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RESLJMEN

IL.a   linea   latera[`   de   peces   y   anfibios   corresponde   a`   tln   ameg[o   de   6Tgazios

mecanosensores  distribuidos  sobre  el   cuerpo  clef  animal.   Cada,  6pgano.  senson.al  esfa

compuesto por un gmpo de celu[as cifiadas mecanosensoras rodeadas pop celulas accesorias

de dos tipos, del manto y de soporte. En esta tesjs mostramos que en el embri6n del pez
cobra dos genes proneurales son escenciales para. la diferenciaci6n, de fas celulas ciliadas,

ne«roD  y  Aom6/ogo  cle  afona/  7  (afA7).  Mediante  experimentos  de  perdida  de  funci6n

inyectando oligonucle6tidos antisentido (morfelinos), demostramos que Ta ausencja de funci6n

de cada uno de estos genes, pero no [a de! ofro gen de la familia afona/, r7et/roge".nat (ngn1},

e[imina marcadores especificos de c6lufas ciljadas. Esto se contras{a con I-a ocurrido en otros

sistemas  sensoriales,  donde  nedroD  es  regulado  por  ngr7  y  no  per  ath'7.  E[,  fenotipo

producido par la e!iminaci6n de la funci6n de affr7 pudo ser resca{ado pareia[mente mediante
`la inyecof6n del CDNA de per/roD, apoyando la` conclusi6n de que en el Iinaje de fas celufas

ciliadas fa activaci6n de net/roD probablemenfe requiere affr7 mientras que en `]as ReLITonas

sensoriales del ganglia [a activaci6n de r7e"roD requier ngr7f . Propusimos par le fanto, qtle fas

dos hom6Iogos de afona/, affr7 y ngr7, permiten la segpegaci6n de dos funciones, fa mecanch

receptiva y [a sefializaci6n e[ectrica, fas cuales origina]mente eran desarrolfadas par un solo

tipo celular, corno es lo que ocurre en insectos.
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SUMMARY

The lateral line system comprises. an array of mechanosensory organs distributed over the

body surface. Each sense organ comprises a patch of mechanosensory hair cells surrounded
by two kind Of acoesory ce][s, the mantle cells and the suppordng cells. We show that in the

zebrafish embryo two proneura[ genes are essentja[. for differentiation of the hair cells, nedroD

(nrty and  afor7a/ fromo/og  7  (aff]7).  Gene knockdown experiments demonstrate that loss Of
function of either gene, ,but not of the related proneura[ gene f7eLirogem-r)i (ngr1), abrogate the

appearance of hair cell markers.  This js in contrast {o other sensory systems where nrd' js

regulated by r7gr7f and not by atfaj. The phenofype produced by loss Of a£A`f function can be

partially  rescued  by  injection  of nrd CDNA,  supporfu-ng the  concfusioni that  iR  the  hair ce][
lineage the activation of nrd probably requiles aife7 whereas jn sensory neurons nrd activation

requires ngn. We propose that the emergence of two atonal homologs, atfr7 and ngrr, allowed

the segregation of the two functioFis,  mecharroreception and  electrical signalling, .that were

originally performed by a single cell type as found jn insects.
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I: INmoDuccl6N

1.1, €Qu6 es y pare qu6 sirve la Linea I.aferal?

La 'Iinea lateral corresponde a un sistema mecanoelectricoLsensorial propio de peces

y anfibios acuaticos, usado papa detectar estimulaci6n hidrodinamica y electrica a lo tango
del- eje del cuerpo (Baker y Bronner-Eraser, 2001'). Se ha propuesto qLie media tina especie

de "tacto  a distaneia"  (Dijkgraaf,  1989;  Montgomery y cols„  1995) con el cual. el  animal

percibe  movimientos  del  agua  a  un  cuerpo  de  distancia,  y  se  le  asocia  a  resptlesfas
conductua[es que van desde la detecci6n de potenciales presas, reconocimien{o de pareja

sexual`,  conducta  de escuela  a  cardumen  hasfa  la  posibilidad  de  esquivar  obsfaculos  y

predadores, dependiendo del nicho ecol6gico en que e] animal vine. Esfa compuesta por dos
tipos de 6rganos sensoria]es individuales: neuromastos mecancLreceptores, qt]e responden

a movimientos de[ agua y 6rgarros ampu]ares electro-receptores, que responden a campos
eledtricos  debi[es.   La  disposici6n  de  cada  6Tgano  individual  es  conservada  entre  los

individuos de una misma especie,  manfeniendo un patron especieespecifico. Esfa tesis se
centra en los neuromastos mecancrsensibbe, que pueden estar fibres en la piel, en surcos
superfeciales a en canales mis profundos comunicados con 'Ia supeTficie a traves de pores

(N-orthcutt,  1`989; Popper y Platt,  1993; Montgomery y cols.,  1.995; Baker y Efronner-Eraser,
2001).  Cada neuromasto esfa compuesto per ce]u]as ci]iadas y celulas accesorias de dos

tipos: de soporte qtre rodean a fas ce!ulas chiadas y det manto que bordean extemamente a[

neuromasto  (M`etcaife y cols.,  1985;  Ghysen  y Dambly-Chaudfere,  2004;  Figure  lA).  Las

neuronas sensoriales aferentes y eferentes, qLle inervan a fas celutas ciljadas, poseen sL]s

cuerpos celulares en ganglios craniales y sus axones proyectan hacia y d'esde ct sistema

nervioso  central  (SNC)  en  et  romboencefaro  (aferentes  y eferentes  inhibitorias) y  en el.

cerebro anterior (eferentes excitatorias; Mccormick,1989). Principalmenfe, ras inervaciones

eferentes  inhibitorias  suprimen  fa  autoestimulacj6n  de  Ta  cefu]a  ciliad\a,  causada pop los

movimientos del propio animal (Roberts y Meredith, 1989; Baker y Bronner-Eraser, 2001). Et

mecanismo receptor de cada c6lula ciliada invotucra la disposici6n apicar de un grupo de

microvellosidades (estereocilio) y un  t]nico kinocilio (en conjunto conocidos como has de

ci[ios; Figura 18) (Kroese y van Netten, 1.989; Popper y Platt, 1993). Una edpu]a gelatinosa

(secretada por ras celulas de soporte) cubre e[' haz de c[.Fios  (.Popper y P]att,  1`993),  cnyo



despfazamiento estinula mecanicamende canales .ichicos en  fa membrana de las c6lulas
cifedas.  Un  movimiento del  haz de  cilios en el  sentido del  kinocilie abre  los canales de

transducci6n  productendo  un aumento  en la conductancia de fa membrana.  Lo contrario

ocurre con un moviniento en el sentido opuesto (Kroese y van Netten, 1989).

Figura  1.  Neuromasto  mecano€enschal de la LL.  (A) Secct6n esquematica de un
neuromasto,  que muestra  los diferentes tipos celulares que lo componen.  Las oelufas

gliales que envuelven a las fibras aferentes no estan represenfadas, asi como fampoco
fas  fibres  eferentes.  Adaptado de  Ghysen y  Dambly-Chaudiere,  2004.  (8)  Mierograffa

electr6njca  de  un  neuromasto  de  pez  cobra de  10  dfas post-feftilizacich  (Wflriams y

tiolder, 2000). Los kinocilios (k) y esterecoiltos (a) pueden ser vistos despu6s de remover

la ctpula mediante tratamiento con proteasa, BarTa de tamafio: 1,5 iim.

1.2 Desamollo embrionario de la LL

1.2.1    0rigen de las placodas de la LL

Las placodas4 son estructuras embrionarias transitorias, esenojales para la formaci6n

de  ]os  componentes  sensoriales  del  sistema  nervioso periferico,  que  se enouentran en

posie.Lanes  caracteristicas,  exctusivamente  en  la  cabeza  de  los  vertebradce  (Graham  y

i Las placodas ectodermales a neurog6nicas (hipofisial, olfatoria, trigeminal, 6tica, de la lines lateral, epibranquial

e hipobranguial),  corresponden  a engrosamiendos  focales  del ectedefmo,  se  halizan  latefales  a  las  orestas
neorales y fueron descritas inicialmede en anfibios. En pez cobra no ha sido posible identjficar estas estructuras
anat6micameTite, sin embargo se utiftza el mismo teTmino para definfr los teTritorios presiintivos.
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Begbie, 2000; Schlosser y Nor{hcut{, 2000, 2001 ; Baker y Bronner-Eraser, 2001). Dan origen

a las neuronas sensoria!es (que .formafan los ganglios craniates) y en algunos cases a fas

celulas receptoras de .[os sistemas sensoriates. Ef sisfema de la LL se origina a partir de un

grupo de  placodas  presents  tinicamente en  peces y anfibies  (p!acodas dorso-Iaterales),
ubicadas a ambos lados (rostraf y cauda!} de la vesicufa 6tica.  La placoda pre-6tica da fa

lugar a ra componente anterior. (LLA .o de fa cabeza) y [a p[acoda post-6tica a la compor!ente

posterior de la LL  (LLP a de[ ..tronco y .Ia cola)  (Northoutt y cols.,  1994;  Baker y Bronner-
`Fraser, 2001). La porci6n distal (con respecto a la vesicula 6tjca) de cada placoda migrafa

(primordio de la LL) y -formafa los 6rganos receptores (neuromastes; Figura 1.), mientras fa

parte esfatica mss proximal dafa origen a' [os gang[ios de [a .LL.
Segan resultados propios y de otros autores (David` y co[s„ 2002; Kozlowski y cols.,

2005) se ha establecido que la formaci6n de las componentes anterior y pceterior de [a LL

difieren  en   algunos  aspectos,  .no  obstante  compartir  gran  parte  de  los  mecanismos

involucrados en su desarrollo. En` la presenfe tesis se puso especial enfasjs en e[ desarrollo

de  fa  componenfe  posterior  de  la -L.L  en  el  embri6n  de[  pez  cebra`,  de .manera  que se

proseguira con su descripci6n en partiou[ar.

1,.2.2   Migraci6n del primordio y dep6sfto de los neuromastos de ,fa EL

Antes    del    comienzo    de    la   migraci6n,    el    primordio   de    lai   Lip    contiene

aproxinadamente 100 cerulas, aifededor de 4-5 celulas de ancho y 20-25 celulas de [argo

(Gompel   y   cols,,   2001;   inserto   en   Figura   2A)I.   `Hacia   e[t  final,  de   la   somfrogenesis,
aproximadamenfe a ]as 20 horas post-fertilizaci6n (hgiv, este ,primordio comienza a migrar

caudalmente por el tronco de[ embri6n, a lo largo del mioseptum horizonfal2, siguiendo una

ruta esterectipada (Figura 2A). .En forma parale]a, el ganglio de la `LLP, que se encuentra

entre ra vesicula  6tica y el primordjo,  comienza  a extender sus axones hacia el cerebro

posterior (proyecci6n central') y hacia el primordio migratorio (proyecci6n periferica), con, e[

que mantiene una estrecha refaci6n a 'fo largo de todo el trayecto (fas conos de crecimiento
sensoliales son arrastrados por e[ pn.mordio; Gilmour y cols., 2004). .DLJrante su migraci6n, ef`

pn.mopdio deposita = 5 grupos de celulas indiferienciadas thro-Iieuromastos L1-L5) sobrie eT
mioseptum horizonfal deT tronco de] embri6n (a .intervafos ,regulares de 56 somitos) y se

2 Partici6n del tejido conectivo que se foma entre fos mi6tomos y que separa los cuerpos musculares dorsal y
ventral-
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divide en 2-3 gqupos de c6lulas en posiciones .mss ventrales .(pro-neuromastos -L6-L8), rna

vez que ha alcanzado e[ final de la cola (alrededor de Fas 4042 hpf). Cada uno de estos

grupos da fa origen a un. neuromasto completamente diferenciado un par de horas despues
de su dep6sito, y luego de 4 horas, ya es +posible apreciar morfol6gicamenfe e[ haz de cilios

de fas celutas ci[iadas, Ias cuales iran aumentando .progresivamenfe en n&mero en estadios

posferioFes (Metcalfe y cols.,  1985; Gomper y cols., 2001)`. -E[ nervio de la LL, formado per
ros axones de las neuronas sensoriales que comigraroR junto al primordio y cnyos cuerpos

celulares -se agrupan en .el gaRglio, hace conexi6n sinaptjca con cada .una de esfas celu[as

ciliadas.y sirve a su vez de guia de migraci6n para fas oelulas gliales perifericas (derivadas

de crestas neurales) asociadas a ]a LL (Gilmour y cols., 2002). La migraci6n de[ nervio de ]a

LLP es en{onces dependiente de la migraci6n del primordio .(no en e] caso contrario} asi

como la misraci6n de fas celulas gliales es dependiente de fa migraci6n clef nervio {Metcalfe,

1.985; -Gilmour y cols., 2002; Li y cols., 2004). Ademas, se hal vista que fa ausencia de g«as

asociadas  al  nervio  de  la 'ELP,  promueve  [a  desfasicu[aci6n  y  desorganizaci6n  de  sLls

axones .(Gilmour y cots., 2002).

Aproximadamente a fas 72  hpf,  es posib(e visualizar en el embn-6n vivo,  mediante

una tinci6n quimica (DiAsp; Coflazo y cols.,  1994) la disposici6n de los neuromastos de la

linea lateral posterior ya maduros y ftmcionales (Figt:Ira 28).  En [a Figiira 2C, utilizando lai

misma {inci6n,, podemce ver la LL que posee un pez cebra adulto. 6C6mo se alcanza este

complejo patr6n de neuromastos?

1.2..3    Desarrollo postrembrionaFio de laEL

EF aumento de comp[ejidad  que significa  eL .paso de un esfado embricman.o a lino

adu]to,   es  concomitanfe  al  aumento  en  el   ndmero  de  neuromastos  asf  como  a  la

transformaci6n de un patr6n lineal anferoiposteri.or a una disposici6n tridimensionaf.  Djcha

amp]ificaci6n y modfficaci6n de la .LL .Iia sido estudiada per d.iversos au`tores en el dltho

tiempo  (Ledent,  2002;  Sapede y cols.,  2002;  Grtysen  y Damb'Iy-Chaudiere,  2005;  Grant y

cols.,  2005;  L6pez-Schier  y  fiudspeth,  2005),  los  que  Ran  evidenciado  rna  comp]eja

interacci6n entre los d-iversos tipos celulares que forman ef sistema.
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Figure  2.  Fomact6n
de  la  LLP.  (A) Esque-

ma    explicativo    (em-

bri6n  de  30  hpo  de  la

foimaci6n   de   la   LLP.

La flecha blanca indica

el   sentido   de   migraL

ci6n.  Inserto: pinordio

visto mediante mieros-

copia    Nomarski.    Pa-

tron   de   tamaflo:   350

rm.    (Gonpel,,   2001).

(B,C).  Patr6n  de  neur
romastos de  una larva

de   3   dpf   (8;    Barra

tamafto:  50  urn)  y  Lln

pez adulto (C;  Sapede

y  cols„  2oo2)  teftidos
con      DIAsp.      Todas

vistas laterales.

A las 48 hpf, el primordio de la LLP ya dej6 tras de si 7-8 neuromastos y un sendero

de  celulas  intemeuromasticas  conectandolos  (L6pez-schier  y  cols.,  2004;  Grant  y  cols.,

2005). A partir de ese momento, un segundo primordio mss pequefio (primordto secundario;

primll) comienza a migrar siguiendo la misma trayectoria, depositando 2-3 promeuromastos

(L1 '-L3') sobre la zona mas rostral del tronco de la larva, entre los neuromastos Ll y L3 de la
linea  lateral  primaria  (Ledent,  2002;  Sapede  y cols.,  2002).  Una  vez depositados,  estos

nuevos promeuromastos misran ventralmente,  arrastrando consiso al  sendero de c6Iulas

jntemeuromasticas  dejada   por  el   primordio  primario  (priml),   angalidolo  del  mioseptum

horizontal  y por consiguiente del  nervio de  la  LL y sus celulas  gliales asociadas  (Ledent,

2002).   Coincidente   con   esto,   la   linea   de  intemeuromastos   comienza   a  aglomerarse

formando grupos de celulas que formafan nuevos neuromastos (Grant y cols., 2005). dpor

que las oelulas intemeuromasticas, que fueron tempranamente depositadas, se mantienen
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en un estado latente e indiferenciado? Grant., F=aible y Piotrowski responsabi(izan de esto a

las celulas gliales asociadas aF nervio de la LLP:
-  Embriones mutantes carentes de glias asociadas a[ nervio de [a Lip (co/or7ees,

Kelsh  y  cols.,   1996;  fryperserzsi.five,  Vvhitfield  y  cols.,   1996),  muestran,  un  exceso  de

neuromastos.
- La ausencia de nervio (pop ab[aci6n con laser a inyecci6n de un antisentido contra

neurogen/.f}a  J; Grant y cols., 2005; L6pez€chjer y Hudspeth, 2005) y por consigujente de

celulas glia[es, provoca la aparici6n precoz de neuromastos adicionaJes.
- La inyecci6n de o5Iufas gliales normales en embriones mutantes (que no forman

glias) rescata el fenotipo alterado (Grant y cols., 2005}.
Entonces,  Ias  ce[ulas  intemeuromasticas  se  mantienen  en  un  estado qujescente

mjentras permanecen en el` mioseptum horizontal, en contacto con Fas glias.  Una vez que

son alejadas de el[as (arrastradas per la migraci6n ventra[ de Jos neuromastos secundarios),

entran en activa profiferaci6n, se ag[omeran y cada grupo de c6Iufas formado entra en un

proceso de diferenciaci6n que dafa oFigen a nuevos neuromastos (neuromastos infercalares;
Gflysen y Damb[y-Chaudiere, 2005).  De esta  manera, entre [a prl-mera y telicera semana

post-fertilizaci6n, e[ pez cebra cuenta con\ 1  neuromasto en cada [imite entre somites, esto
es, mss de 30 neuromastos a cada [ado de la larva.

1,.3 Genes invo]ucrados

En  e!  dltimo tiempo,  divei7sos  autores  (e.g.  Metscher y cols.,  1997;  Sahly y cols.,

1999;  Jeffery y cols.,  2000;  Itoh y Chitnis, 2001;  Andermann y cols.,  2002;  David y cols.,

2002) han ido correlacionando ,los diferentes procesos que acompafian la formaci6n de la `LL

(es{ab]ectmiento placodal, migraci6n, crecimiento clef cono axonal, dep6sito, estableeiniento
de patrones, diferenciaci6n, etc.) con la expresi6n y funci6n de distintos genes. Las bases
moleculares que subyacen estos procesos parecen ser similares a ]as encontradas en ofros
sistemas, Io que sumado a la accesibilidad de la lil en el embri6n de pez cebra3, ban hecho

de este sistema senson.al un excelenfe mode]o de estudio y es per eso que ha side elegido

para   realizar  esta   tesis.   A  continuaci6n   se   comentafan  ]as  evidencias   moleculares

3 0tras ventajas que presenta e] pez cebra son: desalTollo extemo y fapido, alto ndmero de embliones por cfuza,

transparencia   de   sLis  embriones,      Llr]a.  amplia   colecci6n  de  mutantes  y  la  posibi]idad  de  generar  lineas
transgenicas.

