  estas  estructuras

carecian  de  nticleo,  lo  que  sugiri6  que  probablemente  estabamos  en  presencia  de

huevos no fecundados (no mostrado).
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Figura 18. Fenotipo del mutante de efecto materno d#cfoJ ba// (bi/c) observado
j." vt.vo. Imagenes seleccionadas de una animaci6n, obtenida por video microscopia,
que muestra el desarrollo temprano del mutante. El desarrollo del zigoto mutante fue
subdividido en estados como en el zigoto silvestre. A-C:  estado  lb, D-F: estado  lc.
A: el estado lb temprano se caracteriza por la distribuci6n aparentemente normal del
ectoplasma (ec), lagunas de endoplasma (en) y por la ausencia de un blastodisco. 8:
durante   el   estado   lb   intermedio   se   observ6   un   engrosamiento   del   ectoplasma
alrededor   de   la   esfera   de   vitelo   (cabezas   de   flecha),   presumiblemente   como
consecuencia de la acumulaci6n de ovoplasma en ese lugar. C: t6rmino del estado lb
tardfo y comienzo del estado I c temprano. Este ultimo se inici6 con la contracci6n de
un anillo  de  actina (flechas)  en el margen de un pseudoblastodisco  (pb). D y E:  la
relajaci6n del anillo de actina (flechas en D) confirma el establecimiento de ciclos de
contracci6n/ relajaci6n en la base de los pseudoblastodiscos formados (E). F: durante
el  estado  lc  tardio  es  posible  apreciar  la  aparici6n  de  surcos  de  clivaje  (cD  que

generan  blast6meros  a partir  de  cada  pseudoblastodisco.  Se  muestra  el  tiempo  de
desarrollo a 22 °C. min, minutos postfecundaci6n. Barra=  120 prm.

93



Para visualizar con mejor resoluci6n la distribuci6n de los distintos dominios

de ovoplasma durante la embriogenesis temprana del  mutante, zigotos y embriones

tempranos  fueron  sometidos  a una fijaci6n  acida  a  distintos tiempos  de  desarrollo

¢igura  19). Los resultados mostraron que durante el  estado  lb temprano,  el  zigoto

mutante   b#c  presenta  dos  marcados  dominios  de  endoplasma:   (a)  un   dominio

periferico,   6   ectoplasma  y   (b)  un   dominio  central,   6   endoplasma,  formado  por

lagunas de ovoplasma entre los g16bulos de vitelo Q7igura  19E). Un dominio polar 6

blastodisco, en el hemisferio animal, no fue observado en el zigoto mutante mediante

el uso de 6sta metodologia.

En  el  estado  lc  temprano  se  observ6  la  presencia  de  conecciones  que  se

extienden radialmente desde un foco  central  de endoplasma hacia el  ectoplasma del

zigoto  mutante  Gigura  19F).  Estas  conecciones,  que  podrian  constituir  rutas  de
'

transporie, fueron denominadas en este trabajo como "streamers" radiales. Durante el

estado   lc  tardio,   se  .confirm6   la  presencia   de  varios   pseudoblastodiscos.   Estos

dominios ovoplasmicos mostraron  diferencias  en nrimero y tamafio y  en  la mayoria

de   los   casos   sufrieron   clivaje   ¢igura    19G).   En   el    estado   de   blastula,   los

pseudoblastodiscos se transformaron en pseudoblastodermos, como resultado de las

sucesivas  divisiones  celulares  que  formaron  nidos  de  blast6meros  cada  vez  mas

pequefios Q7igura 19H).

Estas   son   claras   manifestaciones   que   el   mutante   bifc   ha   sufrido   una

importante  modificaci6n  en  el  establecimiento  del  eje  de `polaridad  animal/vegeial,

sustituy6ndolo   por  varios   ejes   radiales.   De   esta   manera   se   origina  un   zigoto

multipolar.
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Figura  19. Organizaci6n  de ovoplasma durante ]a embriogenesis temprana  deL
mutante   b#c   despu6s   de   la   fijaci6n   acida.   Se   visualiza   la   distribuci6n   del
ovoplasma   @rillante)   y   de   los   g16bulos   de   vitelo   (oscuro).   A-D:   segregaci6n
ovoplasmica  en  el  zigoto  silvestre  (wt).  Se  observa  la  presencia  de  los  3  dominios
ovoplasmicos:     endoplasma    (en),     ectoplasma    (ec)     y     blastodisco     (bd)     (A).
Posteriormente, el ovoplasma es trasladado hacia la region del blastodisco a traves de
canales  o  "streamers"  axiales  (8) hasta que  el  ovoplasma y vitelo  se  hen  separado
fisicamente  (C,  D).  E-H:  segregaci6n  ovoplasmica  en  el  mutante  bwcky  bc7//.  La
organizaci6n    de]    ovoplasma   muestra   un    patron    distinto    de    distribuci6n    en
comparaci6n con el zigoto silvestre y la presencia de un blastodisco no fue observada
(E).  La acumulaci6n  de  endoplasma en  la periferia del  zigoto  es  consecuencia de  la
formaci6n   de   "streamers"   que   se   extienden   radialmente   (F)   desde   el   cuerpo
fenestrado  (fo).  Los  pseudoblastodiscos  (pb)  perifericos  en  division  se  proyectan
desde  la superficie  (G)  formando  pseudoblastodermos  (H).  as,  "streamers"  axiales;
rs, "streamers" radiales; yc, esfera de vitelo. Barra= 80 Lim.
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5.3.a.2.  Organizaci6n  del  endoplasma y  del  citoesqueleto  durante el  desarrollo

temprano de] mutante bzlc

Como se describi6 en el  zigoto silvestre, el  blastodisco crece a expensas del

transporte de ovoplasma hacia la region animal, tanto desde la esfera de vitelo como

desde el ectoplasma durante los estados lb y lc.

Video imagenes  de tiempo interrumpido y  fijaciones  icidas  de zigotos  b"c

(n=17)   mostraron   que,   durante   el   estado   lb   temprano,   la   reorganizaci6n   del

endoplasma lleva a la formaci6n  de "streamers"  radiales cortos,  conectados con el

ectoplasma  ¢igura  20A-C).   Durante  el   estado   lb   intermedio,   1os  "streamers"

radiales   cortos   comenzaron   a   desorganizarse  y   las   lagunas   de   endoplasma   se

aoumularon  en  el  centro  de  la  esfera  de  vitelo  para  formar  un  foco  central  de

ovoplasma  6  cuerpo  fenestrado  Q7iguras  20D-F).  Esta  estructura  puede  formarse

tambi6n en el zigoto silvestre Q7uentes y Femindez, 2010). En el estado  lb tardio y

I c temprano, las lagunas de ovoplasma se fusionaron para formar gruesos canales de

transporte  6  "streamers"  radiales  que  se  extienden  entre  el  cuerpo  fenestrado y  el

ectoplasma Q7igura,20G). Imigenes de cortes 6pticos en el eje Z,,obtenidas a mayor

aumento,   de   zigotos   bztc   mostraron   que   los   "streamers"   radiales   conectan   el

ectoplasma con  el  cuerpo fenestrado Q]iguras 20H, I).  Esta organizaci6n radial  del

endoplasma en  el  mutante  bwc  provocan'a la acumulacidn  de ovoplasma en varios

sitios perifericos, que constituyeron los ya denominados pseudoblastodiscos (Figuras

20J-L).  Cabe destacar que en este trabajo no se intent6 la bdsqueda de "streamefs"

meridionales en el mutante.
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Figura  20.  Reorganizaci6n  de]  endoplasma  para  ]a  formaci6n  de  rutas  de
transporte  radiales  en  el  mutante  bwc.  Video  imagenes  pseudocoloreadas  de
zigotos  mutantes  sometidos  a  fijaciones  acidas  capturadas  con  (A-K)  y  sin  (L)
inversi6n  de  contraste.  A-C:  estado   lb  temprano  del  zigoto  b#c  que  muestra  la
organizaci6n de endoplasma (en) y ectoplasma (ec) en el mutante (A).  Se observa la
formaci6n de "streamers" radiales cortos (srs) que se conectan con el ectoplasma (8

y cabezas de  flecha en  C).  D-F:  estado  lc temprano del zigoto b2„ que muestra la
acumulaci6n   del   endoplasma   en   el   centro   del   zigoto   (D)   y   la   formaci6n   de
"streamers"  radiales  largos  (E,  F).  Imagenes  seleccionadas  desde  secciones  6pticas

(5 Hm de espesor) a traves del zigoto evidenciaron que durante este periodo ocurre la
fusion de lagunas de endoplasma (cabezas de flecha en  E) para el reestablecimiento
de  conecciones  con  la  periferia  (flecha  en  F).   G-I:   estado   lc  tardio  del  zigoto
mutante que muestra la organizaci6n radial de los "streamers" (cabezas de flecha en
H e I). J-L: acumulaci6n de ovoplasma en la periferia del zigoto es consecuencia del
transporte endoplasma desde el cuerpo fenestrado al ectoplasma (J, K) formando los
pseudoblastodiscos  (L).  fb,  cuerpo  fenestrado;  rs,  "streamers"  radiales.  Barra=  145
prm (A, D, G), 55 Hm (8, C, E, F), 45 Lim (H,I), 80 Hm (J-L).

97



Imagenes      de      bajo,     aumento      del       citoesqueleto      revelado      por

inmunohuorescencia    (n=18)    y/o    incubaci6n    con    faloidina-rodamina    (n=16),

mostraron que durante el estado  lb del zigoto mutante, las lagunas de endoplasma y

el  ectoplasma  incluyen  microthbulos  y  filamentos  de  actina.  Posteriomente,  el

citoesqueleto se organiza para formar el cuerpo fenestrado y los "streamers" radiales

durante el  estado  lc (Figuras 2lA-C). Un analisis a mayor aumento mosfro que en

las  lagunas  de  endoplasma  y  a  lo  largo  de  los  "streamers"  radiales,  manojos  de

microthbulos  y  filamentos  de  actina  forman  una  red  citoesquel6tica  similar  a  la

descrita en el zigoto silvestre Q7igura 21D).

La  expansi6n  de  las  divisiones  celulares  alrededor  de  la  esfera  de  vitelo

observadas  en  el  mutante,  fen6meno  contario  a  lo  que  ocurre  en  la  condici6n

silvestre,    fue    analizada    mediante    inmunofluorescencias    del    citoesqueleto    de

microthbulos    realizadas    en    zigotos    (n=12)    y    embriones    tempranos    (n=10),

acompafiadas  de  una  incubaci6n  con  DAPI.  Estas  inmunotinciones  revelaron  el

establecimiento  de  ciclos  celulares,  en  general  sincr6nicos,  en  la  mayoria  de  los

pseudoblastodiscos  forinados,  ya que  se observ6 la presencia de figuras  mit6ticas y

de un  huso mit6tico en las  c6lulas  en  divisi6n  Q7iguras 21E-H).  Si  bien, la mayoria

de los blast6meros observados mostraron la presencia de DNA,  en algunos de ellos

se enconfro la total ausencia de un material DAPI positivo ¢igura 21H). Esto dltimo

sugiere,  la  presencia  de  dominios  de  ovoplasma  que  presumiblemente  s6lo  han

heredado el  centrosoma proveniente del  espermatozoide (vcr discusi6n).  Numerosas

divisiones   celulares   en   los   pseudoblastodiscos   fueron   tambi6n   observadas   en

embriones mas avanzados Q7iguras 21 I-J).

.,

De esta manera, la organizaci6n y distribuci6n de las lagunas de endoplasma
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y  de su citoesqueleto,. en  el  mutante bwc,  sugieren fuertemente  que  el  transporte de

ovoplasma ocurriria en direcci6n centrifuga hacia la periferia del zigoto para formar

pseudoblastodiscos capaces de clivar de manera aparentemente no convencional.
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Figure 21. Organizaci6n de] citoesqueleto y estab]eciniento de ciclos celuLares
durante e[ desarTollo temprano del mutante de efedo matemo deec. A, 8: video
imisenes  de  inmunofluorescencia  que  muestran  la  distribuci6n  de  actina  (A)  y
microthbulos  ®)  en  el  cuerpo  fenestrado  (fo),  "streamers"  axiales  (cabezas  de
flecha) y ectoplasma (ec). C, D: cuelpo fenestrado del mutante bz„ que incluyen un
citoesqueleto de microtibulos onganizado como una red similar a la observada en el
zigoto silvestre (D). E-H:  ihicio de divisiones celulares en los pseudoblastodiscos
(E,   F)   y   formaci6n   de   pseudoblastodermos   (G,    H)   en   el   mutante   bwc.
Pseudoblastodiscos  visualizados  por fijaci6n  deida a3)  mostraron  la presencia de
figuras  mit6ticas  (inserto  aumentado  de  cuadrado  blanco  en  F),  reveladas  por
irmunofluorescencia  para  microthbulos  (en  verde)  y  DNA  (en  rojo).  El  color
anaranjado del fondo del inserto podria deberse a la tinci6n del  DNA de la gran
cantidad  de  mitocondrias  presentes  en  el  ovoplasma.  El  embri6n  temprano  del
mutante  muestra  la  formaci6n  de  pseudoblastodemos  (G).  Imagenes  a  mayor
aunento   desconvolucionadas,   del   cuadrado   rojo   en   la   figura   G,   mostraron
numerosos husos mit6ticos y cromosomas presentes en la mayoria de los bast6meros
QD, sin embargo, otros mostraron la ausencia de material DAPI positivo (flechas en
11).   I-K:   embri6n   mutante   que   presenta   numerosos   blast6meros   en   division
alrededor de la esfera de vitelo a). Una amplificaci6n del recuadro en azul de la
figura I  muestra la presencia de husos mit6ticos evidenciando la sincronia de  las
divisiones celulares (I). La tinci6n con DAPI de un enbri6n mutante de 6 h revela
que    las    mitosis    continhan    con    el    transcurso    del    desarrollo    (K).    pb,
pseudoblastodisco; yg, g16bulo de vitelo. en, endoplasma. Balra:  160 rm (A, 8, E,
F, G, I, K), 95 pr (C), 25 pr a), 75 qu qu, J).
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5.3.a.3. EI transporte de ovop]asma y de transcritos maternos en el mutante bz"

es multidireccional

Para determihar si los defectos observados en la organizaci6n del ovoplasma

en el mutante b#c afectan la localizaci6fi de determinantes matemos en el zigoto, se

realiz6 un estudio del flujo ovoplasmico en zigotos .silvestres (n=22) y mutantes b#c

(n=10)  despu6s .de  micoinyectar  con  dextrano  fluorescente  de  10  kD.  Ademas,  se

estudi6  la distribuci6n  de  mRNAs  como  el  de arc  (n=40) y  sgf (n=48),  mediante

hibridaci6n 7.;7 s7./zt.