6



involucradas en las etapas principa[es del. desarrollo de (a LL, que sirvieron posteriormenfe

para fundamentar la hip6tesis propuesta (ver mas adelante).

1.3.1    Especificaci6n de las placodas de [a LL

Temprano en el desarro[Io, [as placodas comienzan a formarse a partir de un area

conocida coma ectodermo ppe-placodal. Exisfen evidencias morfol6gicas y molecurares qL]e

ava]an la existencia de este dominio a[ borde de fa placa neura! cranial, del cual, derivan

todas  las  placodas  ectodermales,  jncluyendo  la  d'e fa  LL  (Baker y  Bronner-Eraser,  2001;

Brugmann y Moody,  2005).  Esfe territorio ha sido encontrado en Rana (Baker y Bronner-

Fraser,   200.1),   no  obstante  estudios  en  Xenapz7s,  medianfe  anafisis  morfol6gico  y  Ja

expresi6n de genes invo[ucrados en Tegu[aci6n neurogenica, coma r7ourogeni.na  i , neunD,

My77 (factor de transcripci6n mielina 1) y De/fat, no dieron cuenta de un ferritorio placoda[

comdn  (Schlosser y  Northcutt,  2000).  En  peces,  los  genes  d/x3 y dix7 se  expresan  en

estadios tempranos del desarrollo en la linea de celulas que formafa el future borde de la[

placa neural y posteriormente su expresj6n se restringe a fas p[acodas olfatoria y 6tica y al

ganglio trigemino (Akimenko y cols.,  1994). Los factores de transcripci6n st.x4. i y eyaf, se
expresan en un dominio con forma de hei:radura caracterfsticamen{e pre-placodal, qLle se

restringe ,progresivamenfe a fas p]acodas o[fatoria, hipofisial, 6tica y de lai LL (.Kobayashi y

cols., 2000; Sahly y cols.,1999.).

Si  presumimos    la  exisfencia  de  un  dominio  pre-placoda]-,  el  primer  paso  en  e[

proceso  de  inducci6n  sera  definir este ferritorio.  Los  primeros  estudios  de  fos  procesos
inductivos que subyacen Ja formaci6n de fas placodas se hicieron en las placodas olfatoria y

6tica y sugieren que comparfen caracteristicas en comt]n. Ambos territories,  por ejemplo,

requieren para su inducoi6n, de sefiales provenientes del mesodermo, endoderrno y' sisfema

r)ervioso  central  (Mendonsa  y  Riley,     1999;  Graham  y  Begbie.  2000).  Sin  embargo,  al

estudiar  las  demas  placodas,  se  ha  encontrado  qLie  a  pesar  de  compartir  territorios

inductivos e incluso fas mismas sefiales, [os tiempos en que cada tejido es competente a

dicha. sefial  son diferentes y al ,parecer, cada pJacoda o grupo de ,placodas actda como un

m6dulo independiente.

Con   respecto  a   la   LL,   poco  se   sabe  acerca  de   fos  territories  y  moledu]as

sefializadoras involucradas en Ja inducci6n  placodal.  For ejemplo en axolotf, se defermin6

mediante  transplantes  isocfonicos,  que  `Ias  placodas  de  Ja  `LL  son  definjdas  durante  el
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estadio de  pliegue  neulial` tardio  (neurulaci6n),  pero  no se mencionan  roe posibles genes

invo]ucrados (Schlosser y Northcutt, 2001). En lo que concieme a la expresi6n de genes en

e[ territorio p[acodal mismo, se conocen algunos ya mencionados anferiormente (dix3, s/-x4. i

y eya7) y   otros,  coma  msx2,  froxb3 (Metscher y cols.,  1`-997),  daof7sfrwndB (Hammond y
cols., 2002) y nkx5. 7 (Adamska y cols., 2000),. AI analizar el mutanfe de eya7 en pez cebra

(dogeared, Vvhitfie[d y cols.,  1996;  Koz[owski y cols.,  2005),  no se encontraron defectos
evidentes en  la formaci6n temprana de la  LL,  salvo  un aumento en  la  apoptosis de  las

celu]as del primordio migratorio y la consiguiente disminuci6n de las celu[as que forman los

neuromastos. Sin embargo, los autores no realizaron un ana[isis exhaustivo de los ferritorios

placodales, par lo qile no se ,puede descartar un efecto a nivel p[acodat, aunqLle es posible

que eya7 actde en paralelo a otros genes en el estableciniento de fas placodas de [a LL y
su ausencia sea rescatada por estos genes. Erti pez cebra, [os factores de transcripci6n d/x3,
s/x4.7 y eya7  se expresan,  hacia el final de la gastrulaci6n,  en una banda con forma de

herradura, que rodea Ja placa neural anterior y que corresponde a las celulas que formafan

las  placodas  crania[es.  Duranfe  la  somitogenesis,  s/.x4.i  restringe  su  expresi6n  a  fas

placodas olfatoria, 6tica y de la LL y en estadios posteriores mantiene esta expresi6n en los
neuromastos de la LL anterior y posterior. El gen, eya7, mantiene su expresi6n duranfe fodo

el  desarrollo  en   todas   fas   componenfes  de  la   LL,   incluidas  fas  p[acodas,   primordio

migratorio, todos los tipos ce[u!apes de] neuromasto y ademas en fas ce]u[as ganglionares.

1`,4.2   Migraci6n clef primordio y dep6sito de los neuromastos

Lo  mss  sorprendente  e  inusual  de]  desarTol]o  de  ]a  LL es  que  la  distribuci6n  de

neuromastos soblie la superficie de! cuerpo de peces y anfibios es proclucto clef depdsito de

pequefios  grupos  de  celulas  per  paF{e  de  uri  primordio  que  migra  siguiendo  una  nda
esferectipada. Esfe dep6sito es producto de un proceso de partici6n intrinseco deJ pn'mordio

(Gompel y cols., 2001;  Itoh y Chitnis, 2001) y parece depender de [a activaci6n de genes

proneurales  y  neurogenicos  de  una  manera  que  recuerda  la formaci6n  de  los  6rganos
mecano-sensoriales en insectos (ftoh y Chinis, 2001; Ghysen, 2003). Una vez que ef futuro

neuromasto ya esfa definido a traves de la expresi6n local de estos genes, se escinde del

primordio,  y  eventualmente  se  detiene  y  se  difeiiencia  (Gompel  y  cols.,  2001}.  Resulfa

probable entonces, que `Ia migraci6n del primordio asi como el dep6sito de los neLlromastos
dependa de la regu[aci6n  positiva y/o negativa de ]os genes proneurates y neurogenicos



sobre diversos genes que codifican proteinas involucradas en migraci6n y adhesi6n celular.

Como en el caso de exor4b  (Chong y cols., 2001`), un receptor de quimjoquinas expresado

en e[ primordio de la LLP, que es regulado negativamenfe en el proneuromasto al` momento

de  ser  depositado  (David  y  cols.,  2002).  La  migraci6n  deL  primordio  es  completamenfe

dependiente de la inferacci6n de [a proteina CXCR4b y su ligando, SDFla (factor derivado

der estroma la), este dltjmo expresado en el mioseptum horizontal, o sea, a lo largo de todo

el trayecto que sigue el  primordio (David y cols.,  2002).  Si analizamos mss en detalle el

patron de expresi6n de cxcr4b en e[ primordio,  encontramos que no es homogeneo a lo`
largo del  eje anfero-posterior,  sine mss  bien  polarizada  hacia ef borde  lider (caud'af  con

respecto al embri6n),  Io que se coITelaciona con su papeli en la migraci6n de las celu]as del

primordio.

Existe otro gen de expresi6n polarizada dentro del primordio que se contrapone a la

de exor4b, pues aumenta en el grupo de c6[ulas del boTde posterior de[ pn.mordio que se

disponen a detenerse y ser depositadas, mientras se mantiene baja en fas dell borde [ider

(Gompel, 2001 ). Este gen es facsfd 2' (tambi6n conocido como mls7- 6 frop2), y codifica para
una putativa glicoprofeina de superficje celular transductora de sefiales de calcio. Ademas

de su expresi6n heterogenea dentro de[ pn-mordio,  facstd 2 no se expresa en fas ce[u[as

centrales  del  neuromasto  recien  depositado  (futuras  ce[ulas  ciliadas  en  el  neuromasto

maduro), formando un ani[Io de expresi6n en ]as prospectivas ce[ulas accesorias. Cuando

embriones son jnyectados con el morfolino de faostd 2, el primordio de fa LLP no presenfa

problemas  de migraci6n,  sin  embargo  recorre el  mioseptum  horizontal  hasta  a[canzar la

punta de la cola sin depositar neuromastos (A. Ghysen, comunicaci6n personal-).
Los   patrones   de  expresi6n  de  los  genes  antes   mencionados,   asi  como  los

experimentos de perdjda de funci6n, parecen prefigurar la formaci6n clef neuromasto antes

de su dep6sito he incluso evidencian identidades celu[ares ya dentro del `primordio. Esta pF?

`partici6n  del  primordio,  asf  como  la  maduraci6n  en  gradiente  de  los  neuromastos  por

depositarse, sefialan una intensa actividad de determinaci6n y diferenciaci6n celular, horas

antes del dep6sito.  Los genes tipicamente involucrados en estos `procesos (proneurales y

neurog6nicos), tambien presentan patrones de expresi6n heterogeneos denfro de[ primordio.

siendo aan mss claros y consistentes.  La restricoi6n progresiva en .fa expresi6n de estos

genes, se correlaciona directamente con la selecci6n de los tipos ce]ulares qile formafan el
neuromasto maduro (Itoh y Chitnis, 2001 ). Como se mencion6 a[ comienzo de este capi{ulo.

estos genes ademas parecen estar relacionados con la activaci6n de aquellos involucrados
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en la migraci6n y dep6sito de los neuromastos.  Es posible entonces, que la aparici6n en

escena  de  los  genes  proneurales  y  neurogenicos,  sea  clave  pare  cada  uno  de  estos

procesos  y  de  el(os  dependa  Lina  correcta  migraci6n,  eE  dep6sito  de  neuromastos  y  fa
especificaci6n y diferenciaci6n de los tipos ce[ulares que lo conforman.

1.3.3 Genes proneurales y neurog6nicos invo[uc[ados en la formaci6n de fa LL

Durante   el   desarrollo   embrionario,   antes   de   [a   selecci6n   de   los   precursores

neuronales  y  de  cualquier  signo  aparente  de  diferenciaci6n  neural,  se  expresan  en  el

ectodermo un grupo de genes que codifican para factores de transcripci6n del tipo bHLH4

l[amados proneurales, debido a que promueven [a diferenciaci6n de estos precursores y son

esencia[es para la. diferenciaci6n det sjstema nervioso central y periferico (Ghysen y Damb[y-

Chaudiere,  1988; Romani y cols.,  1989). Se pueden agrupar en dos categorias en funci6n

del  momento de la expresi6n  de estos genes y de su sensibjlidad  a la  inhibici6n` lateral.

Existen,  entonces, Ios factores de determinaci6n de destine neural (consjderados factores

verdaderamente "proneurales") y los de diferenciaci6n neural (Lee y cols., 1995; Lee, 1997).

Tan s6lo tres articulos hacen menci6n de la participaci6n de esfe tipo de genes en Ta.

formaci6n de la LL (ftoh y Chitnis, 2001 ; Andermann y cols„ 2002; Laguerre y cols., 2005).

solo  uno  de estos  habia  sido  publicado  al  memento de  presenfar el  proyecto de tesis.

Motoyuki ,ltoh y Ajay Chitnis (2001} compararon la expresi6n del hom6Iogo de Maffrf en el

pez cobra, aff]7 (tambien llamado zaffr1) y los genes neurogenicos de/faA, de/fag y nofof73
en los neuromastos y primordio de la LLP de embriones silvestres y mutantes in/.ncJbomb

(mib; Jiang y cols.,  1996;  Schier y cols.,  1996).   Los autores coITelacionaron [a restricci6n

progresiva de la expresi6n de estos genes en elJ primordio migratorjo, con [a selecci6n del
destino de ce]u[a ciliada en el neuromasfo maduro (Figura 3). La expresi6n de a#)t en una o

mss celulas centrales del neuromasto depositado, anfes de que [as celulas ciliadas puedan

ser ,jdentificadas con el' anticuerpo anti-a tubu]ina acetilada (Bang y cols., 2001`), sugiere su

particjpaci6n en  la  se]ecoi6n de este destino  celu]ar.  La expresi6n de nofch3 en ,todo el
neuromasto, siendo mss tenLle en las celu]as centrales que formafan fas ceFulas ciliadas,

pone en evidencia `Ia posible participaci6n del proceso de inliibici6n lateral en ]a segregaci6n

4  bHLH  ®asic  Ee[ix-±oopiHelix):  Dominio  basico-he]ice-vuelta-helice.  Motivo  estructural  presente  en  muchos

factores  de  transcripci6n  caracterizado  por  2  co-helices  separadas  por  una  vuelta.   Las  helices  median  la
dimerizaci6n y el dominio basico la uni6n al DNA.



de los destinos ce[ulares. La expresi6n de tos genes de/faA y cle/fag en [as mismas cetutas

centrales que expresan afh7 paliece confirmar la hip6tesis planteada.
`E[ analisis de la expresi6n de estos genes en embriones mutantes mib, permiti6 a los

autores apoyar sus presunciones.  Estos mutantes presentan problemas en ef proceso de
inhibici6n lateral mediada por Notch. Mi'ndbomb es una ubiquitin-Iigasa que inferactha con el

dominio intracelular de Delta, promoviendo su ubiquitinaci6n e intemalizaci6n. Cuando Notch

y Delta interactt]an, Delta es endocitado junta al dominio extracelular de Notch, Iiberando asi
el  fragmento  intracelu]ar  en  [a  celula  vecina,  que  activa  genes  blanco,  promoviendo  la

adopci6n de un destino celular diferente al de la c6[ula sefializadora (ltoh y cols., 2003). En

mi.b, Delta no es endocitado, impidiendo asi la activaci6n de Notch en la celula vecina, con lo

cual  todas  las  celulas  adoptan  el  mismo  destine  celuTar.   Los  patrones  de  expresi6n

encontrados por ltoh y Chitnis (2001), se correlacionan con este fenotipo. EE mayor ndmero

de celulas del neuromasto que expresan ath7, c/e/faA y de/faB en los embriones mutantes se

corresponde con un mayor ndmero de oelulas marcadas con tubulina acetilada, de manera

similar a 'lo previamente descrito en oido. EI/ menor namero de ce[ulas marcadas con nofof7/3

sin embargo, no fue coITelacionado con un marcador de oelu]as de soporte. De esta manera,

se estableci6 que affr7 estaria involucrado en la determinaci6n del destino de celula ciliada

en  la  LL y seria  la via de sefializaci6n  Notoh-Delta  la que mediaria la  restricci6n a  unas

pocas ce]ulas dentro del neuromasto.
En base al trabajo de ltoh y Chitnis (2001), a los antecedentes antes expuestos y a[

patr6n de expresi6n de Jos genes ng»7 y neLrroD obtenidos (ver capitu[o 5.1, Expresi6n de
los genes proneurales nedrogen/'na 7, net/roD y Aom6/ogo c/e afona/ 7 en ]a [inea lateral de]

pez  cobra),  propuse  en  mi  proyecto  de  tesis,  que  fa  identjdad  ce]u[ar  neuronal  seria
a[canzada a nivel de la p]acoda y que la comp[eta adqujsici6n de las identidades celu[ares

podria gatillar la expresi6n de genes involucrados en ]a capacidad migratoria de] ,primordio.
Sin  embargo,  fapidamenfe  mi  atenci6n  al estudiar el  esfablecimi'ento  de fas  identidades

ce]ulares,  pas6  de  las  placodas  al  pH.mordio migraforio,  e  incluso  al  mismo  neuromasto,

principalmente en funci6n de dos hechos:
En un infento por definir otros genes proneurales involucrados en la determinaci6n y

diferenciaci6n celular en el sistema de la LL, busqrfe deferminar si los genes neurogen/.nat,

newroD y ]os hom6]ogos de achaefe-sot/fe 7a y 7b, estaban .involucrados en estos .procesos.

Para   ello   realic6   experimentos   de   perdida   de   funci6n,   mediante   la   inyecci6n   de

oligonucle6tidos antisentido (morfolinos) en embn.ones de pez cebra en esfadio de 1 cefu]a.
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A las  72  hpf,  los  embriones  inyectados fueron tratados  con  la  tinci6n  vital  DiAsp  y  luego

visualizados por mioroscopia de fluorescencta.  Se analiz6 asi,  el efecto de la p6rdida de

funci6n sobre el patron de neuromastos funcionales en el embri6n vivo. De esta manera se

encontr6 que los embriones inyectados con el morfolino de neuroD  presentaban una menor

cantidad de neuromastos funcionales al compararios con embriones control. AI analizar mss

en detalle estos embriones se determin6 que la ausencia de funci6n de neuroD no afecta la

formaci6n de la placoda, la migracfon del primordio ni el dep6sito de tos neuromastos, sino

al parecer la diferenciaci6n de las celulas ciliadas en el neuromasto ya depositado.
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Figure 3. (ver leyenda en la pagina siguiente)
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Figura  3.  Expresi6n  de  geries  proneura[es  y  neurogenicos  en  ]a  LLP.
Neuromastos de embriones wi (A-C} y mutantes /77/-A (flF} de 36 Tipf. 'En in./b, fa

menor expresi6n de nofofr3 en eL centro del neuromasto '(D} se correlaciona con

una mayor expresi6n de afb7 (E). La comparaci6n entre la expresi6n de aff77 (8,

E) y tubulina acetilada ITLibulirt; flechas) .(C, F) iparece indicar qt]e fa expresi6n de

atAl   identirica   las  futLiras   celLilas  ciliadas.   (G)   Esquema  qLie  represenfa  .Ia

restricci6n de .la  expresi6n en el p".mordio de la Lip .{PLLP} en embriones wi y

mib. (I.ton y Chitris, 2001). Nofa: Las fotos originates carecen de barra de esca{a.

Todas vistas taterales. Arfuerfer a fa derecha.

El  afro  2002,   Peter  Andermarm,   Joset{e  Ungos  y  David  Raible  eslablecierofl,

mediante  expeTimentos  de  ausenciai  de  funci6n   (morfolinos},  que  a  diferencia  de  lo

encontrado en el resto de los verteb-rados, en et pez cobra, Aedrogerm-nat definia 'todos ]os

preouFsores de los gafiglios oraniales. Encontraron, a`demas, que la expresi6n de r7gr7 en
las  placodas  prefigura  la  de  pedroD en  fas  mismas  estructuras.  En  la  LL,  "embriones

morfarites"  pare  ngn7  carecen del  ganglia de ]a ILL anterior y posterior.  Sin embargo,  fa

formaci6n  de  16s  neuroffiastos  no  se v`e  afectada,  a  fjesaF de  no  estaF inefvados.  E§to

sugiere que [os des derivados de fas placodas de la LL, ganglia y prfuordio rriigratorio, estali,

I-egdlad.os  en  forffia separada.  Posiblerriente  eritofices,  la ex-pfesi6n  teffipfafia  de ng-fi7  y

nedroD en las placodas de la .LL, indica un proceso de determinaci6n y diferenciaci6n celular

en  la  componenfe  gangljonar del  sistema y no  en  .ra haccj6n  Pracoda[  qt]e  da  ]ugar  al

primordio migratorio y per ende a ]os neuromasfos.
Debido .a estos antecedenfes,  ia diferenctaci6n de fas cermas clliadas]  a nivel de

primordio y neuromasto, pas6  a ser el tema princ-Ipa.I de esfa tests y nezJroD,  ef geTi en
estudio y posib]e encapgado de este proceso. No obsfante esto, el intetes par encontrar LIB

gen de actividad proneural invo]ucrado en fa formact6n del sistema de fa LL segu`ia en pie,

ya que posiblemente esfe gen estaria regulando fa sefecci6n det destino de cefula cifiada a
trav6s de neuroD. En virtud de anfecedentes encontrados en ctros sistemast ngr7 deberfa
haber side el gen de actividad proneural rfo arriba de newroz). Sin embargo, su ausencl-a de

expresi6n en el primordio y neuromastos, as€ como ef hecho que embriiones inyectados con

et  morf-olino  para  ngrz7  no  presentan  probtemas  en  ja  formact6n  de  la  componente  no

ganglionar de ta LL, descartaron su actividad reguladora sobre neciroD en ta formact6n de
las ce[ulas ciliadas de fas neiiromastos.
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Basarrdonos nuevamenfe en los resu]tados de ltch ¥ Chitris {2001} y. apoyaldorios

posteriormente en ]o obtenido par Laguerre y co]aboradores  (2005}t  ef candidate etegido

para  esta funci6n  fue  affi7.  Mediante  la inyecci6n  del  morfolino contra este genr sobre-
expresi6n y experimentos de rescafe, establecimos una posible jerarqufa de pegulaci6n en e!
establecimiento de Ja identidad de ceLula cjliada en .Ia LL

Laurent  Laguerre  y  colaboradores  (2005),  del.  Iaboratorio  de  Christine  Dambly-

Chaudiere, jnvestigaron la relaci6n entre mjgraci6n y prch'feraci6n celLilar en ef desaTTOIIo de

la LL del. `pez cebra. Medianfe Ja incoxporacjch de bromodeoxiuridima {Brdu`) estudjaron fa

replicacj6n deL DNA en djferenfes etapas de la fo]mac).6n. de la kL- ,posterior.  El patron de

jncorperacj6n de Brdu en el horde Jider del primordio en migraci6n mostr6` Hn conjunto de

celulas marcalas rodeando gmpos de 2 a. 4 c6lulas no maicadas£ Esta disposici6n anular de
las c6lu[as en replicaci6n se asemeja rrmcho a lo descrito .per ltoh y Chitnis {2001). .con

respects a tog genes prorieurales y neurogf nieosr,  per Lo que  los autores Tiealizaron `una

doble marcaci6n BrdLJrdfb7 , encontrando. qLie fa expresi6n de affl 1 se .restring fa a .fas celulas

deL -primordio mjt6tieamente inactivas. .En eL horde .posterior, par otro fade, se encontr6` un

descenso en `Ia incorporacj6n de Brdu, indicando que` fas ce]u[as qure se preparan a ser
depositadas  .entrap  en`  .un`  perfodo  de  quiescencia  replicatiya,   quizas  -hasta  que  el.

neuromasto esfe comptefamente diferenciado. .P®sterior a esta fase mil6ticameute inacthra
rmevos  peFiedos replicativos se observan- en. -Ias c6lulas de sopche ,mag cercamas a_ [as.

c6[u]as  ciliadas,  consistente con.  Ia. idea  .de  que  fa ,muerfe de estas. |dltimas,  .gatilla, .ta

proliferaci6n de Jas celulas de sop®rte -{Willjams y .Holder, 2.000.).
De  esfa- maneFa,  log esfuerzosr se  centrarorT en esfab]ecer  una. posible jerarquta-

regulatoria entre a#77 y perfroD, en la adopct6n-del destin® .de c6lula` eiliada-en` la LL clef .pez

cobra..
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"Las celulas nerviosas que fomafan el sisfema de la LL posterior en.pez cobra, alcaRzan su.

especificaci6n  de  destho  celular  en  el terriforio ,placodal.[  anfes  de[ esfablecimiento  dct

primordjo y esto  es necesario pare la adq.uisjci6n de la capacidad\ mjgi.atcha del sjstema. "

:11]. OBJET]VOS

3,1       0bjetivo general

Analizar la expresi6n y funcj6n de Jos .genes ioualLicrados .en_ la. eapecificaci6rL de .fas

c5lufasnerviosasqLleformafan.eLsjstemadefa.LLposferiordel.embri6n.del.pezcebra.

.3.2      0.bjetiyos especificos

1-.         .Ftealizar.un.analisis.espaciorfemporal.microsc6pico, de la ,expresi6n.de los siguientes

•genes:

-tab.. neuroD

•.ubl..neurogeninal.

i(a;S. hom6[ogo.de-atonal 4

en .Ia. formaci6n -de La. LL posterior .de pez -cobra..

-2E         Analizar los genes que pFesenten una relaci6n entre su.expFesi6n y. ta -definici6n-de

• territories .a.. Rivet placodal. .y primordiat`', -mediante-la sobreexpFes.fen . {inyecoi6n .de .mRNA} y

~.. la.. inhibici6n de ]a. expresi6n -(inyecci6n. de ®]igonuc]e6tidos antisentido a Morfolines).de [os

-genes que ppesenten. mayor Televancia..en.,e[  estudio.

3..        -Esfablecer. rna-posible Tefaci6n. en{re Ice.genes iFIVolucradce. en.ef esfablecimiento.de

la ideritidad  ce[ular  de  [a .LL  posterl.or 'en  foTmaci6n .y'`la  induccich .de  [a-migraci6IT.del

primordio.

15



4.1       VAaferiales

Anticuerpos:

• iv. "ATERIALEs .v nnTODos

Anti.qThbuljna.Acefilada(Sjgmaj.USA)

Anti.a-mys8E.10_.(Santa.`Cr]izBjotechnology,,USA)

Anti `Digoxigenina.-(F2oche.... Diagnostics, Alemania )

Anti Hue..(Invitrogen, USA)

Anti JgG de` F3at6n. .(Amersham Pharmacia. Biotech, ,[ng]aterra)

Bacterias``Eschen-ch7-ace/7..DH5Ch.competentes{Clontech)..Les`plasmid®s.titilizados.en
•estatesisse.amplificaronprevia.itransformaci6ncongolpeJde.cal®r\eRestas-hacferias..

Enzimas. de res{ricci6n y. {amp6n-respective {Fermentas-):

BamH.`l,.Cla-I;EcoR.I,.`Kpfrl,Nctl

Peces  y.`embriones  de  pez.cebra  (.Dan/a  re/7o). .fueron  manfenidos  a  28®. .C.  Lee

embriones fueron 'obfer]idos medianfe 'eruees espontaneos de cepas. silvestres, trarisgeriicas

a-.mutantes de peces adultes.

Liners.trarisgenicas:

ET4-.(Df. -VladiTrfuf K®izh, lMCB, .Sirigapur}

ET20'`(Bf-. .Vladiffiir- .K6fzh., IMCB, .Sijig'apuF}

FoxD3|.GFP {Df.. Barren-Gilmour, '"bingen, Alerriahia)

Hue-GFP -(Dr:-A|-ay.Chitnis; NIH; Bethesda.)
'Lineas mufanfes:

min`db'omb. .{m7.A; Dr Ajay Chitnis; NTH, Be-thesda)

Pla§midios:.

pBTuescn-Pt' IT SK '+/i (Femen-fa.s}

PGEM ITeasy-vector; Promega, LJSA}

pCS2+-MT.(Fermentas}



4.1.1    Reactivos paLra BioLogia RAo[ecular.y otros

Acetate de sodio 3M, pH 5,.2 (Winkler, Chile).

Acetona (Merck, Alemania)

Acido ma]el.co (VVInkle[, Chile).

AgLta sin. nucleasas quLnkler, Chile)

Cloruro de calcio (Merck, Alemania)

C]oruro de litio (Merck, Alemania}

Cloruro de patasio (Merck, Alemania.)

Cloruro de sodio (V\/jnklerj Chile)

C.olumnas. da purificaci6n .BD, Chroma SpjnT10.0 (Clontech)

Djamjnobencidina ..(DAB;. Sigma, .u.SA)

DiAspffodurode.4-(4-dietilaminoestiril+N-metilpridinio;.Sjgmar,U.SA)

• Dil. ,(Pere[orato , de ` `1,1 'rdjoctadecili 3, .3.,. 3.!.,  3.:Tfetrametilindocarbocianina; . Molecular

PFobesT...LJSA.)

Dimetilsulf6xido,`.(DMSO, .\A/inkier,` Chile)

DNA ljgasa ,T4 .(New England Biolabs, -USA)

DNA polimerasa Taq .(GibcoBF2L, lnglaterra) -

DNAsa-, (Bochringer Mannheim, ,Alemania)

D-lT. (ditiotreitof,; Winkler, C-bile)

EDTAOwinkler,.Ghile`)

Feniltiodrea (feniltjocarbamida; Sigma, USA)

F®rmamida..{Merck, Alemania.)
•. H202  (Merok, Alemania)

•HEPES `(Sigma, USA).

Marcador` de peso .molecular de 1 kb {Fermen{as)

Metanol (Merck, Alemania)

NB.T ./ BC(P. (nitre blue. {etrazo[ium chloride t/.5-Bromo4Chforo-3-indolyl phosphate;

Boehringer Mannheim, Alemanja)

Oligonucle6tidos:

5.I-cTz\GGGAIcCGztycAIGz\cGRAiGTcplTplc   3-i        .(FI  BamH1..nrd}
•5-,   AGGATCGAITAGTCGTGAziA:TATc-Gc   3-'                  .(Rl  era/ map

5 '   a.cGrrcccI.GGAIcCzITzsjGccfuc  3'                        .tiF4  BamH! athl}
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5'    GTATCGATCGCACTTCAG.TGAGG`   3'

5 '    TGACTTCGT.CAFGTCGGAACTCTAG   3'

5'    TCTGTTGGTT.TGTGCT.TTTGGGAGG   3'

5.'    CCATCTTG-GCGGTGATG-TGCELTTC   3 '

5 I    TATACGATCTCCATTGTTGATAACC   3.'

(F`1 Clal. athl}

Lnrd NIO}

lath.1 MO)

Gash.1a MC».

(ngnl NIO'
MO: Moffo`Iino. (Gene Tools= Phi[omath, Oregorf)

Paraformaldehido {PFA; J.. T, Baker, USA)

PBS ITamp6rf .fosfat`o.; Winkfer, Chile)

Protejriasa K.(GibcoBFtL, ]rig[aterra)
•Reactivo de `bJoqueo' (BMB; Boehringer-ManfiFiejffi, Alemania)

RNA de t6mla (Sigffia, USA.)

RNA polimerasa -SP6, T3 y T7 (Fermentas)

RNAsa (Boehringer Mannheim, A]emania)
•SLiero 'de oveja inactivado (Sigma, USA)

Sustrato quimioruminiscente St]persignal West Pico (Pierce, IL, USA.}

Tamp6n de transcripci6n .{Roche, Alemania)

Tween 20 {Monolaurato de polhoxietiten-sorbitan; Sigma;. USA}

4.-1.-2    Soluc`iones

MAB (acid`o maleico 100mM; Nacl.1510mM.; Tween 2® a,1 %; _pH 7-,5)

MAB / BMB /- LS (MAB + reactive de bloqueo 2% + suero de oveja inac  vado 20%}

MAST {.MAB + fween 20 a,1'%}

Media  de  peces  (soluci6n  E3)  (Nacl  5mM;  KCI  0,17mM;  Cac!2   0.,13mM;  Mgs04

0,33mM; azul de metileno 10-5 %)

Mezcla   NTP   di.goxigenina   {ATP.,   GTP.,.   CTP   2,5mM;   UTP   1,625mM;   UTprdig

0,875mM)

PBST (PBS + Tween 20 0.,10/o.)

Ringers .(116mM NacI; 2,9mM KC[; 1,8mM Cac12; 5mM HEPES; pH 7,2)

Ringers + (Ringers; 0+1mM EDTA; 0,3mM PMSF.)

Sample buffer (0,63ml` Iris.1M pH 6.,8; 1.ml gficerol.1000/a.;  0,5ml G-memapfoTefanof,;

1.,75ml. SDS.20%; .20ul`PMSF 100mM, para .1,.0 .ml)

SoJuci6n AP (Mgcr2 50mM; .NacJ.1.00mM; Iris 100mtry Tween..20 0,2%; pH 9,5}.
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Soluci6n de bloqueo inmunocitoquimica (suero de oveja 20%; DMSO 1°/a en PBST)

So[uci6n de hibridaci6n rfu si.fu (SSC 5X; heparina 50pg/ml; RNA de t6rula 500Hg/ink

formamida 50%; Tween 20 0,1%.)

Soluci6n peroxidasa de mamaci6n papa inmLJnocitoquimica (DAB 0,03% en PBS).

SSC .20X .(1.75,3g.NacL; 882g citrate de sod.io; pH .7 en .1. [itro de agua destilada)

4,2.      Metodos

4.2.1,   Mantenei6n de los peces y. recolecci6n ,de.embriones

Los, peces son manfenidos. a 28P .C. en.t]n cic[o de.14 horas.4uz,10 horas. oscuridad.

Para la. obtenci6n de.embriones., se. se]eccionaron cada vez .un nt]mero similar de hembras y

machos. y. se mantuvieron separados. duranfe ]a noche. AI dia siguiente, al momento .de dar

la \Iuz, se juntaron `hembras..con. machos y se dejaron en -una .cubeta con. agua ffiesca, .que

contiene un. inseTto.enrejado .que pemiite pasar los. huevos a! fondo de la cubeta y asf poder

recolectar  ]os  huevos.  sin  .Ia   posibilidad.'de   que   los.  peces.  se   fos   coman..:'Una   vez

recolectados. +fee. huevos se traspasaron a Soluci6n E3.1X y se utilizaron para microinyecci6n
•o se .dejaron -en una estufa a 28P C. para su crecimiento.. DespuesL/de las `24 hpf, .en algunas.

ocasiones,   los   embriones  fueron   mantenidos  en  feni[tiodrea   0;03%   para  prevenir  la

formaci6n de pigmentos (Westerfield,1994).

Los   embriones   utilizados   para   hibridaci6n'  ./-n   a/-fu  e `. inmunocitoquimica,   fueron

decorionados, clasificados per su estadio, segt]n Kimmel y cols. .(1995}, .y.fijados en PEA 4%

a 4°C, duranfe.toda.Ia noche. AI dia siguiente se 'lavaron tres veces per 5 minutos con PBS. .y.

se deshidrataron agregandoles metanol 100% e `incubandolos per 10 minutes a temperatura

ambiente.  y. luego   1   hora  a   -20°C.   Luego   de.  esto,   Ios   embriones  fueron  utilizados

inmediatamente o a[macenados a  -20°C.



4.2.2    RAicroittyecci6n de embriones

Para micro-inyectar embriones de pez cebra se utiJiz6 una placa de Petri de plastico

coma soporfe,  en donde se .coroc6 un portaobjetos de vidrio.  Se depositaron  fos huevos
pecien fecundados sobre la p[aca, exacfamente .en. eL bold,e deL portaobjetos, de manera. qLle

formaran files paralelas al portaobjetcL .Se relirfe el exceso de. agua. a fin de qLle los huevos

se adhirieraB a la._superficie par tensi6n.superficial Luego fueron irrsfalados en Llna lupa de

djsecci6n y`` mieroinyectados con `5 a 10 .nL de una.solucien `,que confenia RNAj DNA y/a, un

oligonucle6[id® .antisentido (Morfolino), usande para .esto `un. inyeetor de presi6n de` nitp6geno

(Narishige)i

4.2[3   Sinfesjs de sondas e hibrjdacj6n.in-sffu en embrj6n, complete

•Para la. sintesis de.sondas de RNA maricadas con digoxigenina, .se incub61  LIg-de

•DNA digerido  con .la  enzima, de ,restricci6n.. coITespondiente  a .37 ?C {ver.`Tabla  1). en  fas

siguientes.condictones:

Tamp6n de transcripci6n                 2 |JI

RNA polimerasa IT3i. T7 6.SP6)    -2 p[

Mezcfa NTp digoxigenina                 8 L]I.

DITO;1  M                                                  1  i]r

`DNA djgerido (Iinearizado)                1, Hg

H20 Iibre de RNAsas                         hasfa completar 20 :i][

Luego de incubar toda la noche se agreg6 2 ul de DNAsa' y. se incub6 `por 30 minutes

mss.  -Posferiormente se  afiadi6 30 p]  de H20. Ijbre de -RNAsas y se precipit6 ,]a  mezc]a

agnegando 2 t]f lde Licf  10. M y. .200-.Hr.de ctanol al  100% dQjando a -20. °C toda ]a noche.
•Luego se centrifug6 a 14.COO /rpm per .30 minufos y el precipitado se `lav6 con efano[ al 70%.

I .Posterior a esto se pesuspendi6 el precipitado en. 50' H[ de 'H20. ]jbre de RNAsas y se difny6

en 950 pl de tamp6n de Ilibridaci6n.