Video   imagenes   de   fluorescencia   a   bajo   aumento,  .tomadas   a   distintos.

tiempos  de  desarrollo,  no  mostraron  claramente la  existencia  de  un flujo  lento  de

ovoplasma en el zigoto mutante. Como!se esperaba, el flujo rapido de ovoplasma es

multidireccional  a  lo  largo 'de  los  "streamers"  radiaies  que  conectan  el   cuerpo

fenestrado con los pseudoblastodiscos a7iguras 22D-F).  En el  huevo no fecundado

se  formaron  voluminosos  "blebs"   a  partir  de  cada  psoeudoblastodisco,   lo  que

evidencia y confirma la existencia de un flujo de ovoplasma hacia la periferia en el

mutante bz/c (no mostrado).

Video   imagenes   de   fluorescencia   6ptica   adquiridas   a   mayor   aumento,

sugieren  un  flujo  lento  y  multidireccional  de  ovoplasma  en  el  mutante  b#c,  esto

evidenciado  por la  presencia  de  ..streamers"  radiales  cortos  conectando  lagunas  de

endoplasma  con  el  ectoplasma  (Figuras  22G-I).  La  existencia  de  un  flujo  lento

centrifugo de ovoplasma fue revelado por ]a generaci6n de pseudoblastodiscos en ja

periferia del zigoto a]igura 22D. Por otro lado, el flujo ripido y multidireccional de

ovoplasma, fue confirmado por la presencia de numerosos "streamers" radiates que

emanaron desde el cuerpo fenestrado para c6.nectarse con el ectoplasma y formar los
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pseudoblastodiscos ¢iguras 22J-L). Estos fueron cada vez mas delgados y evidentes

despu6s de transcurrido el estado lc del zigoto ¢iguras 22K, L).

Medidas    de   velocidad    de    inclusiones    citoplasmaticas    o    microesferas

fluorescentes, no fueron realizadas en el zigoto mutante.
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Figuna 22. Imigenes de urn aninad6n qt[e muestran el flujo ovoplfrmico en e]
zigoto silvestre (A{) y mutants baAakyr haff O-L) mierojnyectadus con dexhano
fluorescente En el zigoto silvestre (A{) el flujo de ovoplaslna hacia el polo animal
ocure a lo largo de "streamers" axiales (as) que se conectan con el blastodisco (bd),
I.a primera division de clivaje (flecha en 8) genera los dos primeros blast6meros. En
el zigoto mutante O-I), en canbio, el flujo ovoplinico es multidireccional a lo
largo de los "streamers" radiales (rs) que conectan el cuelpo fenestrndo (fo) con los
pseudoblastodiscos ®b) en creeimiento formados en la  perifria del zigoto (cabezas
de  flecha  en  F).  Video  imagenes  de  fluorescencia  capt`mdas  a  mayor  aumento
mostraron que duranfe el estado lb (G-D, el flujo lento de ovoplasma ocuriha hacia
la periferia (flechas cortas en H e I) a lo largo de C`streamers" radiates cortos (srs)
para  fomar  los  pseudoblastiscos  (cabeza  de  flecha  en  I).  D`mute  el  estado  lc
intemedio (J) se observa el cuap fenestrado conectado con la perfidia del zigoto a
travds de "streamers" radiates largos (rs) y la formaci6n de pseudoblastodiscos como
consecuencia  del   flujo  ripido  de  ovoplasma  (flcchas  langas  en  K  y  L).  eri,
endoplasma; ec, ectoplasma; min, mimtos de desarrollo postfecundaci6n. Se indica
el tiempo de desarrollo (A-F). Ban: 130 lan (AJ5, J), 55 tom (H,I, K, L).
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Finalmente,   el   analisis   de   hibridaciones   I.»  s7t"   realizadas   en   el   zigoto

mutante ¢igura 23) mostraron que durante el  estado  lb,  los mRNAs de gsc y sgf

fueron encontrados a trav6s de lagunas de endoplasma entre los g16bulos de vitelo y

en  las  lagunas  de endoplasma  del  cuerpo  fenestrado  (comparar Figuras  17A,  D  y

23A,  8),  mientras ¢tle,  lo`s mismos transcritos  se encontraron  distribuidos  en  focos

perifericos (pseudoblastodi;cos) durante el  estado .1c tardio (cQmparar Figuras  178,

C  y  23C).  El  embri6n  temprano  de  2  h  de  desarrollo  del  mutante  bwc  mostrd  la

localizaci6n  de  t:anscri;os  matemos  en  algunos  de  sus  blast6ineros  ¢igura  23D).

Esta      situaci6n      sugiere     una      distribuci6n      de     transcritos    =materhos      en

pseudoblastodiscos  con  c6lulas  en  divisi6n  y  ademas  confirm6  lo  visua.lizado  por

inmunQfiuorescencias,  respecto a la existencia de blast6meros provenientes de cada

uno de. ellos.

De estos resultados se puede concluir que el flujo bidireccional de ovoplasma

en  el  zigoto  silvestre  se  convierte  en  un     flujo  multidireccional  en  el  mutante,

provocando la acumulaci6n de ovoplasma y mRNAs en los pseudoblastodiscos.
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Figure  23.  Localizaci6n  y distribuci6n de transcritos  maternos  en  dominios  de
ovop]asma del zigoto y embri6n temprano del mutante b«c. A, 8: hibridaciones I.77
sz.r„ que muestran la localizaci6n del mRNA de goasecoz.cJ ¢sc) a traves de lagunas de
endoplasma (en)  del  cuerpo  fenestrado (fb) y  el  ectoplasma  (ec)  del  zigoto  mutante
durante  el  estado  lb  (A)  y  lc  (8).  La  flecha  blanca  en  8  indica  la  distribuci6n  del
mRNA  en  un  "streamer"  radial  corto,  conectando  lagunas  de  endoplasma  con  la
periferia   del   zigoto.   C:   localizaci6n   del   mRNA   de   sgwz.77J   (sq/)   en   lagunas   de
endoplasma  del  cuexpo  fenestrado  y  en  los  pseudoblastodiscos  (cabezas  de  flecha)
durante  el  estado  lc tardio  del zigoto  b„c.  D:  en el  embri6n de 4 h  de desarrollo  se
observa la sefial de sqf localizada en algunos de los blast6meros (cabezas de flecha),

provenientes     de     pseudoblastodiscos     que     heredaron     el     transcrito.     Sustratos
cromog6nicos:  BM purple (A y D) 6 NBTrecIP (8 y C). yc, esfera de vitelo. Barra:
120  Hm.
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5.3.b. El mutante de efecto materno e#acJsr.ow (c#IH)

En  el  mismo  "screening"  de  mutantes  de  efecto  matemo  en  el  pez  cebra

realizado  por  e.I  grupo  de  Dosch  y  col.  ,(2004),  se  encontr6  el  fenotipo  e#iw/sJ.or

(e#I#)quemuestraanormalidadesenlasegregaci6novoplasmica(Doschy.col,2004;

Lindeman y Pelegri, 2009).

5.3.b.1. EI fenotipo e"I# muestra defectos en el transporte de ovoplasma y en la

formaci6n de] eje dorsal

El     analisis     del     fenotipo     mutante     em#     antes    y     despu6s     de    la

activaci6n/fecundaci,6n  del   huevo  proveniente  de  hembras  homozigotas  para  la

mutaci6n, se realiz6 por video microscopia de "time lapse" a diferentes intervalos de

tiempo 6 despu6s de una fijaci6n acida de ovocitos V no activados (n=10), zigotos

(n=73) y embriones tempranos (n=50).

El  ovocito V (no mostrado),  huevo y zigoto em7i  se caracteriz6 por ser mas

opaco  que  el  silvestre  pero presentaba los  mismos  3  dominios  de  ovoplasma  antes

descritos por Femindez y col. (2006) en ovocitos y huevos silvestres. Una diferencia

importante fue la formaci6n de un  preblastodisco mas pequefio que lo normal,  en el

hemisferio animal del ovocito mutante. Resultados preliminares de la observaci6n de

cortes  histol6gicos  realizados  a trav6s  del  ovario  de  hembras  mutantes,  mostraron

que  al  memos  los  estados  I  y  11  de  la  ovog6nesis  no  parecen  estar  alterados  como

consecuencia de la mutaci6n (n=3, no mostrado). Queda por demostrar, sin embarg`o,

si estadios posteriores de la ovog6nesis han sido afectados por la mutaci6n.

Animaciones  realizadas  durante  el  desarrollo  temprano  del  mutante  emH,

•,

revelaron   serias   alteraciones   en  el   flujo  de  ovoplasma  hacia   el   polo  animal   y
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concomitantemente en la formaci6n del blastodisco. Al contrario de lo ocurrido en el

zigoto silvestre, una cantidad signiflcativa de ovoplasma qued6 retenida en la esfera

de  vitelo,  la  que  disminuy6  gradualmente  en  el  transcurso  del  desarrollo  Q7igura

24A-F.  Ver  video  8).  Ademas,  la  dininica  de  las  pulsaciones  observadas  en  el

zigoto  silvestre,  fueron  reemplazados  por  ondas  peristalticas  a  lo  largo  del  eje

animal/vegetal del mutante.

A  diferencia  de  lo  que  ocurri6  en  el  huevo  y  zigoto  silvestre,  durante  el

estado  lb,  el  fenotipo  del  zigoto  mutante  confirm6 la formaci6n  de un blastodisco

mas pequefio  (Figura 24A, 8).  Las lagunas  de endoplasma estaban presentes  entre

los  g16bulos  de  vitelo.  Cabe  destacar  que  no  fue  posible  visualizar  con  un  mayor

detalle la organizaci6n y presencia de interconexiones entre lagunas de endoplasma,

como asi  tambi6n la formaci6n de "streamers"  cortos mediante video microscopia,

debido  a  la  opacidad  que  present6  el  huevo  y  zigoto  mutante.  Sin  embargo,  6ste

problema  fue  resuelto  mediante  fijaci6n  acida  de  6stos,  las  cuales  serin  mostradas

mas adelante.

En la mayoria de los zigotos mutantes estudiados,  el. estado  lc se caracteriz6

por la presencia de ciclos de contracci6n/relajaci6n del  anillo de actina en la base del

blastodisco y  la aparici6n  del  primer  surco  de  clivaje  Q]igura 24C,  D).  Ademas,  la

intermitencia  de  los  ciclos  de  contracci6n/relajaci6n  del  anillo `de  actina no  mostr6

diferencias al ser comparado con el zigoto silvestre.

En el transcurso del  desarrollo algunos embriones mutantes no clivaron o`lo

hicieron de manera anormal  muriendo tempranamente (no mostrado). Los mutantes

cuyo   blastodisco   cliv6   sobrevivieron   mas   alla   del    estado   de   bldstula   y   §us

blast6meros fueron mas pequefios que los ;.omales (Figura 24E, F).  El tamafio del
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embri6n formado fue mas reducido y ventralizado,  muriendo un  dia despu6s  de la

fecundaci6n a]igura 24G, H).

Asi,    las    anomalias    observadas    en    el    mutante   em#,    ademas    de   las

observaciones  originales  de  Dosch  y  col.   (2004),   sugieren  que  el  transporte  de

ovoplasma   hacia   la   regi6n   animal   dell zigoto   estaria  retardado,   resultando   la

formaci6n de un blastodisco mas pequefio y un embri6n de tamafio reducido.
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Figura  24.  Desarrollo  embrionario  temprano  del  mutante  de  efecto  matemo
c"#/sj.o#  (em#).  Imagenes  seleccionadas  de  una  animaci6n,  realizada  a  intervalos
de  10 s, que muestran un montaje completo z." v!.vo durante el desarrollo temprano de
un  zigoto  em72  (A-F)  y  de  un  embri6n  silvestre  de   I   dia  postfecundaci6n  (G)  y
mutante  (H).  El  desarrollo  del  zigoto  en  el  mutante  fue  subdividido  en  estados  al
igual que en el zigoto silvestre. A-C: estado  1  b.  D: estado  lc tardio.  Las flechas con
direcci6n hacia  fuera y  hacia  adentro  indican  contracci6n  y  relajaci6n  del  anillo  de
actina,  respectivamente.  N6tese  la  opacidad  del  embri6n  y  el  blastodisco  (bd)  mas
pequefio.  Aquellos  embriones  que  clivan  de  manera  normal   (E,   F),   foman  un
embri6n con el eje corporal reducido (compare G y H). Desarrollo a 22 °C. cf,  surco
de clivaje; s, segundos. Barra = 70 prm.
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Dos eventos demuestran que el  huevo del pez cebra ha sido activado:  (a) la

elevaci6n del  corion como consecuencia de la exocitosis de los grinulos corticales,

fen6meno que ocurre dentro de los primeros 5  min despu6s de la activaci6n y a) la

reanudaci6n del proceso de segregaci6n ovoplasmica. Para evaluar si el mutante e"H

presentaba defectos en alguno de §stos procesos, ovocitos V, huevos y zigotos fueron

fijados de acuerdo a Becker y col,  1996 para la detecci6n de grinulos. Los resultados

en  el  ovocito  mutante  (n=5)  se  muestran  en  la  figura  25A,  8  y  los  realizados  en

huevos   activados   (n=6)   en   la   figura   25C.   En   huevos   y   zigotos   mutantes   la

organizaci6n del citoesqueleto de actina cortical era nomal alrededor de los grinulos

cordcales  qigura  25D,  E).  Estos  migraron  hacia  la  periferia  para  su  exocitosis

¢igura 25F,  G). Evidencia de exocitosis de los grinulos corticales en el mutante se

reflej6 en la normal expansion de su corion (Figura 25H-K).