La informaci6n -relativa a la preparaci6n `de cada sonda. se resume en` ]a siguiente

tab'a:
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Sonda: vector enzima Po[jmerasa: referencia

athl .pBluescriptsK BamHI T7 Kim`.y.cols„  199.7
_5i=ud_i_nB

desconocido E3amHI, T7 Ko[Imar y .cols., 2001

eyal desconocido EcoF3I ..T7 I.Sahly y cols.,1999

`  neuroD pBIuescript SK Notl T3 KOTzh y cols.,1998

ngnl pCS2MT BamHI T7 •Kowh. y cols., 1.998

Tabla.1.  Sondas  utilizadas  para hibridaci6n. i-n. sjru.  Se-sefiala  en  cada caso .Ia' enzima. de

restn-cci6n y RNA. polimerasa Llti!izadas, ademas. de[ vector de clonamiento.

Para la hibridaci6n .i+} s7Tu ]os embriones fijados fueron rehidrafados mediante lavados

sucesivos de 5. minutos con metanof 75%, 50% y 25% (en PBS), respectivamente, seguido

de  3  Iavados .de  5  minutes  con  PBST.  A continuaci6n, .los embriones se permeabilizaron

incubando]os  10 minutes con una soluci6n de proteinasa 'K 10  pg/ml en  PBS.  Luego se

Javaron 2 veces .con  PBST y se refijaron en  PEA al 4% duranfe 20 minutes. Se  lavaron
'1. nuevamente.en PBST 5 .veces per 5 minutes .cada rna, pare. luego pretiibridar los embriones

entre 57°C.y 65°C en so[t]ci6n de hibridaci6n, por 4 'horas, Iuego .de un 'lavado corto de 10

minutes en ]a iTiisma .soluci6n.  Posteriormente se agreg6 Ia sonda y se incubaron durarrfe

toda `la noche a la misma.temperatura.

AI  .comienzo  del  segundo  dia  se  recuper6  la  sonda  y  se  guard6  a  -20°C.  Los

embriones .fueron  lavados de la sonda con fomamida al 50% y 25%  en SSC 2X por 10

minutes cada vez, ']uego 30 minutos con SSC 2X y 2 veces de 30 minutes con SSC.O,2X,

todo a ]a misma temperatura de .hibn.daci6n. A' continuaci6n los'embriones fueron incubados

a temperatura ambiente en .MAB durante 5 minutos, y -en.MAB+BMB+LS .durante 4 horas.

En foma paralela se b[oque6 el anticuerpo anti digoxigenina  (1:1000),  incubandolo en la

misma 'soluci6n. Pasadas las 4 horas, se agreg6 el anticuerpo a los embriones y se dej6

incubar por toda la noche, a 4°C.

AI fefcer dia, a fin de eliminar e[ anticuerpo fibre, tos embriones se ]avaron en MABT

5 veces por 20 minutos. Lego se equilibraron en sofuci6n AP durante.5 minutos per 3 veces.

A continuacich se [es agreg6 tlna so]uci6n deNBTrecIP (sustratds de la fosfatasa afcalina

que  ert  L]na  reacci6n  de  6xido-iieducci6n dan  como producto .un precipitado  azu]/morado)
djluida  en. solucich AP y se  incubaron  a temperatura  ambieute y eTt oscuTidad,  hasta la

aparici6n del precdyitado azul. Posteriormende se lava-ron con PBS 3 veces .pop 5 minutes y si.
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Ia camtidad de tinci6n, basa]. result6 muy atta se incubaron pop 10 minutes en metanoL 100%.

Los  embriones  ya  tefiidos  se  pasaron  a.  glicerol  medianfe  incubaciones  sucesivas  a

concentraciones crecientes de gliceror en PBS.

4.2.4   lnmunoquimjca en embri6n comp[efo

.Embriones fijados.fueron...Iavados 3 veces per 5 minutos` en PBS y 1'. hera en agua

desti]ada, inoubados per 7 minutes.en. acetona frfa,. ]avadce 2 veces per 5 minutes en PBST

y transfer].dos a soluct6n de. bloc|ueo.por 1` hera, [uego, los.embriones fueron incuhades toda
Ja noche a 4°C con el anticuerpo, correspondjente di[ujdo .en sofuej6n `de bJoqueo (1:-1000.). A

continuaci6n se  lavaron  4 veces per 25. minutos en  PBSTj  se jncubaron 30- mjnutos en.

soluci6n de  b(oqueo y toda  la  noche a 4°C con el anticuerpo anti  fg de rat6n diluido. en

solL[ci6n de bJoqueo (1 :200).. Posteriormente se ]avaron 4 veces, por 20 mjnutos en PBST y

fueron transferidos a soluci6n peroxidasa de maroaci6n por 30 minutes y luego a soluci6n de

maroaci6n  0,003%  H202.  Despuesr  que  foe  detectado  e[  producto  de  la  reacoi6n  de  fa

peroxidasa, `Ios embriones fueron Javados 3. veces en P,BS y {ransferidos a glicero].

4.2.5.   Consrfuccj6n devectoTes de expresi6n y morfolinos

Para  generar  los  coTistructos  de  fusion  77eziroD  y  afA7-myc,  utilizamos  ef  CDNA

comp]eto de cada  uno  coma templado  pare  la  reacei6n  de PCR.  Los  paTtjdores  usados

contienen un-sitio. Bamf7J (par{idor rio-arriba que contiene e[ ATG) y. .un sitio C/a/. (partidor fl'o--

abajo que carece el cod6n de fermino). y sus secuencias aparecen en et capitulo Ma{eriales.

Estos productos de PCR fueron. clonados `en un vector PGEM por clonamiento TA, digeridos

con  `BamH/  y  C/a/,  y  subclonados  en  el  vector  de  .expresi6n  pCS2MT,  generando  ]os

constructos pCS2nouroDMT y pCS2affr7MT.

El morfo]ino de necirogen/-nat fue cedido por el Dr, Robert Comell {Comell y -Eisen,

2002)., Los morfolinos de i7e«roD; aff]7, asfr7a y asfr7b fueron sirifetizados per Gene Tools.

Todos Ice morfolinos fueron dirigidos contra la regi6n 5`del CDNA.

8,5 'ng de morfoTino fueron inyectedos en cada Zigoto. En `[os experimentos de rescate,

se coinyectaron 4,25 'ng-de morforlno con 125 pg. del p[asrrido de expnesi6n.
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4.2.6   Mareaci6n de c6lulas y.. microscopia

Las celulas ciliadas de ]os neuromastos fueron  maroadas en. embn.ones vivos con

DiAsp ryoduro de 4i4rdietilaminoestiril'}N-metilpridinio; Sigma, uSA}. como se describe en

Collazo y cols. (1994,). Larvas de 48-72 hpf fueron incubadas en soluci6n, E31X 5 mM en

DiAsp por 5 minutes y luego lavados varias veces con medio fresco y visualizados bajo [uz

f[uorescente  en  un  microscopio  de  diseccj6n.  Al  memento  de  evaluar  el  efecto  de  la

per[urbacj6n de la actividad de un. gen, contamos los neuromastos marcados con DiAsp de
cada  lado  de  la  larvaj  I.a  LL  posterior  embrjonaria  consta  de 5  rieuromastos  laterales

aJineados a 1o ]arg®  del mioseptum horizonfal y 2--3 neuromastos terminates en t]na posiei6n

mss ventra[ en fa `punfa de ra colaj Par lo. fantoj el nBmero total de neLiromastos es 7-8. en

mas del 90% de [os embriones. A fin de considerar la ocurrencia de embriones silvestres

con menos neuromastos, consideramce "normal" oualquier embri6n con 5-8 neuromastos,
"subnormal"  aquellos  que  posean  114  neuromasfos,  y  "arroTmal"  ]os  embTiones  que  no

poseen `neuromastos de -]a .L.L posterior marcadce.  Los. dos lados de cada embri6n fueron
confados como resultardos independientes.

•Para seguir fa formaci6n det nervio de la LL posterior, embrioT]es de 30 .hpf fueron

fiados toda fa.-noche en paraformaldehido al 4% en PBS. La inyeccj6n de .Dif {Perc[orafo de
1,  1`rdioctadecil-3,  3,  3'.,  3'-te{rametjlindocarbocianina;  Molecular  Probes,  USA)  en  ]os

embrioT]es fijados se .rea[iz6 ,come se describe en David y. cols. (2002).

El  pn.mordio. de .[a  LL posterior y los neuromastos fueron  visualizados tambien en

animates vivos o fijados, mediante microscopia .Nomarski .en` ur] `microscopio Zeiss {#3`74.77,

Carl  Zeiss).  Aquellos  embriones  tefiidos  mediante  hibfl.daci6n  r.n. sl.fzj  inmunocitoquirrica,

fueron transferidos a glicerol y en su mayoria desvitelados {remoci6n del vifelo}, .para ser

observados. Los embn.ones vivos tratados con DiAsp fueron visualizados en un microscopio

de  fluorescencia  Lejca  MZ12  en  .medio  para  embFiones.  En  todas  las  fotograffas  que

aparecen en esta fesis los embriones o parfe de embriones es`fan orientados con su .cabeza+
o parfe anterior hac-I-a fa izquierda, si es una vista lateral y lhacia ariba. si coITesponde a usa

vista.dorsal.

23



4.2.7   Extracci6n de proteinas -y western -blot

Se  pusieron  100  embrl.ones  decorionados,  de  24hpf,  eR.  1ml  de  Ringers+.  Se

disgregaron. Ios embriones, utilizando una pipeta. pasteur de diamefro intemo menor que et

famafio de Jos embriones. Se .Iav6 con. .Ringers+ hasfa que .Ia` so[uci6f] estLivo tras]dcida. Se

centrifug6 en una picocentrifuga y se .retip6 et maxima de media posib[e. Se agreg6 -Iuego

40LJI de Sample buffer y se homogeneiz6 en un yorfex, LHego se jncub6 duranfe 5 minutes
len un bafio de agua hirviendo, A continuacj6n .se centrifug6 {maxjma veJocidad) durante .5.

•minutos, se recupefo .el sobrenadante y se guard`6 a -80°C.

E[ western  b[ct fue  realizado  coma +se  describe en  Westerfie]d  (1994)i  en gel de

acrilamida  al  10%j  El  gel  fue  transferido. .a  tJna  membrana  de  nitroceJulosa .en  camara

hdmeda y se inoub6.-con et anticueroo anti c-myc 9E1.0 .(1 :1'000). -Luego. de incubar durante

toda la noche y lavar el anticuerpo primario se incub6 con el anticuexpo anti lgG .de -rat6n

(1:2000), conjugado a peroxidasa. Posferiormenfe se detect6 `fa .sefal utiljzando 'un sustrafo

quimioluminiscente -y-exponiendo durante 5 minutos la .membrana a Llna peFfoula .fotografica.
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V...REstJLTADOS

Come   primer  .paso  y  con  el  objeto  de   determinar  que   genes  ,pod[ian`  .estar

jnvolucrados en el proceso de decisj6n de destine celular -de la components -sensorial de .Ia

LL  posterior,  procedf  a. realizar e[. ana[isis  funcionat  por  ausencia  de  funci6n,  .de  geries

proneura[es con conocida participaci6n en. procesos de determinaci6n y diferenciaci6R en
otros sistemas. Tras `la inyecoi6n de oljgonucJe6tidos antisentido (morfolince.). para los genes

hom6logo de achacterscute 1 a .(ashla). hom6]ogo de achacte-scute 1 b tasbl.ir}, -neuroD -y
•ner/roger/.nat  (ngr77),.  analicef  mediante tincj6n  Vital  DIAsp,  la  presencia  de neuromastos

funcionales en Jos embriones inyscfadosj A [as 72-.hpf, cuando la Jinea lateral priman.a esfa

completamente    formada,    Ios    "embriones    morfantes"    (embriones    jnyectados    .con

oligonucle6tido -antisentido Morfo[ino) para net/rcD mostraron rna marcada dismjnuci6n en
•el ndmero .de -netiromasfos tefiidos. Papa -er resto -de los genes analizados, no .se .observaron

'diferencias. -apreciables  .con  respecto  a  los  .contlioles.  No  obstante  estosr resuifedos,  fa

conocida relaci6n funciomal y jerdrquica .entre -Ios genes neriroD y. 77gn7, '`me Jfevaron a ilo

descarfar del -analisis a .este dltimo. Posterio7Tnenfe, -se froorpor6 al estudio el gen proneural

hom6Iogo -de .atonall (ath`1).
•En -virtnd  del  buen  entendimiento  del  tTahajo. realhado,  corneT]zafe 7]evisando  fas

patrones de expresi6n y .[uego -el analisis `funciona[ ,per perdida .de -.funci6n. Posteriormente
se .ana[izafan Jos tenotip-ce de -`'embriones morfantes" encontrades -y-se intenfafa esfableceT
•una posible jerarquia de regulaci6n entre..Ios genes en estudjo.  Finalmente examinate los

resultados encontrados medjanfe sobre€xpresi6n.

5.+      ExpresE6n de los genes proneurates  neurogenina li neuroD y hom6logo de
afo»a/ 7, en la linea I]afeTal del pez cebra (Dar7fo rer7.O}

jvgn7., a#}7. .y neuroD corresponden a genes proneurates involucrados en d-rferenfes

efapas del proceso de adquisici6n de desfino celular.  Los dos primeros caen dentro de ]a

categoria de .genes de determihaci6n .(Ver capitufo 1-.4-.3' Genes proneurales.y neurog€nicos

rrlvolucrados en ra formaci6-n de la Lt...)y net+roD. en la de .genes de diferenciaci6'n, Analide

sus patrofies de expresi6-n .en el embri6n de! pez cebra, median{e hibridaci6n i.fr. st.fzi, usaFido

scrmdas de RNA antisentido marcadas con digexigeFTina, desde que fas placodas de [a 'lLL



nan sido establecidas (aproximadamente a las  10-11  hpf 6 comienzo de la somitogenesis)

hasta que los neuromastos de la LL primaria ya fueron  depositados y diferenciados (48-54

hpf).

5.1.1    neurogenina 1

Con el fin de determinar la posible participaci6n de ngn7 en la formaci6n de la LLP,

procedi a analizar su  patron  de expresi6n  mediante  hibridaci6n  /.n s/.fu,  poniendo especial
cuidado  en  considerar expresiones  debiles  en  el  ganglio,  primordio  y  neuromastos  de  la

LLP, dado el cafacter dinamico de la expresi6n de los genes en este sistema. No fue posible

encontrar el transcrito de ngn7  en las componerifes sensoriales de la linea lateral,  o sea

neuromastos (Figura 48) y primordio migratorio (Fisura 4C).  Sin embargo, el gangtio de la

LLP   present6  expresi6n   de   ngn7   (Figura  4A),   lo  que  concuerda  con   los   resultados

presentados por Andermann y cols. (2002) y con mis resultados de ausencia de funci6n (ver
mas adelante).

:5,+,ii

Figura 4. Expresi6n de neuirogoni.na 7 en la LLP. (A) Cabeza de un embri6n de

48 hpf.  La fleeha blanca indica el gang«o de la LLP. La linea punteada delinita fa

vesicula 6tica. (8) Ausencia de expresi6n en los neuromastos de un embri6n de 48

hpf. Barra escala en A: 50 urn para A y 8. (C,D) Comparacich entre la auseroia de

ngn/  (C) y presencia de afh7  (D) en el primordio migratorio  (delimitado con  una

linea punteada). Barra escala en C y D: 10 urn. Todas vistas laterales.
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Para  estar  completamente  seguro  de  la  ausencia  de  expresi6n  de  ngr7  en  los

neuromastos  y  primordio  migratorio,  rea[ice  hibridaciones  r.n  si.fu  en  diversos  estadios  y

djsminuyendo   las   restricciones  de   [a   hibridaci6n   /.n   sffz/:   bajando   la  temperature  de

hibridaci6n, aumentando los tiempos de incubaci6n con la sonda y anticuerpos, aumentar[do.

Ia  concentraci6n  de  la  sonda  utilizada,  etc.  No  obstante  estos  cambios,  no  encontfe

expresi6n en primordio y neuromastos. Par ,[o tanto puedo concluir que f7edrogem.nat, no se

expresa en eL primordio migratorio ni neuromastos de la LLP' hasta el esfablecimiento de la

LL .primaria (48-54 hpD.

5.1.2   neuroD

Et transcrito de newroD se comienza a d`etectar, en la LL, a, partir de fas 1.1: hpf, en fas

placodas anter]'or y posterior (Figura 5A)`. Ademas se observa su expresj6n en las ce[ulas

que formafan el ganglio {rig6mino y en una regi6n antedor del cerebro, qile posib[`emente
formafa el telencefafo (Korzh y cols., 1998). A fas 118 hpf (Figura 58), la expresi6n de neqroD

se  hace  mas  evidente  en  ras  placodas  de ,la  LL  anterior y  posterior,  sin embargo  foe

imposible  determinar  si. esta  expresi6n  se  resth.nge  a  fa  poroi6n  ganglionar a  inclnye  a[

primordio  pre-migratorio.  Tambjen  se  puede  observar su  expresi6n  en  fas  cefu[as  que
formafan e[ ganglio del oido. A las 24 hpf (Figura 5C), varias horas despues del comienzo. de

la. migraci6n del primordio posterior, neqroD restringe su expresi6n en los ganglios pero flo

muestra presencia del` transcrito en e[ primordio ,ni en e[' neuromasto L1'  recien depositado.

Horas  desprfes  y  con  mucha  dificultad,  es  posible  encontrar  una  debit  expresi6n  en  el

primordio en movimiento. Cabe destacar que no se observa expresi6n en el prcmeuromasto

que  esfa  siendo  depositado   (Figura  5E).   La  expresi6n  mss   lfamativa  de  r7e"roD'  Ia
encontramos en ]os neuromastos de  la LL  posterior ya depositados.  En la Figure 5D es

posible  observar  esta  expresi6n.  Sj  vemos  en  deta[[e    la  expresi6n  de  ne«roD  en  e]
neuromasto (Figura 5F-H), podemos visualizar que el transcrito esfa mas concentrado en fas

celulas centrales, que formafan (as futuras celulas ciliadas mecancLsensoras (ftoh y Chitnis,

2001).

Este patron de expresi6n en la componenfe sensoriaf' de fa LL no habia sido descrita

anteriormente para netiroD,  siendo este  el segundo gen  proneuraf de expresi6n  en  esfe

sistema, junta con ath7.
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Figura 5. (ver leyenda en la pagina siguiente)
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Figura 5. Expresi6n de n®uroD en la LL. (A-C) Expresi6n de neLiroD en las

placodas de la LL anterior (cabeza de flecha) y posterior (flecha). (A) Embri6n
de pez cobra  de 11  hpf. (8) Zone de! oido en un embri6n de 18 hpf. El vitelo

ha  sido  removido  para  facilitar  la  visualizaci6n  y  la  vesicula  6tica  esta

delimitada por una linea punteada. (C) Embri6n de 24 hpf. Barra escala en A

y C:  100 urn. Barra escala en 8 y D: 50 urn. (D, F-H) Embriones de 48 hpf. (D)

Vista  paroial  del  tronco  de  un  embri6n  en  dende  se  puede  aprecjar  la

presencia  del  RNA  de  netiroD  en  los  neuromastos  L2,  L3  y  L4  de  la  LL

primaria.  (F)  Detalle  del  neuromasto  L2  visto  en  (D).  (G,H)  Expresi6n  de
neuroo en neuromastos de otro embri6n, a modo de ejemplo. (E) Transcrito

de net7roD en el primordie en migraci6n,  EI primordio fue delimitado por una

linea  punteada para facilitar su visualizaci6n.  Barra escala en  E y  F:  10  Lim

para E-H.

Con el fin de determinar sj net/roD se expresa en el primordio de la LLP y dada la

posibilidad de que se exprese en fas oelulas cjliadas que forman los neuromastos, procedi a
realizar  la  hibridaci6n  i.n  sitz/  para  este  gen,  en  embriones  mutantes  in/.r)dbomb,  que

desarrollan un exceso de c6Iulas ciljadas per un desequilibrio en la expresi6n de los genes

neurogenicos  Notch-Delta.  En  estos  embriones  encontfe  el  transcrito  de  neLfroD  en  los

neuromastos  y  ademas  una  fuerfe  expresich  en  el  primordio  migratorio,  similar  a  la

encontrada pare ath 7 en embriones silvestres (Figura 6).
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Figura 6. Expresi6n de n®qroD en el  mutants
in/.A. Vista lateral del tronco de un embri6n

mutante nth de 30 hpf. Cabeza de flecha:

neuromasto L1. Flechas: pro-neuromastos. El

corchete sefiala el primordio. Parte del vjtelo foe

removido para facilitar la visualizaci6n. Bama

escala: 50 urn.

30 hpf



5.1.3    1\om6]ogo de atonal-1

La expresi6n de afh7 en el sistema de la LL ya foe descrifa (Itch y Chitnis, 2cO1). Sin

embargo, se hizo necesario re-analizana durante el desarrdfo de esta dsis, para comparaha
con la expresi6n de neLiroD y asf poder establecer rna posible jeranquia de fegulacich entre
estes dos genes (ver mss adelanfe, capftulo 5.3).

ath7  i   Fjgura 7. Expresi6n de athl en fa

c          REELERE''t¥#i   ofli

I.IJP.   Expresi6n   de   afh7   en   el

pfinordto  mjgratcho  (A),  primordfo
depositando un proneuromasto (8)

y  neuromastes  ya depositados (C,
D).  Flecha:  neuromasto deposifedo

o en proceso de dep6sito. Cabeza
de flecha: pro-neuromasto. L1, L3 y

L4      indican      la      posiei6n     del

neuromasto indicado.  El coDchefe y

ta    linea    punteada    sefialan    el

primordio  flrigratorio.  Tedas  vistas
laterales. Barra escala en A: 50 urn.

Barra  escafa  en  8:  10  urn.  Barra

escala en C: 10 pin C y D. Aflterior:

Izquierda.

EI patron de expresi6n de afh7 en el primordie misratorio (Figura 7A, 8), schala la

presencia de 2 a 3 grupos de celulas prefigurando la formaci6n de promeuromastos previo a
ser  depositados.   Esta  exppesj6n  prosigr]e  durante  el  dep6sito  y  se  mantiene  en  ct

neuromasto ya depositado (Fisura 7C, D), por lo menos hasta fas 72 hpf, dRAmo estadio en

ser  analizado.  Denfro  del  neuromasto,  afh7  parece  expresarse  en  unas  pocas  celulas
centrales  (Fisura  7D),  tal  come  lo  describiel'a  ltoh  y  Chitnis  (2001).  Sin  embargo,  su

expresich parece aumentar at pasar el tiempo. de manera que si se compare I.a presencia
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del transcrito entre [os neuromastos L3 y L1. (e[ tlltimo depositado 7 horas antes} se puede

observar un mayor nt]mero de celulas marcadas.

Con respecto a las demas componentes de[ sistema, no eRcontfe la presencia de[

transcrito de afh7 en las placodas de [a LL, asi coma tampoco en los ganglios y nervios de la

LLP.

5.2      Ana[isis funcional per p6rdida de funci6n de [os genes ngn7, f]euroD y affl7

Papa analizar la participaci6R de los genes ngr7, net/roD y affa7, en. [a formaci6n clef

sistema de la ILL en ef embri6n del pez cebra, fiealice dos aproximaciones experimentales:

Perdida y ganancia de funci6n del gen en estudio.

5.2.1    [nhibici6n  de  fa  traducci6n  por  inyecci6n  de  oligonucfe6tidos  antisentido

(morfofinos}

La   perdida   de   funci6n   se   obtuvo   mediante   fa   inyecci6n   de   o[igonucle6tidos

antisentjdo (Morfolinos; Nasevicius y Ekker, 2000) en zigotos de pez cebrai. Los morfolinos

fueron  disefiados para unirse a una  secuencia d'el .mRNA def' gen que incluye ef ATG y

bloquear asi ef acceso al sitio de inicio de fa traducci6n. Los embriones inyectados fueron

mantenidos  a  ta temperatura  adecuada  y a  las  72  hpf se  les .realiz6 un ,primer exarnen

incubandolos   con   la   tinci6n   vital`   DiAsp,   un   maficador  fluorescenfe   de   neL]romastos

funcjonales (Figura 8).

Los  embrjones  inyectados  con  los  morfolinos  contra  neqroD {ne«roD  MO} y aff}7

(afh7 MO), presenfaron una disminuci6n en el ndmero de Reuromastos marcados con DIAsp

(47%   y   55%   respectivamenfe;Tab]a   2;   Figura   88,   C.).   Ademas,   un   porcentaje  no
despreciable (31% para nedroD MO y 11% para atfr7-MO; Tabfa 2} carecja) absolutamenfe

de neuromastos tefiidos (Figura 8D). El efecto en la incorporaci6n clef compuesto DiAsp, .por

los  neuromastos  de  los  "embn.ones  morfantes",  fue  pfacticamenfe  igua]  para  ambos

moTfolinos, por e]Io la Egura 8 s6Io muestra aquellos embriones jnyectados con neqroD MO.

31



FIgura   a   Efecto   det   morfblino  pars   rle«roD  en  .Ia   tinc!6n   de
neuromastos funciomales. (A-D) Embriones de 3 dpf incubados con DiAsp,

que   revela  fa   presencia   de   neuromaslce  funcionales.   {A)   PatFch   de
neuromastos  {flechas  blancas,  lado  izquierdo  Gel  embrich}.  (8€)  Vista

lateral (8) y dorsal (C) de un embfl-6n represenfathfo moffante para newroD

con atisemcfa parcial de netlromasfos. N6tese que el efecfo del nwhlico es
difeoente a cada lade Gel- embri6n. rmentras el lade izqtfierdo se ve afectado

y solo mLlestra 2 neuromastes maredes con. -D.IAsp, el fado derecho se ve

pfadicamente  normal.  (D)  Vista  lateral de  un embri6n inyectato  carente
completamente de neuromastos .marcades. Barra en D 50 urn para A|).
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EL andlisis pot DiAsp real.edo a las 72 hpf, a enbriones inyecfades con ngnl MQ no
angj6 dffe[encias  al comparawlos con  los embriones control  (Figure 9A}.  Sin embargo, al

cabo de pocas horas, estos mismos embriones aumentaron progresivamente y de manera
exacerbada el ndmero de neuromastos de la LLP, fen6meno ademds visto en embhones
ngn7  /- y en embhones de  la linea transgenica foxD3-GFP  (fuorescente para  fas glfas
asociadas al nervfo de la LLP) inyectados -con ngn7 MO (figure 98, C y D}. E] anafisis .de

estos resultados corrouepda con lo obtenido por L6pez-Schier y Hudspeth, 2005.

Figura 9. Papel` indifecto de ng».t
en la formaci6n de la  LLP.  (A-D)
Embriones   inoubados   con   DIAsp.

(A)  Embri6n  de  72  hpf  inyectado
con   ngn7   MO,   dende   se   ve   la

ausencia de efecto- del morfotino en

et patfon de neuromastos-(flechas).

Horas   desputs,    en   'el   emt]rich'

morfande  (no  mostFado),  asi  ccrmo

en    el    mutants    ngr77-/-   (8),    se

observa la aparici6n  de neul.omas-

tos extras  no preserifes en  el Con-
trol.  (C,  D)  En la linea  foxD3-GFP,

que  maroa  fas  glias  asociadas  al
nervio de la-LLP,  resuffa facil com-

parar el  ndmero  normal de  neuro-
mastos en este estadie (C), con fa

gran  cantidad  encofltrada  en  .Ies
Pembriones  morfafltes"  (D).  N6tese

Ja  presencia  en  el embri6n  control

(C)  y  no  en  el  inyectado  (D),  de
marca verde en el nefvio de la LLP

(cabezas  de  flecha),  dado  que  fa
ausena.a   de  ngr7t  ro  permute  la

formaci6n  dct  gang»o  de  la  LLP.

Ba«a escala en A y a: 50 [rm. BarFa

escala  en  C:  50  LJm para  C  y  D.

Tedas vistas laterales.
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Luego de examinar los neuromastos funcionales mediante la tinci6n vital DiAsp en

los "embriones morfantes",  fueron analizadas fas difeiientes estneturas  (ganglios,  nervies,

primordio  y  neuromastos)  y  procesos  (migraci6n  del  nervie  y del  primordio,  dep6sito  y
diferencjacich de los neuromastos), involucredos en la formacich de la LL.

5.2.2   Analisis de los fenctipos de los "embriones  morfentes"

5.2.2.1 Formaci6n del ganglio y nervio de ta LLP

Debido a la presencia del transcrito de neLiroD en el ganglio de la LLP (Figura 58),

decidi examinar sj  la inyeccich del morfolino contra este gen producia atodn efeeto en la

formacich  de  esta  estructura,  Para  ello,  primero  analioe  la  expresi6n  del  marcador  de

neuronas  HuC  (que  marcan  et  ganglio  de  la  LLP),  en  una  linea  transgenica  HuCGFP

(Fjgura  10A,  8)  y  mediante  inmunocitoquimica  para  esta  proteina  (Figura  loc,  D),  en
embriones inyectados con neriroD MO.

Figure  10.  Efecto  de  »eqroD
Aro en la fomaci6ri del ganglio

de  la  LLP.  (Aro)  Embriones  de

32 hpf. La flecha indica el gang«o

de la LLP.  (A,  8) Vista lateral de

embriones    transg6nieos    HuC-

GFP.   (A)  Control.   (8)  "Embri6n

morfante" para neuroD, en donde

se ve la falta de fluoi.escencfa en

el  ganglie  (asterisco).  (C,  D)  ln-

munoquimica   para   HuC.   vista

lateral   (C)  y  dorsal  (D)  de  un

embri6n   inyectedo  con   r]et7roD

MO.    HuC    se   expresa   en   el   I

ganglio  de  los  "embriones  mor-
fantes". La linea punteada sefiala     Hue

Ia  vesioula  6tiea.  Bama  escala  :

50 IJm.
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La ausencia de NeuroD en los embrfones de la linea transg6nica HuC-GFP, provoo6

una disminucien de la maroa fluorescente en todo el embri6n y la desaparici6n de esta en el

ganglio de la LLP,  al ser visualizados embriones inyectados de 32 hpf (Figura  10A,  8). No
obstante,  al  realizar  la  iinmunocitoquimica  utilizando  el  anticuerpo  anti-HuC,  no  se  vi6

diferencias con respecto al control (Figura doc, D).  El mismo resultado se obtuvo al utilizar

el  antieuerpo  anti-tubulina  acetilada  (date  no  mostrado).  A fin  de  determinar con  mayor

preoisi6n, si el gangtio de la LLP estaba o no afectado en los "embriones morfantes", decidi
inyectar  en  estos  embriones  un  trazador  lipofilico  (Dil)  direcfamente  en  la  zona  donde

normalmente  esta  el  ganglio y  verificar  asi  la  presencia  de  este  y  aderhas la  correcta

formaci6n del nervio de la LLP (Fjgura 1 1 ).
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Figqra 11.  Inyecci6n de Dil en\ el

ganglio de fa LLP de "embriones
morfantes"  para  rotiroD.  (A)  La
inyecci6n  de  "1  en  la  zona  del

ganglio de  la  LLP,  se realiz6 a  las
30   hpf,   tat   como   to   mLJestra   el

esquema. (8) Se puede apreciar en
este  erhori6n  morfante,  visualizado

bajo   luz   fluorescente,   el   gangljo

marcado   (cabeza  de  flecha),   asi

como   la   correcfa   misraci6n   del

nervio   y   su   proysoci6n   hacia   el

cerebro    posterior    (flechas).    (C)

Imagen    Nomarski  / fluorescencia.

Defaife de la  Fisura  (8),  en donde
se  ve  la  cormeeta  cormisraci6n  del

cono de crecimiento del  nervio (en

rojo)  con  el  primordio  (deljmitado

con  Lina  linea  segmentada).  Bana

escafa en 8: 50 iim y en C:  10 vm.

Todas vistas laterales.



El ganglio y nervio de la LLP pudo ser maroado con Oil en tos embriones injectados,

mostrando ademas la co-misraci6n normal de los conos axonales con el primordio de la LLP

(Figura 1 1 C).

5.2.2.2 Migraci6n del primordjo y dep6sito de los netiromastos

La reducct6n en el minero o la completa ausencia de neuromastos marcados con
DiAsp, que encontramos en los "embriones morfantes" para net/roD y alh7 (Fisura 8), puede

deberse  a  muchas  causas.  Per ejemplo,  rna  fa»a  en  la  migracich  del  primordio,  en  el

dep6sito o diferenciaci6n de los neuromastos, puede dar origen al fenotipo encontrado.

claudinB

neuroD NI0
I, L4iwlm

Figure   12.   Correcta   migracl6n   del   primordio   y   dop6sito   de  tos
neuromastos  de  la  LLP  en  embriones  inyecfados  con  rretiroD  MO.
Hibridaci6n i.n s#u para cfawdi.nB, en un embrich inyectado con r7euroD MO,

indistinguible de  la  obtenida  en  un embri6n  control.  Idenlico  resultado fue

obtenido con la sonda eya7 y en "embriones morfantes" pare ath7. Arriba:

Vista lateral del tronco de un embri6n morfante. Barra escala: 50 urn. Abajo:

Deta!Ie  de lo mostrado  awiba.  L1,  L2  y  L3  seftalan  fas  posiciones  de  los

neuromastos   indicados.    L4-prim:   primordio   migrando   depositando   el

neuromasto L4. Barra escala: 10 Hm. Todas vistas laterales.
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.Desecrfe fa posibhidad de que zla. jnyeccidn de Joe morfolinos arecfara ]a migractdn,

basandome en dos lineas .de evjdencfas: .Primero, ai±n cuando. fog qefrorianes moffante"
muestran una perdida de marcac-I`6n pop DIAsp en tee neuriomastos dell trortco y- ]a co[a, en

muchas ocasiones o`bserte neuromastos en fa punfa de fa cola {Figura\ 88, .C)`, fo que indica

que e[ .prt-mordio alcarE6` su destine final. Segundo] realide hibH.daciones f.fz si.£zj usando fas
sondas para a/aqal-nB (Kolinar y cols., 2001} y eya¢ {Sahfy y cols., 1999}, due genes qLie se

expresan en el primordio y neLlromastos de ]a.lLP. ,La. expresi6n de estos dos genes en/ los
"embriones morfantes" para fleuroD ¥ a#3i7,, no mostraron difeziencl.as signfficafivas aft ssr

comperados con embriones contrct {Fiqura *2}i Par lo tan{o, fa migraci6n de! prfuordio de fa
•LLP parece no depender de la actividad de estos genes proneLira(est Et. dep6sito de los

neuromastos  parece  reatizarse  con,  normalidad  en  [es  embriones  inyecfadce]  coma  lo
muestra  la expresi6rL  de  eyaf  ¥  cfauch.f7g  {dato no mostrado  ¥  Figura  12h  no obsfaFife
encontfe algunos casos en donde no foe posible encontrar la expL]esi6R de a/audz.flB en fas
•posiciones donde normalmenfe los neuromastos son depositados {ver mss adelanfe}.

5.22.3 Diferenciaci6n, de los neuromastos

Dado que la mayoria` de los neuromastes son deposifados coFrectamenfe, perm ,no son
marcadce con ,]a` tincl-6n[ vital DiAsp, examine so morfefosta medianfe 6ptica NomaEski ,/ Plc

en "embH.ones moFfantes" pare rzenroD, y affol y tos compafe con fas de embriones confro! sin

inyectar.  Los ,neuromastos de embriones silvestres poseen` una forma. circular. Sue c6Julas
ciliadas, loca[izadas centralmenfe,, foTman rna rosefa c!aramezrfe disfroguible {Figura. 13.A}. y

faoihaenfe  visualjzada. con DiAsp {-Figura  1SE.}.  Pop  e]  contraFio.,  -los  flet]romastes  de t®s
"embriones  moFfafrfes"  aparecen\  abeFrarifes  (Figura  t3B-D),  ccrmpuestes  pow  celulas  de

diveFsos tamafios y formas. En.. ellos es imposible distinguir J]as delufas ciliadas pop mofrotogja

a per  marcaci6n  con DiAsp {Fjgura  1'3F}.  La' forma  jfFegufar de  estos  neuromastes y !]a

disposici6n ca6tica de st]s celt]Ias,  podria esfaF mostrando celulas ciliadas Trmeffas.  Cabe

mencionar que en algunos cases, no foe posible eneonter neuromastes en stls posiciones
habjttrales en ]os "embriones motfantes" {ver mis adelante}.
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Figure     13.     Loo     "embriones

morfantes"  pars  neqroD poseen
neLAVomastos    aberrantes.    {AD)

Mediante microscopia Nomarski, es

posible  vcr  tos  neuromastos  apa-
rentemente  ausentes  de  los  .em-
briones   morfantes"   pare   neqroD.

(A)     Neuromasto    control.     (BD)
Ejemplos de nouromastos abeflan-
tes. (E) Neuromasto control mama-

de con DIAsp. (F) Los neuromastce

aberrantes ro poseen celulas mar-
cedas  con  DIAsp.  Barra escala en

A:  10 |rm para A-D. Barra escala en

E   y   F:   10   Hm.   Vlstas   laterales.

Antetor a la izquierda.