Estos re;ultados permiten inferir que la mutaci6n gener6 un serio defecto en

la segregaci6n ovoplasmica pero no en procesos asociados a la activaci6n del huevo.
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Figure 25. EL huevo deL mutante cmff no muesha defectos en la exo€itosis de Los
grfuulos corticales durante su activaci6n. La exocitosis de los grinulos corticales,
tefidos con hAI'A (marcador de su contenido, en verde), resulta ser la prinera reapuesta
celular a la activaci6n del huevo. Durante este proceso, que incluye una serie de pasos,
el contenido de los grinulos corticales, a traves de un proceso dependiente de actina
(en rojo), es secretado hacia el exterior del huevo, provocando la expansion del corion.
A:  ovocito  V  obtenido  por  laparotomia  de  una  hembra  mutante,  que  muestra  la
presencia  de  numerosos  grinulos  corticales  antes  de  la  activaci6n  del  huevo.  8:
granulos corticales (flechas) de un huevo mutante 2 min despues de la activaci6n. C:
huevo  mutante  5  min  post-activaci6n  que  muestra  un  menor  ndmero  de  grinulos
corticales,  ya que  estos  ham  sido transportados hacia  la periferia para su exocitosis
(cabezas de flecha en el inserto). DG: exocitosis de grinulos corticales en un huevo
silvestre @ y F) y mutante (E y G) visualizada a los 6 min post-activaci6n, donde no se
observan diferencias.  H-K:  expansi6n del  corion  durante  el  desalrollo  temprano  de
huevos y zigotos silvestres (ID y mutantes (I). Vista lateral de un embri6n silvestre (J)
y  mutante  ac)  de  2  celulas  que  muestran  la  normal  expansion  del  corion  como
consecuencia  de  la  exocitosis  de  los  grinulos  corticales  (cabezas  de  flecha  en  K).
Barra= 210 Hm (A, C), 20 prm a, D, ErG),I,35 mm (H,I), 250 prm (J, K).
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5.3.b.2.  Organizaci6n  del  endoplasma  y  de  rutas  de  transporte  durante  el

desarrollo temprano del mutante cm»

Era  posible  que  un  mutante  en  el  que  el  transporte  de  ovoplasma  hacia  el

blastodisco  se  encontrara  alterado,  mostrara  modificaciones  en  la  organizaci6n  de

los canales de transporte y concomitantemente en la organizaci6n del  citoesqueleto.

Para  dilucidar  lo  anterior,  se  analizaron  fijaciones  acidas  de zigotos  cm#  (n=24)  e

inmunotinciones del  citoesqueleto en zigotos (n=15) y embriones tempranos (n=12)

del mutante.

El  estudio de la organizaci6n  de ovoplasma durante el  desarrollo temprano

del   mutante  e#2#  a]igura  26A-D)  fracas6   en  mostrar  la  fusion  de  lagunas  de

endoplasma para formar "streamers" cortos conectados al blastodisco ¢igura 26A).

Durante  el  estado  lc temprano,  las lagunas  de endoplasma comenzaron  a reunirse

hacia el centro de la esfera de vitelo, mostrando la empalizada de g16bulos de vitelo

por debajo del  ectoplasma. Un analisis a mayor aumento de cortes 6pticos a trav6s

del`   endoplasma     del     zigoto     mutante     mostr6     la    formaci6n     de    pequefias

interconexiones   entre   6ste  bltimo  y   el   endoplasma   mas   animal,   situaci6n   que

explicaria   el   engrosamiento   observado   en   el   ectoplasma   en   esta   regi6n   como

consecuencia del flujo de ovoplasma hacia la periferia del zigoto en su camino hacia

el blastodisco (Figura 268). La formaci6n de "streamers" axiales y meridionales no

fue visualizada durante este periodo.

A  pesar  del  avance  del  clivaje  en  el  mutante  de  16-32  c6lulas,  lagunas  de

endoplasma  estaban   ann   presentes   en  `la   esfera  de  vitelo.   Mas  tarde  estas   se

fusionaron  para  formar  gruesos  "strearhers"   axiales,   que  se  conectaron   con  el

blastodermo   (Figura   26C).   Estos   canal`e's.   de   transporte   tardiamente   formados
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continuaron   visibles,   pero   mas   delgados,   durante   el   periodo   de   blastula   (no

mostrado).

5.3.b.3.  E]  transporte de  ovop[asma y  mRNAs  en  c]  mutante owm  ocurre mfs

lento y probab[emente por rutas alternativas

Era factible que en un  embri6n  con  problemas en la formaci6n  de rutas de

transporte  del  ovoplasma  presentara  alteraciones  en  la  distribuci6n  de  transcritos

matemos.  Para evaluar esta  situaci6n  se  realizaron  hibridaciones  I.# s/.fw  de zigotos

(n=48)  y  embriones tempranos  (n=36)  mutantes.  La  distribuci6n  de los  siguientes

TENAs   fuoron   estudiados..   gsc,   sqt   y   ventrally   expressed   dharmahozozok

antagonist(ved).

La  significativa retenci6n  de  ovoplasma  en la esfera de vitelo  del  mutante

emj7,  se interpret6 como una consecuencia del  transporte mas lento  de 6ste hacia la

region animal  del  zigoto y un aumento de su transporte en periodos mas tardios del

desarrollo  (Figura 26D).  Esto  sugiere  que  el  transporte  de  ovoplasma no  cesa  sino

que se mueve mas lento y asi sus componentes llegan mss tarde al blastodermo.

Para  apoyar  esto  i]ltimo,  se  estudi6  la  distribuci6n  de  reconocidos  mRNAs

como sqJ, grc y Wed. Los resultados obtenidos para los transcritos matemos grc (no

mostrado) y jrgf Q7igura 26E-J) mostraron que durante el estado  lb del mutante,  los

transcritos se distribuyeron en el  endoplasma vegetal  Q7igura 26E).  Una distribuci6n

en  la  periferia  del  zigoto  y  embri6n  temprano  sugiere  un  traslado  altemativo  del

transcrito en ausencia de rutas especificas de transporte Origuras 26E, F, I, J). Dichas

riitas   altemativas   fueron   visualizadas   como   pequefias   interconexiones   entre   el

endoplasma   y   ectoplasma   del   mutants   que   explicarian   el   engrosamiento   del
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ectoplasma animal  observado  en  la mayoria de los  zigotos y  embriones tempranos

mutantes   Q7iguras   26K,   L).   Durante   el   periodo   de  bldstula,   transcritos   fueron

observados  en  ]agunas  de  ovoplasma  ann  presentes  en  la  esfera  de  vitelo,  lo  que

potenci6 ann mas la hip6tesis de que el  transporte de determinantes  citoplasmaticos

hacia el blastodermo, ann estaba ocurriendo Qriguras 26G, H).

Otro   aspecto   importante   en   el   mutante   fue   que   al   generar  un   embri6n

centralizado, era posible que el mensajero del determinante dorsal sgf, pero no el  de
I

uno de los determinantes vent.rales, ved,  sufriera alguna alteraci6n en su distribuci6n.

En   embriones   em#   medianamente   avanzados,   el   mRNA   de   vecz   se   encontrd

localizado en el blastodemo, mientras que el mRNA de sgf fue detectado en lagunas

de endoplasma entre los g16bulos de vitelo, indicando que probablemente ann se esta

movilizando  hacia el  blastodermo  (no  mostrado).  Esto  tambi6n  fue  conflrmado  en

embriones  emH  en  el  estado de gastrula,  donde la distribuci6n  de gsc  (n=10),  en  el

margen del escudo embrionario, fue tambi6n detectada en la esfera de vitelo a]iguras

26M-P).

Estos   resultados   sugieren  que  el   mutante  c#J/?  es  capaz  de  transportar  a

tiempo ciertos transcritos matemos hacia el  blastodisco 6 blastodermo, pero no otros

y esto podria explicar porque el desarrollo embrionario se detiene 1  dia despu6s de la

fecundaci6n.
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Figura   26.   EL  transporte   hacia   eL   polo   animal   de   endoplasma   y   mRNAs
maternos   esta  severamente   retardado   en   el  mutante  cm».   Vista   lateral   de
fijaciones  acidas  de  un  zigoto  (A)  y  embri6n  temprano  (B-D)  que  muestra  una
significativa  retenci6n  de  endoplasma  (en)  en  la  esfera  de  vitelo.  Hibridaciones  I.#
sj.r„ de embriones  comparables (E-H) demuestra la retenci6n  del transcrito matemo
sg/ (flechas en G y H).  Imagenes a mayor aumento de los recuadros de las figuras E
y  F,  muestran  que  probablemente  el  transcrito  matemo  de  sg/  (flechas  negras)  se
moveria  por  la  periferia  (flecha  blanca  en  I)  en  ausencia  de  rutas  especificas  de
transporte (I, J).  Las rutas altemativas de transporte esfan constituidas por pequefias
interconexiones entre lagunas de endoplasma vegetales (flecha en K) y animales (L)
con  el  ectoplasma  (ec).  Estas  tiltimas  contribuyendo  a  un  mayor engrosamiento  del
ectoplasma   en   esa  region   (cabezas   de   flecha  en   L)   y   en   donde   codistribuyen
ectoplasma  y  la  serial  del  transcrito.  En  fijaciones  acidas  de  gdstrulas  se  aprecia
claramente la ausencia OD y presencia qu) de ovoplasma en la esfera de vitelo (yc)
del    embri6n    silvestre    y   mutante,    respectivamente.    Una   vista   vegetal    de    la
localizaci6n  de sgf s6lo  en  el  escudo embrionario en  la condici6n  silvestre (0)  y no
en la esfera de vitelo como se visualiza en el mutante (P), conflrman dicha retenci6n,
sugiriendo   un   retardo   en   la   segregaci6n   del   mensajero   (flechas   negras   en   P).
Sustratos cromogenicos: BM purple (H) 6 NBTrecIP (E-G,I, J, 0 y P). Barra=  120
Hm (A-H, M-P), 65  Hm (I, J), 80 Hm (K),loo urn (L).
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5.3.b.4.   Organizaci6n   del   citoesqueleto   durante  el   desarrollo  temprano   del

mutante em«

Los  resultados  de  inmunofluorescencias  obtenidos  en  zigotos  y  embriones

tempranos   del   mutante   emH,   revelaron   que   durante   el   estado    lb   temprano,

microthbulos  y  filamentos  de  actina  se  encuentran  organizados  a  trav6s  de  los  3

dominios  de  ovoplasma:  ectoplasma,  endopla§ma  y  blastodisco  (Figura  27A,  8).

Durante  el  estado  lb  tardio,  los  microthbulos  se  organizaron  preferentemente  a

trav6s del ectoplasma del zigoto y en el huso mit6tico (Figura 27C, D). Imagenes a

mayor   aumento   mostraron   due   microthbulos   y   fllamentos   de   actina   fueron

encontrados  incluidos  en  lagunas  de  epdoplasma  Q]igura  27E)  y  organizado  en

manojos distribuidos  a trav6s  del  ectoplasma Q7igura 27F).  Esta situaci6n persisiti6

en el embri6n tardio,  en donde el  citoesqueleto estuvo presente formando parte del

endoplasma  remanente  en  la  esfera  de  vitelo  y  en  los  "streamers"  axiales  Q7igura

27G,  H).  Un  analisis  mas  detallado  de  la  organizaci6n  del  citoesqueleto,  no  fue

realizado.

Otro  aspecto importante  es  que  en un  alto ntlmero  de zigotos y  embriones

tempranos  del  mutante  em#  (n=43)  que  lograron  clivar,  no  habia  diferencias  en

t6minos  de  las  divisiones  celulares.  Sin  .embargo,  algunos  embriones  tempranos

mutantes   (n=22)   mostraron   divisiones   celulares   irregulares   y   los   blast6meros

resultantes  presentaban  problemas  de  adhesividad.  Es  factible  que  la  mutaci6n

genere    alteraciones    en    la    organizaci6n    de    componentes    del    citoesquele`to

relacionados   con   la   divisi6n   celular,   provocando   anomalias   en   la   posici6n   y

orientaci6n   de   los   planos   de   clivaje.   For   esto   se   estudi6   la   organizaci6n   del

citoesqueleto de los mutantes mediante inriunofuorescencia (n=10).  En el  embri6n
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silvestre y  mutante  de 2  c6lulas  la estructura y  orientaci6n  del  huso mit6tico  eran

normales  (Figura  271, .J).  Sin  embargo,  en  algunos  embriones  mutantes  (n=8)  se

encontrd  la  presencia  de  un  huso  mit6tico  orientado  correctamente  de  acuerdo  al

segundo  plano  de  clivaje  en  uno  de  los  blast6meros,   mientras  que  en  el   otro

blast6mero el huso mit6tico estaba orientado en el plano del tercer surco de clivaje y

perpendicular al anterior 07igura 27K). Este defecto encontrado en la orientaci6n del

huso  mit6tico  en  blast6meros  del  mutante,  podria  explicar  el  desprendimiento  de

blast6meros   durante   la   celularizaci6n   del   blastodermo   a;igura   27L)  junto   a

alteraciones de componentes celulares implicados en la .adhesi6n.celular.

Todo   lo   anteriormente   descrito   sugiere   que   el   prodbcto   del   gen   emH

participaria de alguna manera en la organizaci6n y funci6n del citoesqueleto durante

el desarrollo embrionario temprano.
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Figura 27. Organizaci6n de] citoesqueleto en el zigoto y embri6n temprano del
mutants com. A, 8: Video imagenes de irmunofluorescencia (A-K) que muestra la
distribuci6n de microthbulos (A) y actina a3) en el blastodisco  (bd) y  lagunas de
endoplasma (en) del zigoto e7%7z. C, D: distribuci6n perifdica y en el huso mit6tico
de microthbulos tirosinados en el zigoto mutants durante el estado  lb (C). El huso
mit6tico visualizedo a mayor aumento muestra la organizaci6n de los microtlbulos
en el deter del huso (cabezas de flecha en D). E, F: distribuci6n de microthbulos en
lagurms de endoplasma entre los g16bulos de vitelo tyg) y de manojos distribuidos a
trav6s del ectoplasma del zigoto cm» (cabezas de flecha en F). G, H: retenci6n del
citoesqueleto de microthbulos (G) y de microfilamentos (H) incluido en lagunas de
endoplasma en el embri6n de  16 celulas del mutante cm#.  I-L:  orientaci6n de los
husos mit6ticos (flechas blancas) en el embri6n de 2 celulas silvestre a) y mutante (J
y  K).  N6tese  que  en  la  condici6n  mutants,  1os  husos  mitoticos  (verde)  y  los
cromosomas  (rojo)  pueden  encontrarse  correctamente  orientados  para  el  segundo
plano  de  clivaje  (J),  mientras  que  en  ocaciones  se  observ6  un  defecto  en  su
orientaci6n respecto al plano colTecto de clivaje en uno de los blast6meros (flecha
blanca  horizontal  en  K).  Esta  ultima  condici6n.  probablemente  esfa  ascoiada  al
desprendimiento de blast6meros desde el blastodermo del mutante a,). Barra=  180
Lm (A-C, G, H), 40 Hm (D), 30 Hm Qi),10 Hm a), 70 Hm (I-K),120 Hm (L).
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5.3.b.5. Identificaci6n molecular del gen cJilH

Los  resultados  del  estudio  del  fenotipo em#,  indicaron que  6ste gen  podria

estar regulando  la segregaci6n  ovoplasmica,  incluido el  transporte de determinantes

matemos.   Por   lo   tanto,   la   identificaci6n   molecular   del   gen   e#]77   suministraria

informaci6n   sobre  |a  naturaleza   de   6ste   gen   y   permitiria   el   disefio   de   nuevas

estrategias  destinadas  a descifrar como la p6rdida o ganancia de la funci6n  del  gen

afectaria ]a organizaci6n y funci6n del citoesqueleto.