Como fas oelulas ciliadas no son deteetables por DiAsp en auseneia de funci6n de

neuroD  6  ath7,    utilicfle  otro   mapcador  de  difererroiacich  de  c6Iulas  ciliadas:   tubulina

acetilada.   En  neuromastos  control,   la  inmunodeteoci6n  con  un  antieuerpo  anti-tubulina

acetilada marca los ouerpos y cilios de las celulas ciliadas (Raible y Kruse, 2000; Figura 14A-

C), ademas del nervie de la LLP (Fisura 14; cabeza de flecha). En cambio, en los "embriones

morfentes" para neuroD 6 afh7, \Ia maroa del anticuerpo se fimifa solo al nervio de la LLP, No

obstante   esto,   pude   identificar   los   neuromastos   de   "embriones   morfantes"   mediante

mieroscopia Nomarski y oonfirme asi la ausencia de tubufina acetilada (Fisura 14D, E), lo que

podria estar indicando la ausencia de celulas citiedas en estos rreuromastos. Papa confirmar
estos resultados, inyecte ambos morfolinos en la linea transg6nica ET4, que expqesa GFP en
las celulas ciliadas (Parinov y cols., 2004). En los embriones inyectados, analizados a las 48 y

72  hpf,  obtuve  resultados  similares  con  aqueltos  tratados  con  DIAsp  (Figura  8),  esto es,

disminuci6n en el nt]mero o absoluta ausenoia de neuromastos mar.cados eon GFP (dato ro

mostrado).
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^.tu-ba-:-:t      C               tubacet

Figura 14. Los neLiromastos abenantes no tienen c6lulas ciliadas. (A€) lnmunceitoquimjca
en  embri6n  complete  con  el  anticuerpo  anti-tubulina  acetilada.  (A-C)  Este  anticuerpo  maTca el

cuerpo (A) y cilio (a, asteriscos) de las oelulas ciliadas de los neuromastos (C) y tambj6n el nervie

de la LLP (cabeza de flecha), en los embriones control. En (8) el plaro del foco fue ajustado para

poder visualizar los cilios. En (C) se puede apreciar como se ve parte del tronco de un embrich
confrol  marcado  con  el  antieuerpo.  (D,  E)  NInguna  oelula  de  los  neuromastos  de  "embriones

morfantes" poses marca del antiouerpo, sin embargo el nervio (cabeza de flecha) se ve similar al

control. (E) Neuromastos de "embhones morfantes" de la cola del embri6n. Barra escala en A y D:

10  iim  para  A,  8  y  D.  Barra  escala  en  C:  50  urn.  Barra  escala  en  E:  10  urn.  vistas  laterales.

Anterior a la izquierda.

Ademas  de  la  utilizacj6n  de  la  linea  transgehica  ET4,  tambien  caracteride  los

efectos de  la ausencia de funci6n de  net/roD y ath7  en la llnea  ET20 (Figura  15),  que

expresa GFP en el anillo extemo de celulas accesorias del neuromasto (defulas del manto)

y  en  fas  c6lulas  interneuromasticas  que  luego  formafan  los  neuromastos  intepcalares

(Grant y  cols.,  2005,  Lopez-Schier y  Hudspeth,  2005).  Ambas lineas fueron generadas
recientemente   por   "enhancer   trapping"   6   atrapamjento   de   secuencias   promotoras

activadoras usando el sistema del transpos6n Tol2 (Parinov y cols., 2004).
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Figura 15. ath7 y rreunD estin implicados en la diferenclaci6n de todo el neuromasto.

(A-F)  Embhones  de  la  «nea  transgenica  ET20  tratados  con  DiAsp  y  visualizados  bajo  luz
fluorescente. (A) Embrich control de 48 hpf. (8) Embrich de 48 hpf, inyectado con afh7 MO. L1,

L2, L3...L7 indican la presencia y posici6n de los neuromastos de la LLP. Barra escala en A: 50

urn para A y 8. (C-F) Acercamiento de toe neuromastos Ll  y L2 de los embrienes control (C y
E) e inyectados (D y F) mostrados en (A) y (8), respectivamente. N6tese que los neuromastos

de  los embhones  inyectados  mantienen  fa  expresi6n  de  GFP  en  fas  c6lufas del  manto  (en
verde) pero carecen de La marca DIAsp en las o6lulas ciliadas (en amarillo). (G-J).  Hibridaei6n

/.n s/.fu del mismo embri6n mostrado en (8), utilizando la sonda para a/Bud/.nB. Acercamiento a

los nouromastos.  La expresi6n del inRNA de a/addi.nB solo se encontr6 en los neuromastos

GFP  positivos  (G,  H  e  I)   y  no  en  los  neuromastos  GFP/DIAsp  negatives  (J;  neuromasto

visualizado con Nomarski y seflalado como L*). Cabeza de flecha en (G): Primordio secundario

de la LL posterior. Flecha en (J): Neuromastos de la cola del otro lado del embrich, expresando

a/add/.nB. Barra escala en C y G: 10 urn para C-F y G-J fespectivamente. VIIstas taterales.
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Despues de `]a ,inyecci6n Gel morfo[ino, los embriones fueron tefiidos con DiAsp a
ilas 48 hpf {marca amarilla en ]a 'Figura 15). En fa .mayoria de ]os cases {sobre el 50%} `los

neuromastos observados poseian expresi6n de GFP y ausencia de tincj6n DiAsp. Este
resullado indica que ni el dep6sjto ni la formaci6n de ]as celulas de) manto esfa aJterado en

ausencia  de  `Ia  proteina  NeuroD  6  Athl.  {.Fjgura  158,  -D  y  I).  Sin  embargo,  tambien

enconrfe casos en .Jos cuales ,la expresi6n de GFP no fue encontrada en pceictones donde
normahaenfe esfan los neLmmastos (Figure 158}. En estos cases. .ro siempre fuj capaz de

encontrar ]os neL[romasfos abermtes per microscopfa Nomarski {1,58, J), quedando -fa
duda de si en ocasiones ]os morfolinos afectan el dep6s].to o quizas inteffieren con fa

determimacj6n  a  sobrevivencia  de  `[as  celufas  dct  manfo.  Pfiocedi  entonces,  a  tomar
"embriones  morfantes" 'ET20  individuates,  Ios fotografie .bajo fluerescencia y ]es `Tealide

hibridaci6n 7.p er7z/ usando fas soRdas de los genes a/a«al.nB y eya7,, que se expresan en

fodas ,las celulas de .'Ia `LLP (Lopez-Schier y cots., 2084; Sahty y cols., 1999}. Encontfe en

estes embriones L]ma re[aci6n estricta entre -la expresi6n de GFP en 'Ias cefulas del manto

de ]os aeuromastos y ]a expresi6n de cfaudi-»B y eya7 {F.isura  15.a, 'D, GI! y dates no

mostrados).  \Por lo fanto,  a pesar de ser inpoTfantes para el desarrolle de fas c6Iulas
ciliadas, posiblemente en su `proceso de diferenciaci6n, ,los genes {nerfroD y atF]J podrian

esfar `implicados, en menor grade, en el dep6sjto de neuromastos, posiblemente a .travts
de sus efectos en .Jfa diferenciaci6n celuEar. Afterfrativamerrfe, exists ta posibilidad de que la

perdida de Jas ce]ulas cHiadas de tos netiromastos de "embriones morfenles", fenga tin
efecto  ,indirecto  en  la  soblieviva  de  fas  ce]ulas  acoesorias,  come  <ha  side  obsenrado

prevfamente I(Etlenan y cols., 1996}.

5.3      JeraFquia de regulaci6nentre tos genes nedroDy affl7

La ausencia de efecto del. morfolino anti-ngn`7 sobTe la formacich de fas neuFBmastos

de la  Lip sugiere.  que ]a expresi6n de r7evroD .no esfa. regulada per r7gr7¢ duranfe esfe

proceso, en contraste con lo que ocurre en fas celulas clef ganglio de far LL (Andermann y
cols.,  2002} y en ctras  neuronas en el sistema nervioso central (Ma y cots.,  1'996,  1:998;

Perron. y cols.,  1.999). Posiblemente entonces,  ne"roD debe estar controredo per otro gen

proneuraf` en el primordio y neuromasfos. El' gen atfr7- result6 ser ct candidate mss farerfe pare
esfa funci6n, debido a su inpoffancia en ct desarro«o de fas cefulas cifiadas en mamiferos
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(Bermingham y cols., 1'999; Chen y co(s., 2002; Kawamoto y cols., 2003} ¥ a` su expresi6n en
el   primordio,   pro-neuromastos   y   neuromastos   maduros   de   la   LLP,   en   una   forma

progresivamente restringida {Figura 7; Itoh y Chitnjs, 2001 ), que podria correlacionarse con fa`
se[ecct6n de( destine de c6Iula cifiada.

5.3.1   Experimentos de re§caife del fenotipo morfante

Las  evidencias  experimeutales  presenfadas  hasta  el  moments  no  apeyan  t]na
reguraci6n de ,nezjroD  par  parfe  de  affa7.  Pfacticamenfe  no  existen  diferencias  entre  ros

fenotipos obtenidos con la inyecci6n de[ morfolino de ambos g.enes. Sin embargo, a pesar de

que   Ice   resulfados   indican   que   affa7   ¥   ne"roD   podrian   estar   €nvotucradce   en,   el
establecimiento de la competencia neural en e[` sisfema de (a LL, el gen. HeqroD generalmenfe

ha side inplicado en procesos de diferenciacich neuroRal (Lee y cols., 1995; Korzh y cols.,
1998)  y me hace  suponer que  a#}1  podrja. esfar  actuaFrdo ricLaFifea de  fleziroD eR esfe

sistema.

Con, e! fin de esclarecer esfas dudas y deferminar rna pesible jerarqou'a, de gegulaci6n
entre  estos  dos  genes,  realide  experimeffros  de  rescafe  y  sabre-expresi6nL  ,[nyscte  el
constructo de expresi6n NeuroD:Myc junta con, el, morfolitro de atfr¢ en zjgo{ce de Fez cebra,.

A ]as  72  hpf,  analice lal pnesencia de neuromastos  funciona[es medianfe trafamiento con.

DiAsp.  Encontfe  que  efL  fenotipo  obtenido  pop  fa- inyecoi6n.  de  affaf  MO,  foe  rescafad®

parcialmente con, ]a, coinyeccich de lretjroD (41-% de rescate: 66% de "embriones morfentes"
al` iflyectar affo7 MO; 39% de "embriones morfefltes" al resca{ar; ver Tabfa; 2},. Per le fanto,

propuse  que  af]fr7  regula,  a  f7errroD,   qun..zas  drfecfamelrfe,  y  que  es  e]'  gen  proFietmal
pesponsable del: esfab]ecjmiento del destirio de ce]ula ciliada, en el! sisferna de ta\ LL.

Ademas,  a  mafleFai de cof]froI`.,  realice e]  rescafe cruzado:  inyscfe  zigotos de Fez

cobra,  con eli morfolino de r7erroD mss el  constFucto de expFesi6n de Athl.  Medianfe el
mismos  analisis   anterior,   encontfe  que  ]os  embriones   co-inyectados   no  presenfaron
diferencias apreeiables a] compaFar la incoxporaci6n` de Ta tinci6n. DiAsp con .fos "embriones

morfantes" (ver Tabla 2); ]o que indica que a#}1 no esfan'a n`crabajo de neftroD.
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normal{5Bnm)    I; subnornd {14nm)   '` anormat {0 nm}

t` . CONTROLES: {P= 0.066)        - !T|+

:  .no inyecfadceI(58embriones} 97%                 i 3% •®0/a

ashlaNIcf•,'.(`75embriones) 95% 5% '''

'RESCATE 1 : {P< 0.cO1)
I

.` , neuroD MO`{78embriones) 22%[ 47% 31%

nez7roB `MO co-inyecfadoconneuroDI(71embriones}
68%, 18% 14%                       '`

•  `RESCATE 2: (P< 0.OCi2)

`,  affr¢ MO•'(53embrycrs}
34% 55% 1:1.%

`  affrf'.,MO co-inyecfado con     :neuroD`(46embriones)

61% 37% 2%'

`RESCATE3:{P='O:051}          ;

'. , nedroD MO,`r.(52embriones}                             i
50% 50% 0%'t`

`:netiroD.M0co-inyectado`'conaffi7`(64embriones)

52%                ' 41.% 7%

Tabla 2. Experimentos de Fescaife en embriones de pez cebrar`  Ndmero de netiromastce (nm)',
vistralizados  con  DIAsp  a  fas  72  .hpf eFT  embFiones  inyecfadce  con  morfolitros  fredroD  y  aftil  y"embriones morfantes" `rescafados con neyroD  y aff7f. Los .neLlromastos tefiidos fueron contados en

cada lado de cada embri6n. Cada lado fue clasificado de acuerdo al, grade de seveEidad del efecto:
"nolmal" \posee entre 5 y 8 'nm;  "set)normal" posee entre  1  y 4 -nm;  Banormal" no posee nm. /Para

determinar que las difeFencias fueran, significativas, tlsamos eL' test i de S{uden{ (Sigmasfa{, 3..1^.}` a La
inyecci6n.  de]  mofrolino  contra  asfr7a  no  afecta `1a  formaci6n  noma]  de `]a `11  pceterior  en  fas
embriones y fue usada como inyecci6n control.

5.3.2   Ana[isis de sobreexpresi6n

La. aproximaci6n experimental qHe permiG6 de{erminar y corlcluir que ath7  esfaria

regulando a newroD en la formaci6n de fas neuromastos de la LLP, foe la sobre€xpresi6n
de affr7.    Cuando aife7  es expresado ect6picamenfe,  r7erroD es regulado posiGvamenfe,
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como  lo  pude  observar  mediante  hibridaci6n  i.n  situ,    en  embriones  inysctados  con  un

constructo  de  expresi6n  de  Athl.  AIgunos  embriones  inyectados  presentaron  expresi6n

ect6pica del transcrito de neuroD (Figura 16A), mjentras otros mostraron un aumento de su

expresi6n  en  los  neuromastos  de  la  LLP  (Fisura  16B-E).  En  aquellos  embriones  que

expresaban  netiroD ect6picamente,  no foe posible encontrar en todos un aumento en la

expresi6n  en  los  neuromastos,  posiblemefrfe  debido  a  una  distribuei6n  heterogenea  del

constructo inyectado, de la misma forma que no observe un efecto uriforme al inyectar los

morfolinos de afh7 y netiroD (Figure 8B,C). La sobre¢xpresich de net+roD sin embargo, ro

provoo6 el aumento ni la aparicich ectopica clef trarrscrito de ath7  (date no mostrado).

Figure 16. (ver leyenda en la pagina siguiente)
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Figura 16. La sobreexpresi6n de ath7 provoca [a expresi6n ect6pica.
de  ne«roD.  (A-E) ExpTesi6rt de nedroD,  en  embriones  inyectados con et

constructo de expresi6n de affl7 , vistializada mediante hlbridaci6n in sffii. (A)

Expresi6n, ect6pica de /rreLlroD a to largo de todo el embri6F].  {B-E} Vlsfa

general .(8} y detalles {C-I) de la expresi6n de atrmenfada `de nezjroD `en un
embri6n sobre-expresado. 'L2,  L3...`L8 indican la posici6n de] neuromasto

sefialado. (E) Neuromastos de la cola. BaITa escafa en A y 8: 50 urn. Barra

escaTa en C: 10 Hm palia C y D. BarTa escafa en .E: 50 `pm. Vlstas la{erales.

Anterior: Izquierda.

Se  estabfeci6,  de  esta  'manera,  rna  jerarquia  de  fiegulaci6n  en  donde  el  gen

proneural aff}1  regula la expresi6n del. gen de diferenciaci6n  nedroD, el cual confrofa el

proceso de d.rferenciaci6n de las celulas cifiadas que formaran parfe de .Ios neuromastos de
`la LL en el pez cobra.
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Vf. D[SCLJS[6N.

En `un` esfuezzo per definir [os genes proneurales involucrados en promover el destine

de  celula  ciljada  en`  e[  sistema  de  la  LL  y  aprovechando  la.  facHidad  del  ana!isis  de

neuromastos funcionales mediante la jncubacj6n de los embriones de pez cebra con la. tinci6n

vital   DIAsp,   desarroHe   experimentos   de   peFdida   de   funci6n   medEanfe   inyecci6n.  de

otigonucte6tidos antisentjdo (morfoinos; Nasevicius y Ekker, 2000.} en zigotos de pez cebra.

De lee oua[tro genes estudiiados {ashla, ashlb` neurogeninal ¥ neuroD* s6l® un!o` {neuroDly

result6  participar en  la formaci6n de  los neuromastos de  fa. LL.  Desarroife eutonces,  los

analisis necesarios para, determinar si eL. gen netiroD juega algdn papeL er} el` proceso. qLie

decide el, destino de rna c6Iufa ciliada. Detects su! expresi6n` en f'a p!acoda de la LL anterior y

posterior y bajos niveles de ella eR el primordio migratorio y neuromastos. lee. experimentes
de perdida de funci6n usando oligonuc[e6tidos morfolinos disefiados contra rze«roD mastraron

que es necesario pare fa diferenciaci6n de fas cefufas ciliadas en el neuromasto y que juega
LJn pequefio papel a flo esfa iFivo]ucrado, en el. dep6sito, de los neLlromastos, ass ccrmro en la.

formaci6n de los ganglios y nervios de fa ILL.

Ha side propLlesto que la` selecci6n, del, destine de celula ciliada` esfa bajo ef corltro{ de

los genes neurogenicos de fas familias notch y de/fa (Henrique y cots.,  1`995), siendo de/fa

regu]'ado Tpor ]os genes proneurafes fanto en` moscas oomo vertebrados.  En, la. 1inea lateral,

de/fa se expresa en el primordio misratorio en, un patron consistente con uB papel en la
determinaci6n  de  celula  cilieda\  (Itoh  y  Chitnis,  20Or.),  y  que  corresponde  al  patr6n  de

expresi6R. dell gen  proneural  affrr7.  En  el mutanfe rnA-ndbomb,  se prodrcen  ceJulas ciliadas

supemumerarias concomi{antemenfe cofi. rna sobre-expresi6n dct gen a#77  (ftoh. y Chitnis,

2001 )r. Por\lo fanto, ath7 foe e]. pr]-ncipal cafldidato para ser ef gen proneura{ nesponsable de ]a

determinacich de fas presuntivas celuFas ciliadas aJ {raves de ]a activaci6n de la expresi6fD de

neuroD.