5.3.b.5.1. EI gen e#!# codifica para un transportador Ca2+tr de tipo 11

El gen emJ? fue mapeado a 58,4 cM en el cromosoma 4 entre los marcadores

z9247 a 56,6  cM y z7496 a 59 cM,  intervalo de 2,4  cM (1,5 Mb) que contenia 49

genes.  Para estrechar 6ste intevalo  se comenz6 con un mapeo fino de la mutaci6n

mediante el analisis de recombinaciones mei6ticas a partir de un cruce entre hembras

heterocigotos  y  machos  homocigotos  para  la  mutaci6n  a?igura  28A).  El  objetivo

principal  de 6ste mapeo fino fue deteminar la frecuencia de recombinaci6n de los

marcadores que flanquean la mutaci6n y encontrar nuevos marcadores cada vez mas

cercanos   al   locus  mutante.   Para  ello,   se  identificaron  individuos  heterocigotos,

homocigotos  y  recombinantes  para  la  mutaci6n  emH  mediante  genotipificaciones

usando   los   marcadores   polim6rficos   z9247   y   z7496.   El   uso   de   6ste   tipo   de

marcadores perinite identificar facilmente el  genotipo de los individuos de acuerdo

al  patron  de bandeo que presentan  en. geles  de  agarosa  Q7igura 288),  ya que  al  s6r

polim6rficos  uno  puede   distinguir,   en   geles   de   agarosa,   una   diferencia  en   la

movilidad de su productos de PCR. Los resultados obtenidos de una genotipificaci6n

pueden ser observados en la Figura 28C.
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Asi,  mediante el analisis de numerosas recombinaciones mei6ticas se intent6

estrechar el intervalo de 2,5 cM y de esta manera acercamos al locus em#. En total,

1.037  eventos  mei6ticos  fueron  analizados  encontrindose  un  total  de  42  hembras

recombinantes cuya descendencia mostrd un fenotipo mutante. Estas fueron aisladas

para   un   posterior   anilisis   de   nuevos   marcadores   polim6rficos   y   ligados   a   la

mutaci6n.
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Figura  28.  Cruces  para  el  mapeo  fino  y propagaci6n  de  individuos  de  ]a  Linea
mutante em". A:  ilustraci6n del cruce realizado para el mapeo  fino y propagaci6n
de  los  mutantes  de  efecto  matemo  (dibujo  de  la  izquierda).  Esta estrategia permite
obtener  una   descendencia  que   incluye   individuos   homocigotos,   heterocigotos   y
recombinantes.   El   diagrama   de   la   izquierda   muestra   una   representaci6n   del
cromosoma 4 de una hembra heterocigota y un macho homocigoto, la presencia de la
mutaci6n   (asterisco   anaranjado)   y   los   marcadores   polim6rficos   cercanos   a   la
mutaci6n utilizados para el  mapeo.  Las  flechas  indican  la direcci6n de  acercamiento
a la mutaci6n. 8: Diagrama que ilustra los posibles resultados a obtener despu6s de
rna   genotipificaci6n   para   aislar   hembras   recombinantes   para   el   mapeo   de   la
mutaci6n.  Los rectchgulos en rojo (A) y verde oscuro (8) representan a marcadores
polim6rficos  I  y  2  con  un  tamafio  de  aproximadamente  200  pb,  mientras  que  los
rectangulos  anaranjados  (a)  y  verde  claro  (b)  a  los  mismos  marcadores  pero  cuyo
tamafio es de aproximadamente  loo pb. C: Productos de PCR obtenidos desde DNA
gen6mico de la progenie del cmce representado en la flgura A visualizados en geles
de  agarosa al  3%.  Se muestra el  resultado obtenido para el  marcador  I  o z9247  (gel
de  la izquierda) y para el marcador 2  o z7496 (gel de la derecha).  De acuerdo  a lo
observado  en  cada  gel  los  individuos  I  y  6  son  heterocigotos  (2  bandas  de  distinto
tamafio amplificadas desde  los marcadores  1  y 2);  3  y  7  son homocigotos (2 bandas
de igual tamafio ampliflcadas del marcador 1  y 2) y 2, 4 y 5  son recombinantes.
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Con esta informaci6n a mano, se continu6 con el mapeo fino para estrechar el

intervalo  gen6tico  y  fisico  de  la  mutaci6n,  probando  nuevos  marcadores   SSLP

presentes  en  el  croinosoma  4  de  cada uno  de  los  genomas  recombinantes.  De  11

marcadores analizados, s6lo el marcador z28278 a 57,8 cM result6 ser polim6rfico y

ligado al gen e»7» y ademas dividi6 el  intervalo en dos regiones, un intervalo ``a" y

un intervalo ``b" (vcr Figura 29 y Materiales y Metodos). Los datos del mapeo inicial

de la mutaci6n  mostraron  que  6sta  debia encontrarse cerca del  marcador z7496  (1

recombinante/48 meiosis) y no al marcador z9247 (3 recombinantes/48 meiosis). Por

lo tanto, se defini6 un nuevo intervalo para la mutaci6n de aproximadamente 1,2 cM

(0,75 Mb)  entre los marcadores z28278  (8  recombinantes/1037 meiosis) y  z7496 (6

recombinantes/103 7 meiosis) (Figura 29A).

Una vez definido  este  nuevo intervalo,  se  disefiaron  partidores para nuevos

marcadores polim6rficos, basados en repeticiones CA presentes entre los marcadores

z28278 y z7496. Para esto, los "contigs" escogidos fueron: BX649347, BX571796 y

AL590150.  Un total  de  17 nuevos  marcadores,  presentes  en estos "contigs", fueron

probados  en  los recombinantes y  s6lo 5  de ellos en el  intervalo "b"  (CAni2-CAni5)

resultaron ser polim6rficos y ligados a la mutaci6n.

La figura  298  muestra el  mapa fisico  de  la mutaci6n  y un  resumen  de los

resultados  obtenidos  con  los  nuevos  marcadores  ensayados  en  cada  uno  de  los

recombinantes,    en   funci6n   de   los   eventos   mei6ticos   analizados   (ndmero   de

recomb i mantes/mei osi s anali zad as).

Segdn  los  resultados  obtenidos,  el  locus  em#  se  encontr6 presente  entre los

marcadores    CAni4   y    CAni5,    nuevo    intervalo    con    un    tamafio   de   0,2    cM

(aproximadamente  125  kb).  Este  intervalo.'±en6tico  estuvo  completamente  cubierto
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por  al  memos  un  clon  BAC  Qiacterial  Artificial  Chromosome),  el  clon  DKEY-

180P18.

Asi,  se indag6 en la base de datos Ensembl  con  el fin de analizar los genes

presentes en el nuevo intervalo.  Se encontraron 7 genes presentes en el intervalo, los

cuales fueron  elegidos  como potenciales  candidatos para ser el gen em/I.  Los genes

escog;+dos  fueron..  prdm4,  psmc2.  slc26a5,  tspan33,  caxl,  smo y  klhdcl0  ¢ig}ma.

29C).

Para  averiguar  si  la  mutaci6n  e#i/7  se  encontraba  en  alguno  de  los  genes

elegidos  como  potenciales  candidatos,  CDNA  fue  sintetizado  previa  extracci6n  de

RNA  total   a  partir  de  ovarios  completos  provenientes  de  hembras  silvestres  y

mutantes  e#i)3.  Cada uno  de los  genes  candidatos  fueron  amplificados  a partir del

CDNA   obtenido   por   retrotranscripci6n.   Posteriomente,   los   productos   de   PCR

obtenidos fueron purificados y enviados a secuenciar.

Con los resultados de la secuenciaci6n se procedi6 a comparar los Marcos de

Lectura Abiertos u ORFs (Open Reading`Frames) de cada uno de los genes. Una sola

mutaci6n puntual fue identificada en el ex6n  11  del gen car/,  como una sustituci6n

de la base T  (timina)  por una A  (adenina)  a  1.355  pb  desde  el  sitio de inicio  de la

transcripci6n, lo que gener6 un cod6n de t6rmino ("STOP codon") prematuro ¢igura

29D). Este cambio de base fue consistente al inducido en otros genes mediante el uso

de ENU y  de  6sta manera fue posible deteminar que el  mutante eH]#/s!.ow tiene un

defecto  en  el  gen  cci];/.  La  confirmaci6n  de  la  mutaci6n  se  realiz6  mediante .el

analisis  del  DNA  gen6mico  proveniente  del  macho  Go  mutagenizado  y  del  cual

Proviene el cromosoma con el gen owl. mutado. Este mostr6 la presencia del mismo

cambiodebasenitrogenadaanteriormentein'encionado.
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Un analisis mas detallado del producto del gen e"j7/cczx/ en la base de datos

Ensembl  mostr6  que  su  transcrito  tiene una  longitud  de  2.610  pb  y  consiste  de 20

exones y  19 intrones.  Este gen,  codifica para una proteina de aproximadamente 85

kD,    compuesta    de    764    residuos    aminoacidicos    y    que    corresponde    a    un

intercambiador   cati6n/prot6n   de   Tipo   11   (£Ation/proton   exchanger   6   CAX),

transportador que ha sido descrito en variados organismos como levaduras (Cagnac y

col,  2007),  plantas  Qlirschi,  1996;  Cheng  y  col,  2003)  y  recientemente  en  el  pez

cebra (Manohar y col., 2010).

Esta   mutaci6n   puntual   en   el   gen   e#iH   convirti6   el   aminoacido   Tyr452

ITirosina 452), en uh cod6n de t6rmino prematuro G7igura 29D). Los resultados de la

predicci6n de segmentos  de transmembrana en base a la secuencia de aminoacidos

codificada por el gen cur/  mostraron que,  a nivel  estructural, la proteina Caxl  esta

constituida  por   13   segmentos   de  transmembrana  y   enlazada  por   12  regiones  o

"loops"    interdominios.    Su    extension    amino    terminal    contiene    la    sefial    de

translocaci6n en la membrana SecY. De esta manera, el transcrito mutante producin'a

una  proteina  estmcturalmente .incompleta  6  truncada,  incluyendo  s6lo  5  de  los  13

segmentos  de  transmembrana junto  con  la  porci6n  amino-teminal  de  la  proteina

Q7igura 29E). La proteina Caxl  mostr6 una alta identidad con otros CAXs de tipo 11.

66% identidad (77% similitud) con otro CAX de tipo 11 en el pez cebra (Cax2), 62%

identidad   (76%   similitud)   a   CAX  tipo   11   de  jrc/7op#s.  y   64%   identidad   (77%

similitud) a CAX de tipo 11 de F!fgri ;7fbrjpes.

Un  analisis  de  expresi6n  del  gen  emJz no fue realizado  durante el  desarrollo

de esta tesis.

Finalmente, la identificaci6n moleci;lar del gen e#iJ? mostr6 que este codifica
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para   el   intercambiador   Ca2+tr  presente   en   el   sistema   de   endomembranas   de

vertebrados. El reconocido papel de este sistema en la regulaci6n de la concentraci6n

citos6lica de los iones Ca2+ y H+ y su relaci6n con eventos tempranos del  desarrollo

sugiere   fuertemente    que    el    gen    em"/ccur/    podria    controlar   la    segregaci6n

ovoplasmica.  Una aproximaci6n  a la  manera  c6mo  participaria  el  producto  del  gen

en 6ste proceso, sera discutida mas adelante.
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Figura  29.  E]  gen  cm«/s/.o«  codifica  para  cacJ,  un  intercambiador  Ca2+AII+  de
tipo  11.  A-C:  mapa  fisico  y  genetico  del  intervalo  e"w/sz.o77  en  el  cromosoma 4  del

pez  cebra.  Basado  en  el  fenotipo  mutante  y  en  el  analisis  de  la  secuencia  del  clon
BAC  (DKEY-180P18)  entre  los  marcadores  ligados  y  polim6rficos  CAn|4  y  CAni5

(8) del intervalo "b" (en verde). 7 genes fueron elegidos como potenciales candidatos
para el  gen em7z  (C).  Las  flechas rojas horizontales  indican  la  localizaci6n y tamafio
de estos genes en relaci6n al clon BAC. D:  Secuencias  de DNA silvestre y del  alelo
mutado em7?.  El  cambio  de base nitrogenada (asteriscos negros),  genera una perdida
del  aminoacido 452 (Tyr452) y la aparici6n de un cod6n de t6rmino prematuro en el
mutante.  E:  predicci6n  de  segmentos  de  transmembrana  de  la  proteina  Caxl   de
acuerdo  a  su  secuencia  de  aminoacidos.  La  proteina  consta  de   13  segmentos  de
transmembrana  (en  rojo)  unidos  por  lazos  localizados  en  la  cara  intema  (Iineas  en
azul)  y   extema  (lineas   en  rosado)  de   la  membrana.   Los   segmentos   encerrados
(cuadrado verde de lineas discontinuas) muestran a aquellos que probablemente estan
ausentes en la proteina traducida en el mutante.
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6. I)ISCUSI0N

La segregaci6n ovoplasmica es un .proceso dependiente del citoesqueleto  por

el cual  organelos y ribonucleoproteinas se separan de los g16bulos los de vitelo y son

ordenadamente     transportados     para     formar     dominios     de     citoplasma     que

posteriormente contribuirdn al  desarrollo y diferenciaci6n del embri6n.  Sin embargo,

el  (los) mecanismo(s) y  las bases gen6ticas por las cuales 6ste proceso es ejecutado,

continrian hasta hoy siendo un misterio.