La' inyecoi6n de un mofrolino dirigido contra afflt mostr6 un fenotipo `indistingrfole a[

observado con e[ morfolino pare neuroD: La migraci6n delJ primordio, asi coTno ct dep6sito de

neuromastos no se vieron afee{ados, pero fas celulas cilfadas no difereneiaron. Adem5s, prde

rescatar paroialmente el efecto de la ausencia de funci6n de atfr7 sobreexpresando nevroD

(41`°/o de rescate), y no asi el efecto dot morfolino de ne"roD co-inyecfandolo con affr7. Esfas
observaciones fueron consistentes con mi idea de que aff}7 actda rio-arriba de netzroD en ef

desarrollo de fas celulas ci]iadars.
t
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6.1       Formaci6n de los neuromastos de la LL

Dado el cafacter dinamioo e inusual de fa fomacich de la linea lateral, es que pretendi

analizar la formaci6n de los neuromastos en el contexto de un sistema complejo, en donde
los procesos involucrados debian estar estrechamente refacionados. Sin embargo, ya desde
un  comienzo,  me  di  cuenta  que  los  procesos  de  diferenciaci6n,  mgivaci6n  y  dep6sito  no

estaban  oblisatoriamente  vinculados.  La  ausencia  de  funci6n  de  los  genes  prorleurales

neqroD y  ath7  no  afect6  de  manera  impoffante  la  comecta  migraci6n  y  dep6sito  de  los

neuromastos (Figura 12), a pesar del contundente efecto en la formaci6n del neuromasto y en

par(icular de las celulas ciliadas que lo componen. Es posible per tanto, que los procesos de
migraci6n y especificaci6n/diferenciacich oourTan sin una interdependencia,  no obefante en

ocasiones   ro   fue   posible   encontrar   neuromastos   mediante   las   tecnicas   utilizadas
regularmente  (hibridacien  i-n  §i.fu,  inmunoquinjca,  microscopia  Nomarski),  por  to  que  no

puedo desestimar una posible perticipaci6n de estos genes en el prooeso de dep6sito.
Tambi6n es posible que alh t y nouroD participen en la especificaci6n/diferenciaci6n

de las celulas accesorias del neuromasto, ademas de las Gel,ulas ci#adas y que esto explieue
la imposibilidad de encontrar atounos neuromastos en los "embriones morfantes" y ro sea per

un efecto en la misraci6n o dep6sito (Figura 17).

Figura 17. La ausencia de ful)cj6n de ne(roe no afecfa el proceso de mjgracien. Emhich
morfamte de netwaD, de 72hpf, de fa linea transgchica Et20, tratado Con DIAsp. La flecha indica

un neuromasto de la cola con la dobte mafca GFP-DIAsp.  Las cabezas de ifecha indican  fa

linea intemouromastisa que sefiala el paso del primordio a fo largo de todo el embri6n. solo

akyunos neuromastos fueron encontrados por mjcroscopfa Nomarski. Bama escafa: 50 urn.
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Hizo falta, un analisis mss preciso de fa formaci6n.de cada. uno de ['os tipos cetulares

que confoman e[ neuromasto o quizas un. seguimiento mediante fotos en. lapse de tiempo

(time-lapse) a fin de comprobar si e[ neuromasto foe fiealmente deposifado o si fa ausencia
de funci6n afect6 fa. formaci6n clef. neuromasto en. su.. totalidad.

6.1.1.    Formaci6n, de fas c6lufas accesorias

La  ausencia   de  marca.  GFP   (en  las  ce[u[as  de[  manto,)  en.  algurios  de  los

neuromastos de embriones de la. linea transgenica Et20 (Figura 1.5 y 1.7)I, inyectados con

los  Morfolinos para neqroD y/a ath7,  abrieron [a discusi6n de si  acaso era. posible que

estos genes estuvieran. implicados en [a formaci6n de todo e! neuromasto y no s6Io de fas

celulas ciliadas.

No  existen  evidencias  contundentes  de  un  progenitor  comdn  entre  los  tipos
(

ce[u]ares que conforman el-neuromasto, no obstanfe estudios en oido de po]Io muestran t]n

linaje  comdn entre  fas  ce]u[as de soporte y ci[iadas.  Es posible  par lo tanto que  en el

neuromasto se genere un territorio proneural inicia[ y que la segregaci6n de destinos sea

mediada por inhibici6n [aterar vfa. sefializaci6n Notch/De[fa. Sin embargo, fas hibridaciones

/.n sffz7 de ne«roD. y affr7 (Figura 6; Itoh y Chitnis, 2001) obtenidas en embriones de la linea

mutante in/.ndbomb  sithan a neuroD' y affr7 ,per debajo del proceso de segregaci6n, a sea
regulados per Notch/Delta, lo que no hace posible que participen en la especificaci6n del

territorio proneural', sino que los sitda en ef proceso de determinaci6n y difefienciaci6n de

las c6lulas ciliadas.

Si netiroD y athf no esfan invo]ucrados en la formaci6n de las celulas accesorias,

es  posjble  entonces  que  fa  ausencia  de  GFP en  algunos  neuromastos  de  ¢embriones

morfantes", sea debido a que no fueron depositados. Si, es asi, e]' problema radica en que

no se conocen l'os .mecanismos que djrigen este proceso. No obstante, exists fa. hip6tesis

de que ros niveles de proliferaci6n dentro clef, primordio pueden afecfar el dep6sito y ambos

genes que esfudiamos tienen conocida actividad anti-profiferativa, o mss bien se sabe que
su apan.ci6n provoca ur]a salida del ciclo celular. Es probable que al inhibir la actividad de

estos  genes,  fas  celu]as  del  praproneuromasto  (denfro  del primordio migratorio)  sigan

dividiendose,  Io  que  de  afguna  manera  impide  fa  expresj6n  de  genes  vincufados  con

proteinas de adhesi6n, por ejemplo, y asi fas ce[ulas no se desprenden del primordio y no
son depositadas.  Sin embargo, sj la ausencia de dep6sito de debe a un aumento en fa
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pFoliferaci6n, deberiamos haber encontrado un mayor namero de ce[u[as en el primordio y

quizas  en  [os  neuromastos  que  si  fueron  deposifados.  Queda  abierta  la`  posibilidad
entonces,  que  ]os  procesos de  difeTenciaci6n  y dep6sito  si  esteR  vincu[ados  y  que ra.

ausencia de a[gunos neuromastos en sus posiciones caracteristicas sea. producto de una

desregulaci6n de la difereRciaci6n por la, perdida de funci6n de affr7 y/o ne±rroD.

6.1.2    Formaci6n de las c6lulas ciliadas

A pesar de un posible papel` de nedroD y a#7`f en e[` dep6sito o en la formaci6n de las

ce[ulas accesorias de los neuromastos de fa LL, el desaFTolle de las celt]las ciliadas es sin

duda el pape] principal de estos genes. Medianfe tinci6h de celufas ci[iadas funcionales en e]

embri6n vivo (DIAsp; Figura 8)', y tras la visualizaci6n de celulas ciliad'as en embriones fijados

con el  anticuerpo anti tubulina acetilad`a (Fjgura  1`4)-,  pudimos demostrar ef paper escencial

que ambos genes juegan en la deffnici6n de esfe tipo celular.
La  .participaci6n  de  affa7  en  este  proceso,  no  caus6  sorpresa.  Conocida'  es  su

pandcipaci6n en fa especificaci6n de fas celulas ciliadas de[ oido en mamiferos (Bermingham

y cols.,1999; Kawamoto y cols., 2003)(, asf como su expresi6n en el primordio y neuromasfos
de la LL (ltoh y Chitnis, 2001). Lo que si: ,result6 novedoso, es que rre«roD particieara en este

proceso,  pues  no  existian  evidencias  previas  de  su participaci6n' en. la  formaci6n  de  fas
celulas  ciliadas  del  oido  o  de  la  LL.  La  funci6n de  newroD en e[  oido  esta  dirigida  a  la

diferenciaci6n de fas neuronas que formaran los ganglios y ino a .la formaci6n de fas c6Iufas

ciliadas (Kim y cols., 2001 ). Su alta expresi6n en el ganglia de fa LL (Figura 5A-C; Andermann

y cols.I 2002) concuerda con estas evidencias, no obstante ra ausencia de funci6n no afect6
de manera aparenfe la formaci6n del ganglio ni der. nervio asociado (Figuras 1`0,11 y 1`4}. Es

posib]e  entonces  que  nedroD  este  participando  en  la  formacj6n  d'e  ambas  estructuras

(neuromastos y gang]io) en forma paralela y en diferentes grados. .La .Figura 108 nos mLJestra

per ejempfo, que la expresi6n del marcador de neLironas HuC se vi6 disminuido en e) ganglio
al inyectarse e] morfolino contra newroD en la linea {ransgenica HUG-GFP, pero fos demas

resultados  obtenidos  {Figuras  1..OC-D,   11   y  1.4)  Dos  muestran  que  el  ganglia  se  form6

correctamenfe. E[ efecto en fa  formaci6n de fas celulas cj[iadas sin embargo, es muchisimo

mss marcado.

Afiora bien, affa7 y net/roD.parecian actuar sobre el mismo tipo celu[ar y responder a ta
`perdida de funci6n con igua[ `penetrancja. Sin embargo, sabia `que afhl posee una actividad
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mss "proneural" que netiroD (ver capitulo t.4.3. Genes proneura[es y neurogenicos),  pop [o`

que supuse una` jerarquia de regu[aci6n que debiamos demostrar.

'6.2       Jerarquias de regu]aci6n

A-fin de determinar un arden de participaci6n en -la deteminaci6n del destiTro de ce]ula

ciljada,  Fealizamos  experimentos  de  rescate  y  sobreexpresi6n  ITabla  2  y  Figura  16`}.  Al

analizar la .jncofporaci6n de DIAsp por paite de ]os embriones inyectados, observamos que e]

CDNA de 'nedroD rescataba ]a ausencia de affr7, pero que ino ocurm'a lo mismo al co-inyecfar

el morfolino de nez7roD junto al CDNA de afh7 {ver Tabla 2), Io que situ6 a net/roD Tic+abajo de

afh7,  como  lo  habiamos p]anteado.  Es  posible  por tanto,  q,ue  afb7  este  especificando el

destino -hacia celu]a ciliada y neL7roD s6Io este participando en el proceso de diferenciaci6n.

Dado  el  grade  de  parentezco  entre  fas  ce]ulas  accesorias  y  ciliadas  dentro  del

neuromasto (Fekete y cols„ 1998), L]no debiera esperar un aumento de celulas accesorias en

desmedro de `las celulas ci]iadas no especificadas. Sin. embargo, 1os maTcadores de celulas

de soporte (a/az7c//.nB y eyal ) y del manto (Iinea transgenica Et20) no mostraron un aumefro

sustancial en ]os embriones tryectados con el morfolino de athl , ademas de no diferenciarse

de 'lo observado en los "embriones morfantes" para ne(7roD. En el .case de sobreexpTesar

afh7, cabia esperar lo contrario: un aumento de./fas celulas ci]iadas a expensas del, resto de

los  tipce  celulaTes  que  componen  el  neuromasto.  Sin  embargo,  no fue  lo  que  vi,  en` 1os

embriones {ransgenicos de .Ia linea -E{4 o en aque`l]os tratados con 'DiAsp, cuando inyecfe el

CDNA de ath7 (dates no mostrados). La sobFeexpresi6n de azib7 si cowllev6 un aumento de 'Ia

expresi6n de r7eqroD, e inc]uso su expresi6n ect6pica (Figura 16), Io que confirm6 ]a jerarquia

de regu]aci6n propuesta, pero no deriv6 en un maEcado aumento de ce.Iufas ciliadas dentro

de[  neuromasto,  que  fuera  posible  observarlo  con  la  tinci6n  vital  DiAsp  o  en  ]a  linea

transgenica  Et4.  6Exjstifa  entonces  un  gen  proneural  rio-arribal de  a#77  y  net7roD  en  la

formaci6n de los neuromastos de la LL?

50



6.3      Neuronas de[.gang(io y neuromastos mecanosensores

En  e[  pez  cobra,   a  diferencia  de  otros  verfebrados,   uR  tlnico  gen  proneural,

newrogen/-na.7, define todos fos precursores de fas placodas craniales, de fas cuales derivan la

mayor parfe de los sistemas sensoriales,  incluida. Ia. LL (Andermann y cols., 2002).  Supuse

posible que ngr77 fuera e!. gen proneural Flo-arriba de affr7 y ne«roD, y que fa. inyecci6n de un`
morfo[ino contra este gen. provocara  ]a  incapacidad del sistema de formar todos  los tipos

ce[ulares  que `Io  conforman.  Sin  embargo`,  la  ausencia de  funci6n  de  ngrl  no  a!fer6 Ia

formaci6n  de  los  neuromastos  ni`  Ia  correcta  diferenciaci6n  de  sus  c6Iulas  componentes

(Andemann  y  cols.,  2002  y  mis  propios  resu[tados).  Lo  qLle  si  se  vie  alterado,  foe  ]a.
formaci6n de fas neuronas deL ganglio de [a LL. Ambas estructuras, gang[ios y neuromastos,

se  originan  a  partir  de  un  territorio  comdn  a  placoda  de  la  LL.  Existe  .par  tanto,  una

segregaci6n de fas jerarquias regulatorias que controlan fa formaci6n de cada estructura, no

obstante ne«roD parece ser un blanco comdn en, ambos sistemas.
Parece posible entonces, que exisfan dos genes proneurales de la LL que achlan en

estos subterritorios  en forma separada y qLie den  ouenta  de fa defujci6n de tos destinos

celulares de cada estructuTa, neLironas en fas gangljos y ce[ufas ciliadas y accesorias en los

neuromastos. Propongo en base a mis resultados y evidencias de otros autores, que ng»7' y

afb7 son fos genes proneLlrales deT sisfema de la LL y que ambos actBan sobre ne«roD. (y

posiblemente sobre otros genes re[acionados con la definici6n de ideRtidades neuroriales).
Es posible sin embargo, segdn algunas evidencias en oido de rat6n (Ma y cols., t998;

Ma  y  cols.,  2000),  que  r7gn7  participe  tempranamente,   defeminando  todo  eL  territorio

sensorial y mss tard[amente especificando s6['o las meuronas que formafan los ganglios, de

manera que su actividad en el territorio sensoriaF es relevada par affrl y asi la ausencia de

funci6n de ngn7 no a[tera de mamera jmportante fa foFTnaci6n de los parches sensoriales en,ef

oido ni [os neuromastos de Fa LL.  Esto podFia ser anafizado /medjante sobreexpresi6n de

ngn7, le que podria llevar a una expansi6n de[ fen-torio gang)ionar a expensas del pn-mordio,

lo  que  apoyaria  fa  hip6tesis  antes  pranteada.  Es  posible  fambien,  que  exista  afro  gen

proneural (diferenfe a ngr7 y afb7), que regule la formaci6n de todo el territoH.o de Ta `LL.
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6.3.1.   Un comenfario acerca de la[ sobreexpresi6n de un gen

`La  aproximaci6n  experimental  de  sobreexpresaF  artirroialmente  un  gen.,  ya  sea

inyectando su RNA 6 su. DNA, resulta de mucha, utifidad eR e[ ana[isis funcional de dicho gen

duranfe el desarrollo o. formaci6n de un 6pgano en  particular.  En. Ia` presenfe tesis permiti6

deferminar  la. jerarquia  regulatoria  existente entre  newroD y  ath7  (Fjgura.  16) asi corno  [a

especificidad de acci6n de los morfolinos inyectados ITabFa 2}. Sin. embargo, cabe mencionar

que no siempre es posible incluir estos experimentos en. los ana[isis funciona[es que se le
realizan a tin gen en particular. La inyecci6n` del RNA 6 DNA de nezlroD` per ejemp[o, gener6

Ia apart.ci6n de un ndmero no despreciable de neuronas ect6picas (date no mostrado) que

podian interferir en la correcta rfugraci6n de[. primordio a dep6sito de los net]romastos. Es per
esto que no se incluy6 en analisis de sobreexpresi6n de ne«roD. en esfa tesis.   Lo. mismo

ocuri6 con el gen r7gr7,  que af. ser inyectado en zigotos de[ .pez cebra,  provoc6 una alfa

mortandad (date no mostrado}, posjblemenfe por su par[icipaci6n en muchos otros procesos

anteriores a la formaci6n de la LL.

La ausencia de efectos morfol6gicos visibles con a#77, en el embri6n del pez cobra,

foe  la  raz6n  de que  si analizara su sobreexpresi6n.  Su especificidad en- cuanfo  a tipos

celulares  (parte clef SNC,  oido y LL)` permiti6 que [os embriones inyecfados con su F3NA 6

DNA sobrevivieran fiasta los 3. dpf, sin presentar ademas anomaffas morfo16gicas evidenfes,

64      0rigen evoluti`ro de ]as celulas ciliadas y fteuronas ganglionares

6Cual  es  el  origen  del, conttiol  dual  de  la  deteminaci6n  celular de  ngr77  para  fas
neuronas dei` ganglio y de aff77 para.1as o6]ulas ciliadas? `La 'linea .]aterat de los peces (y e-I.

oido) posee similitudes importantes con` 1os 6rganos mecanosensoriales de `mosca[ ]o qLle

sugiere un ancestro comdn (Adam y cols.,  1998; Fritzsch y cols., 2000). Existe sin embafgo

una gran diferencia entre ]os dos tipos de 6pganos: Ia funci6n de la` neLiliona mecanosensora

presenfe en altr6podos ha side subdividida en` dos tipos celu]ares en veftebrados, Ia celula
ciliada  mecanosensorial  pop  un  lado y  fa neurona aferenfe  (dct ganglio} per otro.  Parece

posible que esta subdivisi6n este reflejando la  histoTia evotutiva y que el precursor dnico,

presente    en    el    ancesfro    comdn    de    moscas    y    vertebrados    haya    diversificado



subsecuentemenfe  en  el  Iinaje vertebrado en dos tipos  ce[ufaties descendientes  (Ghysen,,

2003).

Si. consideramos que fas celufas ciliadas y [as neLlronas afelientes derivaron de rna

neurona  mecanosensorial  ancestraf  (siendo asi. tipos ce[ufares  "hermanos"; AIendt,  2003),

esto  debi6  requerir un- desacople en  e[' programa. de desarro[[o. de ambos tipos ce[ulaFes

divergentes. Ha side propuesto que la divergencia de [os genes del tipo bHLH es producto de['

desacople de subgrupos de neuronas, hacienda posible introducir cambios graduates en. cada

grupo sin desvirtuar la. funci6n. del grupo' (Brunet y Ghysen,  1999). .La diversificaci6n de [os
dos  hom6logos  de  afona/,  ngn7  y  affrf ,  puede  por  lo  tanto  haber  sido  seguida  por  la

diversificaci6n de los dce tipos ce[u[ares hermanos, celulas ci[iadas y neuronas aferentes, de

un tlnico precursor mecanosensor, ann encontrado en artr6podos.