En el desarrollo de 6sta tesis, se obtuvo nueva y valiosa informaci6n sobre los

eventos  de  la  segregaci6n  ovoplasmica  que  tienen  lugar  en  el  zigoto  y  embri6n

temprano  del  pez  cebra,  entregando  una  descripci6n  detallada  del  patr6n  de  los

movimientos citoplasmaticos y de la organizaci6n de las rutas para el transporte de

determinantes  citoplasmaticos  (Fuentes  y  Femandez,  2010).  De  esta  manera,  se

complementan las observaciones de los primeros pasos de 6ste proceso en el  ovocito

V  y  huevo  07emandez  y  col,  2006).  Ademas,  el  analisis  de  mutantes  de  efecto

matemo,  en que la segregaci6n ovoplasmica esta afectada, constituye una ventajosa

herramienta   para   descifrar   la   manera   qomo   el   producto   de   factores   matemos

controlan    el    tfansito    citoplasmatico    durante    el    desarrollo   temprano    de    los

vertebrados.

6.a. Una red de citoesqueleto junto a motorcs  molcculares estan I)robablemente

involucrados en e[ transporte de ovop]asma llacia e[ b[astodisco

La redistribuci6n y transporte de ovoplasma para formar el blastodisco ocurre

a lo largo de lagunas interconectadas y canales 6 "streamers"  (vcr tambi6n Roosen-

.,

Runge,   1938;  Lewis  y  Roosen-Runge,   1943;  Hisaoka  y  Battle,   1958;  Hsaoka  y

127



Firlit,  1960; Beams y  col.,  1985;  Abrahapr y  col.,  1993; Leung,y  col.,  2000).  Estos

bltimos  corresponden  al  compartimiento` situado  entre  los  g16bulos  de vitelo y  esta

enriquecido    en    inclusiones    citoplasmaticas,    organelos    y    ribonucleoproteinas

Qlisaoka y Firlit,  1960;  Femindez y  col.,  2006).  Ademds,  el  ovoplasma incluye un

ubicuo  citoesqueleto  involucrado  en  el  transporte  de  6stos  componentes  a,eung  y

col.,  2000;  Fernandez  y  col.,  2006;  Fuentes y  Femindez,  2010).  Este citoesqueleto

endoplasmico  muestra  diferentes  tipos  de organizaci6n,  probablemente  asociados  a

su  estado funcional  o  al  resultado  de  su  preservaci6n  durante la fijaci6n  (Fuentes  y

Femindez, 2010). Esta diferencia en la estructura del citoesqueleto podria explicar la

existencia  de  diferentes  tipos  de  lagunas  encontradas  en  el  huevo  del  pez  cebra

Q7emandez y col, 2006).

Los  "str`eamers"   axiales   en   el   zigoto  del   pez  cebra  fueron  descritos  por

primera vez  por Roosen-Runge  (1938)  y  mas  tarde  fueron  considerados  por  otros

autores  como  la  principal  ruta  para  el  transporte  masivo  de  endoplasma  a3eams  y

col.,  1985;  Leung y  col.,  2000).  Los  "streamers" meridionales  constituyen  las  rutas

de mayor velocidad para el transporte de marcadores end6genos y ex6genos y fueron

descritos por primera vez en nuestro trabajo quentes y Femindez, 2010). En 6ste, se

muestra  que el  mRNA  de  vcrs  alcanzaria'tambi6n  el  blastodisco  a lo largo  de  6stos

"streamers"   meridionales   y   que   las   velocidades   alcanzadas   por   microesferas

fluorescentes  a  trav6s  de  ellos.  son  comparables  a  las  alcanzadas  durante  el  flujo

axopldsmico fapido (Grafstein y Forman,1980).

El  papel  de los filamentos de actina en el  movimiento de ovoplasma ha sido

estudiado  mediante video  microscopia de  seguimiento  de  inclusiones,  microesferas

fluorescentes o dextrano en zigotos incubados con drogas que alteran la dinalnica del

128



citoesqueleto.    Resultados    preliminares   han    mostrado    que    el    movimiento    de

ovoplasma hacia el blastodisco, en zigotos incubados en citochalasina 8, es detenido
•`:`

durante  la fase  de movimiento rapido y  ultrafapido,  lo  que  siguiere probablemente
'`

que el  flujo  de  ovoplasma  durante la  estado  lc  es  dependiente del  citoesqueleto  de

actina.    Ademas,    el    vaciamiento    secuencial    de    endoplasma    en    la    direcci6n

animal/vegetal  de  lagunas  de  endoplasma,  por  medio  de  un  flujo  lento  6  rapido,

sugiere la existencia de un sistema de compuertas basado en actina y que controlaria

el   avance  ordenado  de  endoplasma.  La  detecci6n  de  antigenos  de  la  cadena  de

nucleaci6n  de  actina  a  trav6s  de  los  dominios  de  ovoplasma  y  la  incorporaci6n

continua  de  actina  en  el  zigoto  indican  que  hay  un  continuo  recambio  de  actina

durante       la       segregaci6n       ovoplasmica.        Esto       incluiria       eventos        de

polimerizaci6n/despolimerizaci6n  y   nucleaci6n/fragmentaci6n.  Esta  conclusi6n  es

sustentada  por  trabajos  realizados  a  pricipios  de  los  90's  en  Dras'ap*i./c!.  En  este

organismo el gen matemo ch/.hacJee, cuyo producto es la proteina Profilina, regula el

transpor[e citoplasmatico durante la ovog6nesis por medio de su capacidad de unirse

a actina y aumentar la capacidad de 6sta para hacer crecer el polimero (Cooley y col.,

1993;  Verheyen  y  Cooley,  1994).  Este  analisis  en  un  organismo  multicelular de  la

profilina, revel6 que la p6rdida de funci6tn  del  gen impide un c6nstante recambio de

actina monom6rica y por ende la polimerizaci6n  de filamentos  de actina en  c6lulas

nodrizas, confiriendo a la actina un papel.estructural durante el flujo de citoplasma.

Aunque  se  cree  que  la  funci6n  de  los  microttibulos  no  es  importante  en` el

transporte  masivo  de  ovoplasma  en  zigoto  del  pez  cebra  qeung  y  col.,  2000),

nuestros  resultados  mediante  inmunodetecci6n  y  el   de  otros  usando  drogas  que

estabilizan  y  despolimerizan  los  microfubulos,  sugieren  que  6stos  participan  en  el
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transporte  de  componentes  citoplasmaticos  (Jesuthasan  y  Strahle,   1997;   Gore  y

Sampath,    2002;   Nojima   y    col,    2010).    Adicionalmente,    se   ha   reportado   la

participaci6n de microtdbulos en el movimiento rdpido de pequefias inclusiones en el

huevo  activado  del  pez Medaka (Webb ,y  col.,  1995).  Por tanto hay  buenas  razones

para proponer que la segregaci6n ovoplasmica en el zigoto del pez cebra depende de

la  translocaci6n  de  una  red  de  microthbulos  y  filamentos  de  actina  en  la  cual  los

organelos y  determinantes  matemos  se  encuentran  anclados  ¢uentes y  Femindez,

2010).  Queda  por demostrar  de  que  manera los  microthbulos  estarian  involucrados

en el movimiento de ovoplasma.

Un   flujo   fapido   de   endoplasma   hacia  la   regi6n   animal   y   el   lento   de

ectoplasma hacia la region vegetal fueron descritos en el pez cebra por Leung y col.

(2000).  Sin  embargo,  nuestros  hallazgos  en las mismas regiones del  zigoto y  en los

mismos  periodos  de  desarrollo,  muestran  dos  importantes  diferencias:   1)  un  flujo

lento y  rdpido ocurre tanto a lo largo del  ecto y  endoplasma y  2)  el  movimiento de

ectoplasma animal ocurre preferencialmente hacia 61 polo animal. La diferencia entre

las  velocidades  de  transporte  reportadas  por  Leung  y  col.  (2000)  y  las  nuestras,

pueden deberse a que en sus estudios ellos usaron temperaturas mas alias y que en el

caso  del   endoplasma,  monitorearon  el   movimiento  de  fluoroesferas,   en  vez  de

inclusiones    citoplasmaticas.    Un    movimiento    lento    y    rdpido    de    inclusiones

ovoplasmicas tambi6n ha sido reportado'por Abraham y  col.  (1993) en el  huevo del

pez Medaka.  Un mejor conocimiento de c6mo microthbulos y filamentos  de acti.na

participan    en    el    transporte    de    diferentes    organelos   y    mRNAs    durante    la

embriog6nesis  temprana  requiere  explorar  a  m5s   alta  resoluci6n   el   movimiento

',

conjugado  de  organelos,  componentes  del  citoesqueleto  y  mRNAs  marcados  en
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formadiferencial.

Una  caracteristica  importante  del   ovoplasma  del  zigoto  de  la  sanguijuela

Q7emindez  y  col.,  1998)  y  del  pez  cebra  Qremindez  y  col.,  2006;  Nojima  y  col.,

2010)  es la presencia de numerosas mitocondrias.  Muchas  de ellas se nan generado

durante  la  ovog6nesis,  pero  en  la  sanguijuela  hay  evidencia  que  estos  organelos
I

siguen   proliferando   en   el   huevo   y   zigoto.   Resulta.dos   preliminares   en   nuestro

laboratorio  han  mostrado  flujo  de  mitocondrias,  marcadas  con  un  "mitotracker",

desde  el  ectoplasma  al  disco  embrionario  en  el  zigoto  del  pez  cebra,  lo  que  hace

sospechar que estos organelos siguen proliferando, al menos en el ectoplasma. Asi, el

movimiento  de  mitocondrias  marcadas   con   sondas  fluorescentes  representa  una

herramienta valiosisima para el estudio del flujo ovoplasmico y sus relaciones con el

citoesqueleto,   el   cual   podria  ser  visualizado,  junto  a  mitocondrias,   mediante  la

incorporaci6n de sus precursores marcados de manera fluorescente.

El    hecho    que    durante    diferentes    periodos    del    desarrollo    inclusiones

citoplasmaticas y marcadores ex6genos se mueven a diferentes velocidades sugieren

la  participaci6n  de  motores  moleculares  asociados  a  microthbulos  y  filamentos  de

actina  `en   el   transf)orte   de  organelos  y   mRNAs.   No  parecen   existir  diferencias

importantes  en  la  estructura  del  citoesquelto  en  las  diferentes  rutas  de  transporte

como  lagunas  de  endoplasma y  "streamers".  Las  diferencias  de velocidad  podrian

depender  de  motores   moleculares   disponibles  para  el   transporte,   en  un  tiempo

determinado.    Los   resultados   obtenid6s   por   inmunofluorescencia   de   rutas  `de

transporte e inmunoblots de extractos de zigotos, junto a lo reportado por Becker y

Hart (1999),  indican la existencia de motores moleculares asociados al  citoesqueleto

en el pez cebra, perQ no dan cuenta de su funcionalidad. Los resultados obtenidos en
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los  ensayos  de funcionalidad  realizados  durante  el  desarrollo  de  6sta tesis  s6lo  dan

cuenta que motores moleculares  como la dineina citoplasmatica,  kinesina y miosina

11   esfan   presentes   y   podrian  jugar   un   papel   relevante   en   el   movimiento   del

citoesqueleto,    transporte   de   organelos   y    determinantes    maternos    durante   la

segregaci6n ovoplasmica.  Sin embargp, Ia funci6n de cada uno d? estas moleculas en

el  flujo  de  ovoplasma  requiere  de  informaci6n  adicional.  Conocer  la  polaridad  de

microthbulos  y  filamentos  de  actina  y  ensayos  de  motilidad  !./I  `Ji./7.a  ayudarian  a

dilucidar lo anterior.

6.b. El transporte rfpido de endoplasma estf asociado a la contracci6n de actina

y a la formaci6n de "streamers" largos

La incubaci6n de zigotos en citochalasina 8 bloquea la contracci6n del anillo

de  actina,  formaci6n  de  "streamers"  largos  axiales  y  el  flujo  rdpido  de  ovoplasma

a{atow,   1983;  Leung  y  col.,  2000;  Fuentes  y  Femindez,  2010).  Basado  en  sus

resultados,  Leung y  col.  (2000)  propusieron  que la contracci6n de un  anillo cortical

de  actina  seria  el  motor  que  dirige  el  flujo  ripido  de  endoplasma  y  por  ende  la

segregaci6n  ovoplasmica.  Sin  embargo,  la  droga  puede  tener  tambi6n  afectada  la

integridad de los filamentos de actina endoplasmicos provocando que la formaci6n

de "streamers"  no  se lleve a cabo y  esto contribuiria al  bloqueo del  flujo fapido de

endoplasma.  Esta conclusion es avalada por los resultados obtenidos en este trabajo,

donde  se muestra  que  la  organizaci6n  de las  lagunas  de  endoplasma  es  un  proceso

dependiente de actina.                                      I '

La  contracci6n  del  anillo  de  actin.a  esfa  asociada  con  el  aumento  de  calcio

libre  citos6lico  6  intracelular ([Ca2+]i)  en  I.;' base  del  blastodisco,  fen6meno  que  es
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iniciado en el  sitio de entrada del  espermatozoide y  que posteriormente se propaga

hacia el  polo vegetal  ¢ee y  col.,  1999;  Sharma y Kinsey,  2008),  presumiblemente

activando  a la cadena liviana de la miosina 11  Qeung y  col.,  2000).  Un mecanismo

similar  puede  estar  involucrado  en  la  contracci6n  de  un  citoesqueleto  de  actina

intemo, propuesta que es avalada por recientes hallazgos que indican que una onda

de calcio libre se mueve lentamente hacia el polo vegetal a trav6s del endoplasma del

zigoto  despu6s  de  la  activaci6n  (Sharma  y  Kindsey,  2008)  y  por  la  presencia  de

miosina 11  en  lagunas  de  endoplasma y  "streamers"  reportada  en  este trabajo.  Hoy

sabemos   que   el   aumento   del   [Ca2+]i   mediado  por  IP3   es   regulado   por  el   gen

brdAj7;77p J, el cual es requerido para una correcta activaci6n del huevo que incluye a

la   segregaci6n  de  ovoplasma  (Mei   y   col.,   2009).  Futuros   estudios   revelafan  la

manera c6mo 6ste gen regula el  aumento de [Ca2|i a trav6s de el  o de sus blancos

durante la segregaci6n ovoplasmica.

En  conclusi6n,  filamentos  de  actina  ectoplasmicos  y  endoplasmicos  pueden

participar  en  el  movimiento  rapido  de  ovoplasma.  Aunque  se  ha reportado  que  e]

movimiento  de  fluoroesferas  y   determinantes  matemos  dorsales  a  lo  largo   del

ectoplasma  depende   de  microthbulos  y  kinesina  I  (Jesuthasan  y   Strahle,   1997;

Nojima y col, 2010),  la funci6n y propiedades de 6ste componente del citoesqueleto

y sus proteinas asociadas en el zigoto del pez cebra, permanecen ignoradas.

6.c. Movimiento de ectop]asma animal, pero no vcgeta], hacia el b]astodisco

La  existencia  de  un  flujo   de   ectoplasma   en   la  direcci6n   animal/vegetal

durante la fase rdpida de la segregaci6n  ovoplasmica en el. zigoto  del  pez  cebra fue

propuesta por primera vez por Leung y  c-6i.  (2000).  De  acuerdo  a 6stos  autores,  el
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ectoplasma   que   se   mueve   hacia   el   polo   vegetal   retomaria   al   blastodisco   via

"streamers"   axiales.   Los  experimentos  reportados  en   esta  tesis,   no  suministran

evidencia  de  6ste  circuito  ovoplasmico.  Por  el  contrario,  se  encontr6  que  habia un

movimiento   de   microesferas   fluorescentes   6   inclusiones   citoplasmaticas   desde

lagunas` de  endopla;rna  hacia  el  ectoplasma  animal  o  desde  el  ectoplasma vegetal

hacia  "streamers"  meridionales.  Esto,  se  puede  tomar  como  evidencia  de  que  el

movimiento cortical hacia el polo animal ,de microesferas fluorescentes (ver tambi6n

Jesuthasan  y  Strahle,1997),  inclusiones  ovopldsmicas.y  determinantes  maternos,

como vac Qlowley y Ho, 2000; Knaut y Col., 2000; Pelegri, 2003) ocurre a lo largo

de "streamers" meridionales.

La existencia de un movimiento de ectoplasma animal  sugiere que 6ste debe

ser mantenido durante etapas tempranas y tardias de la segregaci6n ovoplasmica por

transferencia de endoplasma desde la esfera de vitelo. Esto puede ser demostrado por

la  presencia  de  interconecciones  transitorias  entre  el  ecto  y  endoplasma,  las  que

permitirian    a   organelos   y   ribonucleoproteinas    cambiar   de   rutas   durante   su

movimiento (Fernandez y  col.,  2006;  Fuentes y Femindez,  2010).  La intermitencia

de 6stas interconecciones sugiere la existencia de mecanismos que regulan el flujo de

ovoplasma entre rutas que transportan a diferentes velocidades.

Futuros  estudios  sobre  esta materia serin de gran  importancia para conocer

como  mRNAs  matemos  y  organelos  alcanzan  el  blastodisco  6, blastodermo  en  un

lugar y tiempo determinado.
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6.d. Los "streamers" como rutas de transporte de mRNAs hacia el blastodisco

La  nueva  metodologia  para  hibridaci6n  i.#  sj.fzi  de  mRNAs  aplicada  en  este

trabajo  en  comparaci6n  al  procedimiento  utilizado  por  otros,  mostr6  ventajas,  en

t6minos de obtener iina mejor preservaci6n de la estructura del zigoto y resoluci6n

de la serial.  Asi,  los  resultados de la distribuci6n de grc sugieren que este transcrito

no solo se mueve al  polo animal  en el  estado V del ovocito (Bally-Cuif y col.,1998)

sino que tambi6n lo haria en el zigoto temprano a lo largo de "streamers" cortos y en

el  tardio  a  lo  largo  de  "streamers"  axiales.  La  distribuci6n  del  mRNA  de  sq/  es

similar a la  de grc y  por lo tanto los "st'reamers"  cortos y  axiales pueden tambi6n

constituir  su  principal   ruta  de  transporte  hacia  el  blastodisco.   Por  lo  tanto,   los

mRNAs de arc y sigf probablemente alcanzan el blastodisco a lo largo de "streamers"

cortos y largos axiales usando los mecanismos de transporte lento y rapido.

Mediante el  tratamiento de zigotos con  drogas  que  afectan  el  citoesqueleto,.

Gore y  Sampath (2002) mostraron que s'g/ es trasladado despu6s de la activaci6n del

huevo  en  un  proceso  dependiente  de  microthbulos  y  no  de  filamentos  de  actina.

Zigotos tratados con latrunculina 6 citochalasina 8  no foman "streamers" axiales y

ademas muestran un endoplasma desorganizado. Por lo tanto, sg/ se moveria hacia el

polo  animal   por  microtdbulos  presentes  a  lo   largo  de  desorganizadas  y  memos

eficientes lagunas de endoplasma. Esto explicaria la reducida acumulaci6n de sgf en

el blastodisco de zigotos tratados con latrunculina A (Gore y Sampath, 2002).

La   distribuci6n   de   vcis   sugiere   que   este   transcrito   se   mueve   hacia `el

blastodi`sco  no  solo  por  el  ectoplasma  (IIowley  y  Ho;  Knaut y  col.,  2000;  Pelegri,

2003) sino que tambi6n a lo largo de "streamers" meridionales. Durante el transporte

.,

lento  vtrs  se   distribuye  y   mueve  al   blastodisco  a  lo  largo   del   ectoplasma.   Sin

I
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embargo,    durante    el    transporte   rdpido   nuestros   resultados    suSeren    que   la

localizaci6n  del  transcrito  a  lo  largo  del   ectoplasma  y  "streamers"  meridionales

puede ser un indicador que ijcr`s' puede ser transportado simultaneamente a lo largo de

dos   diferentes   mtas   de  transporte  y   a  velocidades   distintas.   Esto  tambi6n   seria

posible  para  otros  transcritos  componentes  del  plasma  germinal  como  dec7d  eHCJ

(d7?d),  /7cr#as/  (Was/)  y  dcra-/i.ke  (dzD,  qiie  al  igual  que  tJcrs.  serian  transportados  al

blastodisco por una ruta cortical (Theusch y col., 2006).

Un mayor conocimiento de las rutas para el transporte de transcritos matemos

podria  ser  abordable  con  el  uso  j.j7  vi.vo.  de  mRNAs  marcados  (Gore y  col.,  2005;

Clark y col., 2007).

6.e. Pu]saciones en el zigoto y embri6n temprano de[ pez cebra

Pulsaciones  ham  sido  por  primera  vez  reportadas  en  el  zigoto  y  embri6n

temprano  del  pez  cebra  por Fuentes  y  Femindez  (2010).  La  gran  mayoria  de  las

pulsaciones son rdpidas,  de alta frecuencia y bloquedas por la incubaci6n de zigotos

en  citochalasina  8  o  latrunculina  8,  sugiriendo  la  participaci6n  de  filamentos  de

actina  en  este  fen6meno.  El  hecho  de  que las  pulsaciones  pueden  ocurrir  antes  del

ensamblaje  y  contracci6n  del  anillo  de  actina  o  durante  la  fase  de  relajaci6n  del

mismo,   indican   que   el   anillo   de   actina  no   participa  en   su   dininica  y   que   el

citoesqueleto  de  actina  endoplasmico  podria  estar  involucrado.  Adicionalmente,  la

asimetria  de  las  pulsaciones  con  respecto  al  eje animal/vegetal  fuertemente  sugiere

que 6stas podriin ser generadas  por la  altemada contracci6n  de "sets"  opuestos de

filamentos   de   actina   que   corren   a   lo   largo   de   las   lagunas   de   endoplasma   y
I

"streamers".    Aunque   las   pulsaciones   constituyen   un    interesante   y    llamativo
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fen6meno  de  deformaci6n  celular,  su  funci6n  en  la  segregaci6n  ovoplasmica  es

incierto.  Por  un  lado,  es  posible  que  las  pulsaciones  permitan  la  entrada  de  muy

pequefios componentes ovoplasmicos, como ribonucleoproteinas al blastodisco o que

participen   en   la   redistribuci6n   de   dominios   ovoplismicos.   Por   otro   lado,   las

pulsaciones podrian estar involucradas en el  cierre y apertura de las interconecciones

entre  lagunas  y  "str.earners"  con  el  ectoplasma  y  podrian  ser  gatilladas  por  debiles

ondas  de  [Ca2+]i,  las  cjales ya  han  sido  detectadas  en  el  endoplasma  del  pez  cebra

(Sharma y Kinsey, 2008).

6.f. Mutantes de efecto materno para el 'estudio de [a segregadi6n ovop[£smica

Muchos  laboratorios,  alrededor  del  mundo  ham  elegido  al  pez  cebra  como

organismo  modelo  para  el   estudio  de  dn  gran  variedad  de  procesos  biol6gicos

@riever y col.,  1994), lo que lo posiciona como un excelente sistema para el estudio

de la biologia reproductiva en vertebrados.

Durante estados mas tempranos del desarrollo de vertebrados e invertebrados

ocurren   numerosos   procesos   dependientes   de   factores   codificados   por   genes

matemos y  depositados en el  ovocito durante la ovog6nesis. En mutantes de efecto

matemo,  estos genes estan alterados y su utilizaci6n para el estudio de los procesos

tempranos del  desarrollo, resulta ser una valiosa herramienta para dilucidar las bases

gen6ticas y  moleculares  que gobieman  la embriog6nesis temprana.  De inteies para

este trabajo fue el  de contar con una clase de mutantes de efecto matemo en el pez

cebra que exhiben alteraciones en el proceso de segregaci6n ovoplasmica.
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6.f.1. E] gen b«cky ba// y el establecimiento de la identidad animal en el ovocito

En el afro 2008, Marlow y Mullins describieron las anomalias provocadas por

la    mutaci6n    de   efecto    matemo   bl/cky    bcr//   (b!/c)    durante   la    ovog6nesis   y

embriog6nesis  temprana.  Mediante  ensayos  de  hibridaci6n  /./7  s7./«,  examinaron  la

localizaci6n de mRNAs marcadores del polo animal y vegetal durante la ovog6nesis

del  mutante.  Por  ejemplo,  un  marcador  del  polo  animal  como pow2  se  encuentra

inicialmente  distribuido  a  trav6s  del  citoplasma  del  ovocito  I,  tanto  silvestre  como

mutante.  En  el  ovocito  H  silvestre,  poi/2  comienza  a  distribuirse  asim6tricamente

para finalmente localizarse  en  el  polo animal,  en el  ovocito Ill.  En ovocitos 11 y Ill

del  mutante  b#c,  poi!2  se  localiza  en  mdltiples  dominios  a  trav6s  de  la  corteza.

Resultados similares se obtuvieron al  analizar transcritos que set localizan en el polo

vegetal del ovocito. De estos resultados 6oncluyeron que existia un claro defecto en

la   polaridad   del   ovocito   y   en   la   localizaci6n   animal   de   mRNAs   durante   la

ovog6nesis.  De  esta  manera,  no  se  generaria  un  eje  animal/vegetal  y  ocurriria una

expansi6n  radial  de  la  identidad  animal  (Dosch  y  col,  2004;  Marlow  y  Mullins,

2008).

Estos   hallazgos   demostraron   que   el   gen   bi/cky   bcr//   actha   durante   la

ovog6nesis temprana regulando la polaridad del ovocito y que la proteina Bucky ball

@uc) es requerida durante la ovogenesis para la localizaci6n de transcritos matemos

en    los    dominios    animal/vegetal    del    ovocito,    por   medio    de   un    mecanismo

interdependiente.   Buc   especificaria   la   identidad   vegetal   localizando   transcrit`os

"vegetales"   en   el   polo  vegetal   y   restringiria  la   identidad   animal   excluyendo   a

transcriptos "animales"  en  el  polo animal.  Asi,  se generaria polaridad  en  el  ovocito

temprano Q4arlow y Mullins, 2008).
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Otro aspecto importante es,  que en ausencia del  gen bwcdy; bcr// no se foma

una  estructura  determinante  de  la  polaridad  denominada  cuerpo  de Balbiani.  Este

corresponde   a   un   agregado   de   mitocondrias,   reticulo   endopldsmico   y   plasma

germinal  que  se  encuentra  adyacente  a  la  vesicula  germinal,  en  el  estado  I  de  la

ovog6nesis  (Marlow  y  Mullins,  2008;  Bontems  y  col.,  2009;  Gupta  y  col.,  2010).

Posteriormente,  el  cuerpo  de  Balbiani  se  mueve  hacia  el  polo  vegetal  del  ovocito,

localizando  mRNAs  de  la  linea  germinal  en  dicho  lugar.  Ovocitos  mutantes  bwc

muestran ausencia del cuerpo de Balbiani, por lo tanto, se requiere de la proteina Buc

para su formaci6n. Hoy conocemos la naturaleza del gen bwcky ZJcrJ/ q3ontems y col.,

2009), cuya secLencia se encuentra localizada en el cromosoma 2, y codifica para un

producto   de   1.917   pb   que   presenta  un   motivo  muy   conservado   de   secuencia

amonoacidica  que  no  tiene  homologia  con  otros  dominios  de  proteinas  conocidas.

Futuros  estudios  de  la  estructura  de  la  proteina  Buc,  podrian  dar  cuenta  de  su

funcionalidad.

En resumen, la proteina Buc juega un importante papel en la organizaci6n del

plasma  germinal  durante  la  ovogchesis.  Durante  este. periodo,  la  proteina  Buc  se

localiza   en   el   cuerpo   de   Balbiani,   donde   actha   rio   arriba:    1)   reclutando   los

componentes  del  plasma  germinal  como  vas,  ijos/  y  cdrz/  en  el  polo  vegetal  y  2)

inhibiendo la localizaci6n temprana de su propio mRNA y el  de otros como/orfJJ,

1Jg/JZBP en el  polo animal  del ovocito Ill (Marlow y Mullins,  2008; Bontems y col.,

2009). No sabemos si  despu5s de este estadio el mRNA de b!ic es redistribuido en. el

zigoto,  solo sabemos que 6ste transcrito se encuentra distribuido uniformemente en

los  blast6meros  del  embri6n  de  4  celulas  y  que  la proteina Buc  se  localiza  en  los

JEI

extremos  distales  de  los  surcos  de  clivaje,  convirti6ndose  en  otro  marcador  del
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plasma geminal @ontems y col., 2009; Nojima y col., 2010).

Por lo tanto, un estudio del transporte del mRNA de b#c durante el desarrollo

temprano  completaria nuestro  conocimiento  sobre  la  distribuci6n  de  6ste producto

96nico entre la ovog6nesis y la embriog6nesis temprana.

6.f.2.  Una  expansi6n  de  la  identid.id  animal  en  el  mutante  bHc  tiene  como

consecuencia un cambio en ]a direcci6n de] flujo de ovop]asma

Del  analisis  realizado  durante  el  desarrollo  temprano  del  mutante  bz/c  se

puede  concluir  que:  a)  durante  la fase  de  flujo  rapido  de  ovoplasma los  canales  de

transporte    se    organizan    radialmente    en    vez    de    axialmente,    provocando   la

acumulaci6n    de   ovoplasma   en   varios   sitios   perifericos    qiie   constituyen    los

pseudoblastodiscos,  b)  que  los  "streamers"  se  extienden  centrifugamente  desde un

foco  central  de  ovoplasma  que  corresponde  al  cuerpo  fenestrado,  y  c)  durante  las

primeras     horas     de     desarrollo,     el     prondcleo    masculino    incluido     en     cada

pseudoblastodisco   sufre   sucesivas   divisiones   celulares,   situaci6n   que   sugiere   el

establecimiento  de  ciclos  celulares  haploides.  El  cambio  en  la  simetria y  direcci6n

del  flujo  de  ovoplasma  es  otro  defecto  causado  por  la  mutaci6n.  Asi,  la  simetria

bilateral y el  flujo,bidireccional  de ovoplasma en el zigoto silvestre se convierten en

simetria radial y flujo multidireccional de ovoplasma en el mutante b#c.

El  hecho  que en  el  zigoto  b#c el  ovoplasma se  segrega radialmente,  guarda

relaci6n  con  la  expansi6n   de  la  polaridad  animal   observada  en   el   ovocito  b#c

Q4arlow y Mullins, 2008). Es posible que la mutaci6n afecte de manera indirecta la

direcci6n  en  que  se  organiza  la  red  citoesquel6tica  @ecker  y  Hart,   1996;   1999;

Leung y col., 2000; Mei y col., 2009; Fuentes y Femindez, 2010).

140



La reciente identificaci6n molecular del gen mcrgeJ/c[" (#1g7?), que codifica en

ct pez. cchra piL[a, un "microtubule aclin crosslinkingfactor 1 (maofly' , proteir\a. de la

familia  de  las  espectroplaquinas  que  permiten  la  interacci6n  entre  microthbulos  y

filamentos de actina, ha dado los primeros indicios  del  papel  del  citoesqueleto en  el

establecimiento del  eje animal/vegetal  en el  ovocito durante la ovog6nesis (Gupta y

col.,  2010).  La deleci6n  provocada por la mutaci6n  del  gen  »Ig77/nlc]c/I  genera  una

proteina  trunca  que  ha  perdido  su  dominio  de  union  a  microthbulos,  pero  no  su

dominio de uni6n a filamentos de actina. El mecanismo por el cual la proteina Macfl

participa  en  el  transporte  de  organelos y  mRNAs  permanece  desconocido,  pero  la

presencia   de  una  red   interconectada   de  microthbulos   y   microfllamentos   en   el

citoesqueleto intemo del ovocito, huevo y zigoto (Fuentes y Femindez; Gupta y col.,

2010),  sugiere  un  papel  del  gen  mg7.,  rio  abajo  de  I)wc,  en  la  regulaci6n  de  una

interacci6n entre microfubulos y filamentos de actina requerida para la segregaci6n

ovoplasmica en el  ovocito y posteriormente en el zigoto. Esta idea es sustentada por

nuestro  reciente  hallazgo  Guentes  y  Fernindez,  2010),  sobre  la  intima  interacci6n

entre microthbulos y microfilamentos en la red citoesqueletica del zigoto.

Otra   manifestaci6n   de   que   el   mutante   bz„   ha   sufrido   una   importante

modificaci6n   en   el   establecimiento   de   ejes   de   polaridad   se   relaciona   con   las

caracteristicas de las pulsaciones en el zigoto y embri6n mutantes.  Si, mientras en el

zigoto  y  embri6n  temprano  silvestre  las  pulsaciones  ocurren  a  lo  largo  del  eje

animal/vegetal  y  en  general  son  de  alta  frecuencia,  en  el  mutante  son  radiales  y  el

cuerpo   fenestrado   se   deforma   en   la   misma   direcci6n.   Concomitantemente,   los

pseudosblastodiscos,  repartidos  en  la  periferia  del  zigoto,  pulsan  con  las  mismas

caracteristicas.  Estos  movimientos  de  defo'rmaci6n  observados  en  el  mutante  a  lo
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largo de "streamers" radiales, junto con la misma direcci6n del flujo de ovoplasma

hacia  la  periferia,  hacen  suponer  la  existencia  de  sefiales  presentes  alrededor  del
\

zigoto   en   puntos   ect6picos   generados   a   causa   de   la   mutaci6n   que   dirigen   la
I,

organizaci6n del citoesqueleto hacia dichos puntos. Un efecto directo de la mutaci6n

bz" en la polaridad del ovocito se relaciona con la formaci6n de la micropila, sitio de

entrada  del  espermatozoide  (Hart  y  Donovan,   1983;  Wong  y  Wessel,  2006).  La

mutaci6n  del  gen  bwc  genera  numerosas  micropilas  ect6picas  alrededor  del  huevo

Q4arlow  y  Mullins,  2008)  y  esto  produce  poliespermia.  Esta  es  otra  importante

manifestaci6n de la expansi6n de la identidad animal en el ovocito mutante.

No   se  pueden   descartar  funciones   adicionales   (o   efectos   indirectos)   del

producto de 6ste gen que atin no ham sido descubiertas y que probablemente guardan

relaci6n con mecanismos  de transducci6n de sefiales asociados  a la micropila y  que

ocurren despu6s de la fecundaci6n y activaci6n del huevo. Los referidos mecanismos

incluirian  la participaci6n  de mol6culas de la familia de la fosfolipasa C  PLC),  asi

como tirosinas-quinasas de la familia de las Src,  que acthan rio arriba de la PLC. La

actividad de 6stas proteinas  ha sido observada en muchos organismos, incluyendo al

pez cebra  (Wu y Kinsey,  2002;  Kinsey y  col.,  2003;  Sharma y Kinsey,  2006).  La

distribuci6n    de   las    proteinas    Src   esta   polarizada   en   la   corteza   del    huevo,

especificamente en el sitio de entrada del espematozoide y su actividad es gatillada

por  la  fecundaci6n  (Shqrma  y  Kinsey,  2006;  2008).  Por  lo  tanto,  una  cascada  de

sefializaci6n   mediada  por  estas  proteinas  que  tienen   dentro  de  sus  efectores   a`l

citoesqueleto de actina y la regulaci6n de la liberaci6n de [Ca2+]i, podria ser activada

en  cada una  de  las  micropilas  presentes  en  la  periferia  del  zigoto.  Esto  provocan'a

una  reorganizaci6n  del   endoplasma  y  la  f'ormaci6n  de  canales  de  transporte  6
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"streamers"  hacia cada micropila. Un analisis de la propagaci6n de ondas de [Ca2+]i

en  el  zigoto  mutante  b#c,  avalaria  6sta hip6tesis  y  contribuiria  a  comprender este

Proceso.

6.f.3. E] gen c#z» y su papel en e] transporte de ovop]asma y en la dcterminaci6n

del eje dorsal

El  mutante de efecto matemo e#lz//sJ.oJ? (emJ?) fue aislado y  mapeado en una

bdsqueda  de  factores  matemos  involucrados  en  el  control  g6nico  matemo  de  los

procesos  tempranos   del   desarrollo.  De  acuerdo  al   fenotipo  observado,  em#  fue

clasificado inicialmente como un mutante deficiente en la activaci6n del huevo y en

la  segregaci6n  de  citoplasma  @osch  y  col.,  2004).  El  resultado  del  analisis  del

fenotipo de este mutante muestra que la mutaci6n aparentemente no genera defectos

en  la  activaci6n  del  huevo,  pero  si  en  la  segregaci6n  ovopldsmica.  Una  primera

respuesta  a  la  activaci6n  del   huevo   del   pez  cebra  es  la  exocitosis  de  grdnulos

corticales. Esto favorece a la expansi6n del corion, como consecuencia de la entrada

de agua. Por otro.lado, la organizaci6n y dininica del citoesqueleto de actina cortical

permite  la  fusi6n  de  gfanulos  corticales  a  la  membrana  plasmatica  y  la  posterior

recuperaci6n de la membrana de los granulos por endocitosis @ecker y Hart,  1996).

La   organizaci6n   del   citoesqueleto   de   actina   cortical   en   el   mutante  no   mostr6

diferencias con la del zigoto silvestre.

Durante  el  desarrollo  temprano  del  mutante  emH,  se  enconfro  una  marcad`a

alteraci6n  en  el  transporte  de  citoplasma  (ovoplasma). hacia  la  regi6n  animal  del

zigoto, proceso que es dependiente del citoesqueleto y que forma parte del fen6meno

de segregaci6n ovoplasmica.  Transporte de endoplasma hacia el  polo animal  durante
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el estado  lb pareciera no ocurrir en el mutante pero si parece posible un transporte a

lo   largo   del   ectoplasma   animal   como   lo   indican   hibridaciones   7.»   si.fu.   Dos

interpretaciones  se  desprenden   de  lo  anterior:   1)  la  opacidad  probablemente  no

permite la visualizaci6n de "streamers"  en  el  zigoto mutante y 2) el  establecimiento

de mecanismos altemativos para el transporte de determinantes citoplasmaticos hacia

el blastodisco, ya que en ausencia de rutas para el  transporte de endoplasma hacia la

region  animal,  permanecerian  activas  rutas  de  transporte  a  trav6s  del  ectoplasma

07uentes y Femandez, 2010). Esto es avalado por el hallazgo de una gran cantidad de

microthbulos  en  el  ectoplasma,  alrededor  de  la  esfera  de  vitelo  y  la  presencia  de

mRI`IA   de   sqf   en   el   ectoplasma   animal,   probablemente   movi6ndose   hacia   el

blastodisco.  Durante  el  estado  lc,  Ia  reorganizaci6n  del  endoplasma y  citoesquelto

permiten una tardia formaci6n  de "streamers"  para el  traslado  de ovoplasma.  Estas

rutas   de  transporte  persisten  durante  la  embriog6nesis  temprana,   por  lo  que  el

ovoplasma   continda   siendo  transportado   en   6ste   pen'odo.   Estos   defectos   en   el

mutante  conllevan  a  la  formaci6n  de  un  blastodisco  y  blast6meros  de  reducido

tamafio,  originindose  un  einbri6n  ventralizado  cuyo  desarrollo  se  detiene  un  dia

despu6s de la fecundaci6n.

La  determinaci6n   del   eje  dorso/ventral   en   el   pez  cebra  depende   de  la

translocaci6n   de  una  sefial   dorsal   localizada  en  la  regi6n  del   polo  vegetal   del

embri6n temprano Q4izuno y col.,  1996; Ober y Schulte-Merker,; 1999). Gore y col.

(2005) reportaron que el mRNA matemo de sg/ es requerido como determinante da

la  identidad  dorsal   en  el  pez  cebra.   Ademas,   es  conocido  que  este  mRNA  es

transportado hacia el blastodisco a lo largo de microthbulos,  lo que fue confirmado

con la identificaci6n molecular del gen fch4;ebJ. (/¢#) que codifica para Sintabulina,
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proteina que interactha con la cadena pesada de la kinesina I matema 6 Kif5b en el

pez   cebra.   Esta  proteina  junto  a  los  microthbulos,   serian   los   responsables   del

transporte de sqf y  otros mRNAs,  para la deteminaci6n  de  la identidad dorsal  del

embri6n (Gore y Sampath, 2001; Nojima y col., 2010).

Del analisis espacio-temporal de los mRNAs de arc, sig/ y vet en el mutante

emH se puede concluir que en embriones medianamente avanzados, los mRNAs son

detectados    en    lagunas    de    endoplasma    indicando    que    estan    detenidos    o

movilizindose     hacia     el     blastodermo,     mientras     que     transcritos     matemos

determinantes  del  eje ventral  del  embri6n  probablemente lo hacen  antes,  ya que  se

encuentren  localizados  mas  cercanos  al  blastodisco.  Esto  corrobora la retenci6n  de

ovoplasma, en un sistema en que la segregaci6n 9voplasmica ha sido afectada.

En  conclusion,  un  arreglo  lineal  de microthbulos  ectoplasmicos  en  la esfera

de  vitelo  (Jesuthasan  y  Stranle,  1997;  Nojima y  col.,  2010), junto  con  una  red  de

microthbulos   en   las   lagunas   de   endoplasma   (Fuentes  y   Femandez,   2010)  y   la

participaci6n  de  motores  moleculares  (Gupta  y  col.;  Nojima  y  col.,  2010)  serian

requeridos   para  el   transporte   de   deteminantes  matemos   indispensables  para  la

formaci6n de un eje dorsal, desde la esfera de vitelo hacia la presuntiva regi6n dorsal

del  embri6n  en  el  blastodisco o blastodermo.  Asi,  nuesfro analisis de las  anomalias

en  el  mutante  emH  sugiere  que  este gen  controlan'a  la  segregaci6n  ovoplasmica  a

trav6s del citoesqueleto.
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6.f.4. Posible papel del gen c#IH/cacJ en el control de la segregaci6n ovoplasmica

En  esta tesis  se ha  caracterizado  el  fenotipo dei  mutante  de  efecto  matemo

c#iii/b.i.or (cm/1). De acuerdo a esto, la mutaci6n fue agrupada dentro de aquellas que

afectan genes  matemos  que regulan  la ,segregaci6n  ovoplasmica y no  la activaci6n

del   huevo   mediada   por   la   exocitosis   de   grinulos   corticales   como   se   habia

originalmente reportado @osch y col., 2004).

Mediante  clonamiento posicional  se  logr6  identificar el  locus cmj] y  de  esta

manera se pudo conocer la naturaleza molecular del gen. La alteraci6n causada por la

mutaci6n afecto el  gen cczx:/, un intercambiador cati6n/prot6n de tipo 11 (gAtionAI+

e2£chager  6  CAX)  ya  caracterizado  en  otros  organismos,  entre  ellos  el  pez  cebra

Q4anohar y col., 2010). De a acuerdo a los descrito por Manohar y col.  (2010), carJ

es  requerido  para  el  desarrollo  de  la  crestas  neurales.  En  este  caso  la  p6rdida  de

funci6n `del   gen  mediante  el  uso  de  oligomorfolinos  provoca  alteraciones  en  la

pigmentaci6n, desarrollo de la mandibula y reducci6n de la expresi6n de marcadores

de cresta neural  en los embriones microinyectados.  solo un CAX de tipo 11 ha sido

funcionalmente     caracterizado     en     eucariontes,     el     transportador     Vnxl      en

Slcrcchcrro#i}7ces  cercvJ.sz.cre  (Cagnac  y  col.,  2007).  Estudios  del  papel  de  Vnxl  y  la

localizaci6n subcelular del transpoliador en levaduras indican: a) una contribuci6n en

procesos    de    sefializaci6n    de'    Ca2+    que    esta    dentro    de    un    compartimiento

endomembranoso distinto a la vacuola, el reticulo endopldsmico y b) regulaci6n del

pH intracelular (pHi) (Cagnac y col., 2007; Manohar y col., 2010).

Aunque   se  creia   que   este  tipo   de   transportador  no   estaba   presente   en

animales, un analisis de secuencias gen6micas identific6 a miembros del subgmpo de

CAX  del  tipo  11  en  un  amplio  rango  de ';nimales  que  incluyen  al  erizo  de  mar,
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algunas especies de peces y jFc#ap#s: /acv/.s, pero excluye a los mamiferos (Shigaki y

col., 2006). Hay escasa informaci6n sobre la bioquimica y fisiologia de las proteinas

CAX de tipo 11 en animales.

Sabemos  que  muchos  de  los  procesos  del  desarrollo,  desde  la  fecundaci6n

hasta   el   "patterning"   embrionario   y   la   organog6nesis   involucran   sefializaci6n

mediada por Ca2+ (Webb y Miller,  2006; Whitaker,  2006).  Si  bien,  muchos de 6stos

procesos ham sido bastante estudiados,  la manera como el transporte y  la regulaci6n

de la concentraci6n intracelular de 6ste i6n por sus transporiadores, es grandemente

ignorada.  Asi,  el  mutante  em/I  resulta  ser  una valiosa  herramienta  para  estudiar  la

funci6n de los transportadores CAX en el desarrollo temprano de vertebrados.

Una primera aproximaci6n basada en los estudios realizados con el  mutante

e"j]   sugieren   que   la   alteraci6n   del   gen   provocaria   dramaticos   cambios   en   la

homeostasis   de.[Ca2+]i,   lo   que   influiria   en   la   frecuencia   de   los   eventos   de

deformaci6n  del  zigoto,  como las  pulsaciones y  una deficiencia en  la formaci6n  de

"streamers", procesos dependientes del citoesqueleto de actina Q7uentes y Femandez,

2010). Por otro.lado, y en base a la naturaleza del gen e#]#/ccur/, no se puede obviar

el papel  que tendrian cambios en la regulaci6n del pH por causa de la mutaci6n.  La

regulaci6n de 6stos iones ha sido estudiada en un ntimero reducido de especies y  se

ha encontrado que juntos controlan muchos de los procesos metab6licos que tienen

lugar despu6s de la fecundaci6n y activaci6n del huevo. Por ejemplo, tanto en huevos

de  erizo  de mar como  de .YeHopi/s,  se ha  demostrado  que una respuesta  inmediaia

despues  del  contacto  del  huevo  con  el  espermatozoide,  es  un  aumento  de  [Ca2+]i,

fen6meno  que  es  seguido  por  una  alcalinizaci6n  del  citoplasma  del  huevo.  Esto

sugiere una interdependencia entre Ca2+ y H+ para el control  de la sintesis de DNA y
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proteinas, asi  como de los movimientos citoplasmaticos (Winkler y col.,  1980; Rees

y  col.,   1995;   Carroll  y  col.,  2000).  Por  lo  tanto,  una  p6rdida  de  la  funci6n  del

transportador Ca2+/HJ. tendria como consecuencia un desbalance i6nico desfavorable

al metabolismo del huevo durante la embriog6nesis y probablemente tambi6n durante

la ovog6nesis.

De  lo  anteriomente   discutido   surge  la   siguiente   pregunta:   4Cual   es  la

relaci6n  existente  entre  la  homeostasis  de  Ca2+  y  la  regulaci6n  del  pH  intracelular

durante la segregaci6n ovoplasmica? Es posible que al igual  a lo' observado en otras

especies, exista 6sta interdependencia entre los iones Ca2+ y H+ y que la mutaci6n del

gen e»z#/ccz):/ genere alteraciones en el metabolismo del huevo y zigoto, produciendo

por   ejemplo,   una  disminuci6n   de   la  traducci6n   de   proteinas   del   citoesqueleto,

encargadas del transporte de ovoplasma hacia el blastodisco. Otra posibilidad es que

la p6rdida de actividad intercambiadora de la proteina no permita la restauraci6n de

Ca2+ despu6s de un evento de sefializaci6n, ni la generaci6n de un gradiente de H+ a

trav6s  de  la  membrana  del  reticulo  endoplasmico,  fuerza  proton-motriz  requerida

para  el  transporte  del  cati6n.  Futuros  experimentos  de  expresi6n  y  funcionalidad

permitirin descifrar la manera de como el gen regula los movimientos de citoplasma,

la  cin6tica  de   Caxl   para  el   transporte   de  los   iones  y   el   mantenimiento   de  la

homeostasis durante la embriog6nesis temprana.

Finalmente,  y  en  base  a  lo  anteriormente  expuesto,  se  puede  afirmar  lo

siguiente:

1.  El  blastodisco  crece  a  expensas  de  la  acumulaci6n  de  ovoplasma  en  la  region

animal del zigoto.



2. El  ovoplasma es transportado hacia  el  blastodisco desde el  ecto y  endoplasma a

distintas  velocidades  y  en  diferentes  periodos  del  desarrollo,  a  lo  largo  de  nitas

especificas de transporte o "streamers".

3. El transporte lento de ovoplasma ocurre durante la primera interfase, a lo largo de

"streamers" cortos.

4. El transporte ripido de ovoplasma ocurre durante la primera division de clivaje, a

lo largo de "streamers" axiales y meridionales.

5. Una red de microthbulds y filamentos de actina, presente en el ecto y endoplasma,

estaria involucrada en el transporte de inclusiones, organelos y mRNAs.

6. Pulsaciones intermitentes  del  zigoto y .embri6n temprano podrian  participar en la

redistribuci6n del ovoplasma durante su segregaci6n.

7.   La   identificaci6n    de   proteinas   asociadas    al    citoesqueleto,    como   motores

moleculares,  y  ensayos  sobre su  funcionalidad,  sugieren  que  estos  participan  en  la

segregaci 6n ovoplasmi ca.

8.  La utilizaci6n  de  mutantes  de  efecto  matemo,  es  una  valiosa  herramienta  para

dilucidar las bases gen6ticas y moleculares del proceso de segregaci6n ovoplasmica.

9. La identificaci6n molecular del gen eHi/? y los futuros analisis de su funcionalidad,

permitirin:  a) conocer c6mo su proteina regula los movimientos citoplasmaticos y b)

comprender el control de la homeostasis i6nica durante el desarrollo temprano.
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7. CONCLUSI0NES Y PROYECCIONES

La  informaci6n  obtenida  en  esta  tesis,  revela  la  existencia  de  procesos  que

hacen posible  la segregaci6n  ovoplasmica en  el  zigoto y  embri6n temprano del  pez

cebra.  El  citoesqueleto,  y  proteinas  asociadas  a  este,  participan  en  estos  procesos

transportando  vectorialmente  organelos  y  determinantes  citoplasmaticos  de  origen

matemo hacia el blastodisco,  region que darn origen al  embri6n.  Asi, estos hallazgos

complementan  las  observaciones  realizadas  en  el  ovocito  V  y  huevo  del  mismo

animal qemandez et al., 2006; Fuentes y Femindez, 2010) y juntos constituyen un

significativo avance en el conocimiento de c6mo se prepara el zigoto de vertebrados
(

para iniciar la embriog6nesis.                        "

El fen6meno de segregaci6n ovopldsmica aparece controlado por el producto

de  genes  matemos  cuya  funci6n  permanence  ignorada.  Por  esto,  Ia  identificaci6n

molecular  y  clonamiento  de  estos  genes,  en  particular  el  gen  em/i,  abrird  nuevos

horizontes   para   dilucidar  las   bases   gen6ticas   y   moleculares   de   la   segregaci6n

ovoplasmica.

Si  bien  durante  el  desarrollo  de  esta tesis no  se  alcanz6  a  explorar  sobre  la

expresi6n del  gen c#i;7/c.c!x/,  experimentos futuros de p6rdida y ganancia de funci6n

permitirdn  resolver nuevas  interrogantes  como:  1)  naturaleza de los mecanismos  de

regulaci6n de los movimientos citoplasmaticos y 2) control de la homeostasis i6nica

durante el  desarrollo temprano.  Responder lo anterior,  sera el  siguiente paso de esta

investigaci6n.



8. ANnx0 I

8.I. Material Suplementario

Video  1`:  Animaci6n  realizada por video  microscopia de "time  lapse"  de un  zigoto

pseudocoloreado  durante  la  primera  divisi6n  de  clivaje  (estado  lc  temprano)  que
muestra el  movimiento  ripido  del  endoplasma  (coloreado  de  azul  a  pdrpura)  a  lo
largo de "streamers" axiales. Una reorganizaci6n de la zona ubicada en el margen del
blastodisco  probablemente  contribuye  a  la  entrada  de  grandes  g16bulos  de  vitelo

(coloreados verde a  amarillo)  al  blastodisco. Desarrollo  a 23.5  °C.  Animaci6n de 4
minutos  con  imagenes  capturadas  en  intervalos  de   10  segundos.  Microscopia  de
campo claro.

Video 2:  Animaci6n realizada por video microscopia de "time lapse"  de un zigoto

pseudocoloreado  durante  la  primera  divisi6n  de  clivaje  (estado  lc  temprano)  que
muestra el movimiento ultrarapido del endoplasma (coloreado de azul a pdrpura) a lo
largo  de  "streamers"  meridionales.  Estos  "streamers"  se  forman  por  debajo  de  la
empalizada  perferica  de  vitelo  (coloreado  verde  a  amarillo).  Es  posible  apreciar
tambi6n,    el    movimiento    de   inclusiones    ectoplasmicas.    Desarrollo    a   25    °C.
Animaci6n de 3 minutos y 30 segundos con imagenes capturadast en intervalos de  10
segundos. Mcroscopia de campo claro.

Video 3:  Animaci6n realizada por video microscopia de "time lapse"  de un zigoto
durante   la   primera  interfase   (estado   lb)   que   muestra   el   movimiento   lento   de
inclusiones   desde   lagunas   de   endoplasma   mas   animales   hacia   el   blastodisco.
Desarrollo a 24  °C.  Animaci6n  de 5  minutos con imagenes capturadas en intervalos
de 10 segundos. Microscopia de campo ctaro.

Video 4:  Animaci6n realizada por video  microscopia de "time lapse"  de un zigoto
durante  la media/tardia. primera  interfase  (estado  lb)  que  muestra  el  transporte  de
bolitas  fluoresce.ntes  desde  una  laguna  de  endoplasma  hacia  el  ectoplasma.  N6tese

que al  final  de la animaci6n,  las  pulsaciones que muestra el  zigoto son coincidentes
con  un  cambio  en  la  direcci6n  de  las  bolitas  en  movimiento.  Desarrollo  a  22  °C.
Animaci6n de 7 minutos y 30 segundos con imagenes capturadas en intervalos de 30
segundos. Microscopia de fluorescencia.

Video 5:  Animaci6n realizada por video microscopia de "time lapse"  de un zigoto
durante  la   primera   divisi6n   de   clivaje   (estado   lc  temprano)   que  muestra  una
conexi6n transitoria entre un "streamer" meridional  (a la izquierda) y  el  ectoplasma
vegetal  (a la derechq).  La conexi6n es interrumpida cercana a la periferia del zigoto.
Desarrollo a 23 °C. Animaci6n de 3 minutos y 30 segundos con imagenes capturadas
en intervalos de  10 segundos. Microscopia a,e campo claro.

151



Video 6:  Animaci6n realizada por video m'icroscopia de "time lapse" de un zigoto
durante  la  primera  interfase  (estado   lb)  que  muestra  las  ripidas  e  intermitentes
pulsaciones  a  lo  largo  del   eje  animal-vegetal   de  la  c6lula.  Desarrollo  a  25   C'C.
Animaci6n de 8 minutos de animaci6n con im5genes capturadas en intervalos de  10
segundos. Mcroscopia de campo claro.

Video 7: Animaci6n realizada por video microscopia de "time lapse"  que muestra el
desarrollo embrionario temprano del mutante de efecto matemo a"cky baJ/ (b#c).  Se
observa   una    distribuci6n    aparentemente   normal    del    ectoplasma,    lagunas    de
endoplasma y la ausencia de un blastodisco. N6tese el engrosamiento del ectoplasma
alrededor   de   la   esfera   de   vitelo,   presumiblemente   como   consecuencia   de   la
acumulaci6n de ovoplasma en ese lugar dando origen a los pseudoblastodiscos y las

pulsaciones a lo largo-del eje radial de cada uno de ellos, junto con el inicio de ciclos
de    contracci6n/relajaci6n    de    un    anillo    de    actina    en    el    margen    de    los

pseudoblastodiscos durante el clivaje. Desarrollo a 22 °C. Animaci6n de 5 horas con
imagenes capturadas en'intervalos de 30 segundos. Microscopia de campo claro.

Video 8: Animaci6n realizada por video microscopia de "time lapse" que muestra el
desarrollo embrionario temprano del mutante de efecto matemo emir/i5r.oH (cm77). EI
zigoto e";7 se caracteriza por su opacidad y por la presencia de un blastodisco mas
pequefio.  Las  alteraciones  en  el  flujo  de  ovoplasma  hacia  el  polo  animal  y  en  la
formaci6n  de "streamers"  conllevan  a  la  retenci6n  de  ovoplasma  en  la  esfera  de
vitelo.  N6tese  ademas,  la  dininica  de  las  ondas  peristalticas  a  lo  largo  del  eje
animal/vegetal del mutante. Los mutantes cuyo blastodisco cliva, sobrevivieron mas
alla  del  estado  de  b]astula  y  el  tamafio  del  embri6n  formado  fue mas  reducido  y
ventralizado. Desarrollo a 22 °C. Animaci6ri de 2 horas con imagenes capturadas en
intervalos de 30 segundos. Microscopia de campo claro.
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