Las  ventajas  obvias  de  esta  diversificaci6n  incluyen  la posibilidad  de  aumentar el

ndmero de  receptores  re]atwo all, n&mero de neuronas afererrfes,  de manera que se vean

aumentadas la sensibilidad y la relaci6n sefialfruido del sistema.    /

6.5       Pape[.de neqroD.en et.desarrollo de la LL

Dada  la  temprana  exppesi6n  del.  gen  rJet/roD  en  fas  placodas  de  la  LL,  crei  {af.`

comienzo de esta fesis) ver un mancado proceso de diferenciact6n muchas horas antes de[\

comienzo de la migraci6n del primordio,  fo que situaba a este gen en la categoria de "gen

proneural"  o  indicaba,  que en Ja L`L,  I`as decisiones d`e destino celular se tomaban may all
comienzo de su formaci6n, y que .[os procesos de migraci6n y d`ep6sito simplemenfe estaban

encargados  de  distribuir neuromastos pratticamente  listos.  Con  esfe razonamiento,  cabia

esperar que ar bloquear [a funci6n de r7e«roD,  y I`os  neuromastos no lograran alcanzar el

estad`o  de  diferenciaci6n  iiequerido,  er  proceso de  migraci6n  se  viera  a[terado  e  inc[uso

infemumpido.  Y  ,no  foe  asii.   La  .migraci6n  del  primordio  no  se  vi6  afecfada,     pero  fos

neuromastos depositados .1ucian  abelTanfes y afuncionales.  6A que  se debia entonces  la

temprana expresi6n de ne«roD en las placodas?

Posteriormente encontfe qL]e el transcrito de neziroD, se expresaba debilmente en el

primordio  migraton.o  y.  ademas  en  los  net]romastos  `reeien  deposifados.  Ademas,  que  fa
ausencia de funci6n de ngn7 eliminaba fa expresi6n de `nedroD en el ganglio de la .LL pero no

afectaba la coITecta foimaci6n de los neuromastos (Andermann y cols, 2002). Entonces, el
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mismo gen ne"roD estaba partjcipando en` dos !ugares del mismo sistema a`, la vez, quizas

determinando la identidad de tipos celulalies diferentes.

ADD. no tengo respuesta a fa falta de efecto de la. perdida de funci6n de. ne«roD eR. fa

formaci6n  clef-  gangfio  y  nervio  de  la  LL.   Probablemenfe  exista- redundaFicia  de  genes

encargados  de  la. diferenciaci6n  neuronat- en  el  gang[io,  aunque fat  vez  la  inyecci6n de!

morfolino  no pFodujo  [a  e[imjnaci6n  completa de  NeuroD,  dada  su  a[ta  expresi6n eR. esfe

teritorio,  a diferencia de lo que ocurri6 en los neuromastce, donde neqroD se expresa. en.

pocas celulas y aparenfemente en baja caRtidad.
La. paticipaci6n de neLiroD en far definici6n del destine de celu[a. ciliada en` ef sisfema

de fa [inea' lateral, rio-abajo de affr7, y probablemente en el papel de gen' de diferencjaci6n,

muestra la versatilidad de los factores de transcripci6n de[ tipo bHLH, asi coma la. reutilizaci6n

de mecanismos de regulaci6n en diferentes sistemas y organismos.
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V[t`. CONCLUS]ONES

1.   El gen necfroD se expresa a. parfir de fas 11. hpf en fas placodas de, fa [inea lateral

anterior y posterior.

2.   EE gen ne«roD se expresa ademas en el primordio migratorio y eR. Ios neuromastos

de la. LLP hasta per lo menos las 54 hpf, d]timo estadio ana[izaido.

3.   La ausencia de funci6n de los genes neqroD 6 atf77  provoca una disminuci6n. de

celulas ciliadas marcadas cori [a, tinci6n vital DIAsp.

4.   La  actividad  de  los  genes  net/roD 6 afhf  es  necesaria  papa  la formaci6n de fas

ce[u[as ciliadas de los rieuromastos de la [inea lateral.

5.   La- ausencia de funci6n de ros genes neziroD` 6 affr7. no altera la formaci6n de! ganglio

y nervio de la ]inea lateral posterior, asi come tampoco ros prooesos de migraci6n del

primordio y dep6sito de los neuromasfos.

6.   La perdida de neLiromastos funcionales, produeto de la ausencia de funci6n del gen

affr7 , es rescatada parcia[mente por la sobreexpresi6n de ne«roD.

7.   La perdida de neuromastos funcionales producto de [a auseF]cia de funci6n de[ gen

newroD no es rescatada per la sobreexpresi6n de afb7.

8.   La  sobreexpresi6n  d'e  afh7  genera  la  expresi6n  ect6pica  del  transcrito  de[  gen

neuroD.

9.   La sobreexpresi6n de nedroD no altera ]a expresi6n dell gen afb7.

ilo.Postu]amos   que   el   gen   afh7   actda   ricLamba   del   gen   nedroD,   regulandole

pceitivamenfe.
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1 1 . EI siguienfe esquema resume fas novedades apedadas per de trabap de tests en
el entendimiento de la formaci6n de la LL.P Gel pez cobra:

Figtira  le.  Esqijeitia  restirrm.  Esquemar  que  muestra  la  expresi6n  de genes  asociada  a  la
fofmact6nL de toe preoursores de lee neurorrrastos de la tinea lateTa) posterior. Se muestran en aEul lce

dates originates producidos en esfa ds.
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Abstract

The .Iaterfu. line system coxph'ses ar. array of meehanosensory organ, the neuromasts, distrfoute`d .over the body .surface. 'fach neurrmast
consistsofapatchofmechanoseusoryhaircdlssurounded.by`strmortcdis.Wechowthat,in.the'zebrafich,twopronnd`genesareessentialfor
differentiation of the hair cell.s, HewroD {p*tD and {zfoHaiJ 3!o"oJog I (tz!feJ}. Gene lcnockdowa experiments d`emoustrate that I.oss `of function of`
eithergene,.bilt.not.of.the..re]atedpronetnd.gene.zzezmage7z7:.#/..(zzgiv)I.abrogafethe`appearance`ofhair.ceH.rmkers..This,inin.contrasttoo{her
sermrysystengsuehas`thenenrousofthe]ateralline.ganglion,whae7and.\isTregulafed.byj297zf..andnot.by.affrj:OverexpresinarfarfeJ.can``
•indrccpz7i¢:andthepherotype`pndueed`tryfoss`Df.c7AeJ-fancfron..can..b.e`partial.lyTescuedJ-.by.injeedon.Of#FzZ.HEN.A.This..xpportsthe:.conclusin

thattheacgivatr-onof-.rind-.probatftyTeqtriiesaffi.fin.the.haircel.rhieage,whereasinsensorynenrons.7z7id'aclivatinrequires.ng7zZ''.We.propose.tliat
theemergellceoftwoafour/homologs,aJfiJ'and#g7rf,allowed.thecelfu]in.segregationof.mechanorecapti.onand.sigivalrmsm-ssi.on.thatwere
olisinally.perfomed by a sfr!g1.e cell. type as foimd .in insects.
© 2006 Elsevier inc.. All. richts reserved.

Jfg;wolds.. Lateral ..line; .Neuromasts; Hair ce]]s; tpronenral genes; blniH; Atonal h.omol6g; NeuroD

Introduction

The  generafron  Of  neurons  .in  vertebrates  involves-  the
sequential expression of genes that .promote the acquisition of .
.nelmnaljdentry.andteminaldiiferentiatiin.Among.the`most
wellJzmo`m  genes  that' ,.participate  in  .this  process  a]:e. .the
proneural genes (reviewed-in. Berfuand. et 'aL, 2002}; Proneurai
genes  were  ori;ginally  identified. in Drusojp7!z./a  as providing
groups  Of ,celts, with  .the  potential.  to-.become  sense. organ.
precursors (Ghysen and .Dambly-Chatidiere,  1999`)i Hey code
fu .transcription factors of the `hasi'c helir-.loop-helik Q}irHID
class  `Q4nne   et  al.,   1989}  that  are  genemally  inryoived  in
`Iieurogenesis.(VIllaes and .Cabrera, ,1987.). EhrQ ,mj®F fin]ilies
:Of.proneural.genesareimowninveriebrates,.:thej±ajzczereTsb#re
family   and  the  14fanczJ  family  which  incfudes  the  dro#flf
hondog .fualH)> .neurogeirin  ¢ngnS are .neuroD .¢"!Q c!dasses.
bHLH` ,prmetnd: igenes  belonging -to.- .tier two' major families

* Gorreapondingauthor..Fen: +5'6 2 276 3802.

I.mai./,nddress.. allende@uchile.cl qu.L. Allende}.

0012-1606/S. - see front."tter © 2006 Elsevier hc.. An.T]-ghts reserved.
.doi:I.0.1016/j.ydbio2006.03.037

have  .been  `identified  subsequenfty  in  a  wide  range  of
mHlficellnlan animals.

The. .gene 77#d' .is.  expressed  in  ,the .cerfual  .and periph-eral.
nervous rystems in vertebm¢es and fias the capacity to -induce
.neuronal `difiinntiation ~in ..Zznqpus ,,Q[ee  et  al.,  1995;  Ijae].
1997`.).'Itisalso.expressed..strongly.inpancrealccells`whener`it.
rngthtesdevelopment.oferidocrfugcellserayactal`.,`I`99.7).'.in
the mouse CNS, 7zfit7 is required for the formation of .granule
cells. in ..the .hippceamprs and the cerebelllm {Miyata .ef al.,.
1999}`'andfor'.the:.formatonofsensory-,neurens`in,the.1.irmer'ear.
•One of'the Phenotypes `o.fa mouse `H7id.null' mutant i§` d.eafress

(ELetal-2001)-
•Gain and. loss Of fimchon, -sfirdies . have "ggested.that the

•neuronal..expression':®frortzislngulated.by7zgr,.`pessibly.directly

(Ma et al.,  1996,  1`998; Fete et al.,  199,8; Lpinn ef al.,  1`9.99:
Andermannetal..2002}.`#rdisfxpressed`mostkyjn.postHdrode
calks  {€an  et  al.,   1.997.;  Korfu'  et+ al,   19.98;   Muedler  end
Wullimam,`2002;:Car:andwilson,2003}andmayberequired..
for terminal. differentiation rather than .for neuronal. .precursor
conintnent.
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The-  afo%tz7  froily  of genes  pfays  a  major  tote  in  .the
development  of the  anditory system Of vertebrates.  Loss  of
fi]ustien..analysis-Of.zze2ffioggjzzH,has.choun,thatTit-isrequiredfor.
`.formation. 'Of .the inner ear ganglion .in `ma-als .qua. et aL,

1998.. 2000), while the mouse flfo7zaJ Z}omo`/bg I gene A4lcrffeJ is
required. far the fomal.on of hair ceHSL '{Beminalam. et` al.,
1999;  Ben-Arfe  et  al.,  2000): ..Overexpression  Of al4lcthJ .is.
sufficient` to` -induce ..the appearallce of ectopic flair .celts in the
imer ear and can rescue haincen-de'ficien.t mice {Shou e.t al.,
2003; .Kawanoto et-al., .2003.}.

We.are.interested'in.`neurunal'.developmeutin.the.fish,-latent.
•lineT,  a  mechanoseusory  organ `irvbkyed .in-  the  d'eteefion  of

displacementwavesinflewaterandwhichallows.forschooling•behaviorsandpredatoror.prey..detection.@arfudgeandpitcheF,.
•1980; .Coombs et al., `1.989`). .The-lateral...line .,PIJ).system arises

from ectodermal placodes, as does the inner ear. .Lafaal line
placodes develop anterior and pusterior to the oficL pfacnde>
•generating, ^Iespectively, -the autedor and posterior lateral .line
•systems {ALL and.PIL.I; Metcareret al:, 1985.; Andermann et al,
2002). The PLL placode gives rise to two cell .populati'ons: a
stationary population  which forms the PLL. .ganglioll, `and .a
•migratory  conxponent'  which  .will  dapusit- :regulaly  spaced
6lusters of c5[is, the pronetiromasts, along its .way from. the ofro
.rngion to the .fry ofthe tail'`Oretcalfe ef aL, 1985; Gompel et al,
200.1);  Deposited.  €elis  will. differendate  .as- ,hair  cctls  and.
accessory cells oftwo.t3pes: inner. accessory .(suppct). cellsrfhat
suround the hair cell-s and a rim of outer accessory {mantl?)
ceus.

h zebrafish, neur®genie and.^pronerml genes are .expressed
~in -the lateral.' -line colxponerfe and .some of'ffiese .fiave been

analyzed functionally. Hecfroge7!z`#Z  (%grJ} is -essential for the
`developmenf .of,the Sensory  neurons `of `most `of the -canial

gangtia,including.those.imervatingifelateral..line..hthe.'PL£
Placode,  ng7zJ.  precedes  the  express.ion  Of. 7i7#;  and.  7m#  is
.strongly jlotrmregulated  follo.wing  injeedon  .of .an  antisense
morpholino.  again£  7cg72.J/  {rAndermann.  .et-  al.,.  `2002);   +Hris
sugges`ts  that,   as   in.  Other  veff ebrate  rystems,   #zitz  acts
downstream  of J2grJ.  Interestil}gly,  a residual  expression  of
#z{d,is.neverfueless.observedaftercornplete.-lossof`fuichon,of
ngnd `rfe=Andemanlr ct -ch.  2002:®. .The. gene -atonal `homobog  `±
(czffiJ..; .RIin ct al:,  1.997) `is not de.tedeb'fy expressed .in the .PL`L
pkeodebutcanbeobservedintheHLmigrating.primcndiLim
•and .in.developing rmlromasts-. @toh .and Chitnifty 2001). .h the
mi.»dbo77z6 mutant;  in which the Notch signaling .pathway is.
disrupted!.atoh et al., 2003), there is ectopic expression of.arfeJ
and  diiferendation .Of supernumerary  hair  cells.  .in  PIL
neuromasts .¢toh` and Chirfus, 200'1}, Thus, genes of-ther4foH#Z
•family..seem`to`-beinvolved..in-.lateral.`1inedevelopmen£.but.their

.precise funofous remain tincl`ear.
h, this work, we .show. that, in addition to zz£/!J., 7ard is.also.

•expressed .in the lateral 1`ine'neuromasts. We show` that .7rrifz .isL

xpregurated` in the misrating PI;.L pinordinm in  zzzfezJbomG
mutants, much  as is the case for zzffaj. We find ,that loss. of
funcfron.Ofeither.j2ndor.tzffe-Jresultsin,aloss.efhair.cells,`while
•the  .inactivation  of  ,two  other  proneunl.  genes,  :#grJ  and`
¢chae/ieisouJe fowoJog J¢ {asfiJ¢), has .no effect on hair cell.
delanination .or .diffenentiatiou  .Finally,  rescue .experiments
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1eadustoproposethat,in`Iateral..`rine`halrcen'plecusors,777]zFis
regtifated. .by afti/ rather than try z2grJ as in all- other systems
rfudied sO, frL

Rfaterials.andmethods

Fish anE eriferyos

Zehafish  mutant  and  wild ,t]pe  embryos  were  conected  from  natural
matings and kept at 28°C; §tnges are refened to as in hours post-fertilizalozr,
hpf..mdrdbandmutantswemzLkind.giftafDLAjayThinis®tHI,Bethesdr:k
hanggenic.IinesET4.and.ET20{Palnov.etal,r2004}werB.kindlypmvided.dy
Dr.. Vladinir Korch (,[MCB,` Singapore}, All. fHnbryos."rere raised ,al`2&°C and
•stnged.according to-KimmeL ct al.: (,1995), After 24-hpf, larvae irmo .rmintained

in .a;03%. phaylthiourea...to prevent lnehin .pigment forndon. Qhttsterfield,
•1994)i

•Gdl Echaling zlnd -wicroscopy

The neuromast :hal cells were labeled in live embryos or larvae with 4-{4-
dietkylaminostyryl)-IV-methytrygdrdinhm iodide Oi-Asp; Sjgm8 D3418, USA)
as desctfied. in Col]azo et. al. (I 994).. For.live staining,`4&-72:chpf lamas urerci
inbated .in 5 mM DiTAap~in .embryo,media for. 5 min end,thcn rinsed with
flesh.medium.andwisnalizedmdsr,-fltionseem.light-innd-issectionincroseope.
We.coLm{ed .DiiAsp-chained  neuromasts -on .both sides  of the  farvae  `when
eiwhHtingJ the. areds ,Ofj perching .igene activity, and; thus; cach- sire. qras
counted as an indqundm.result. The ernbryonie `PL.I 'usually coxprfees .S.
`lateral...rmlromasts{very;racly4or€)`aligned-:along.the-.:horizontal.!myosepttlm`

arid.2-3,term]-nat..neuromasts.(veryraely.one)..in'amore.ventra]'positi®n.atthe
tipofthefail.Thetotal.numberofineurormstsis.ifererife7=8;perside`in.rmrt>
than.90%of,the.eHibryos.Totalreintoaccouttfie'rareoccurlmce.-oFeTrfuryos
i`Th  5  neiiromasts "i one  side .(4 :lateral .and one temrinal} `in  wild. .type
populatibns,  rye  classified.  as  Thermal"  apr  side  wan  .5=8  neuromasts,•C`subnormal" those with .Ii, neuromasts and` "al}nolmal" sides where no PIE

neuromasts have formed. For carl3ing out statistical tests, we used fls data the
ntimberofneuromastscounted.perside.inaH.groupsoferibryosandongpared
thmwithinxperimmls{seeThtlel).Todettaninesignificancetifdiiferences,
weilsedthestirdent's.Ztest{Sigmastat3.1}

To. trace. the P1.L .nerve,. 30 kyf €mhryos. wac fixed. ovemicht-in. 4%
paraformaldekyde .in phoaphate-buffered .saline. a2BS)` .Dil. (.1,I 'rdjoutadeeyl-
33£ !£.'-tetramethylindocarboeyanine .perohlorate; Molecular Probes, Eugene;
`OK}.drjectinn in.fred..rfuros `h7as perfroed.as..deschbed.h David et aL
•(2002):

Theposterior.lateral.Iineprfuordinand-neuromasts:werevisualized.inlive
or fixed aninals tlnder Nornarski aptics .iising .a .Model.-.IH Z€iss-`motonricro-
scape..h.sitirftybri~dized.an.dantibo.dy-stined.eribryos.werepost-fr:ed`ir4%
parafomaldekydeandtransferred.intcrglycerol`forobservat~on..I;ilyeerfuryos
nd larvae ifeuted with Di-Aap werep irfuiialized in a leich .MZ1`2 fluorescence
dissecting microscape in tmbryo medium.

Antibody stainingrand in sdef kybridization

Endryos.werz>¢stagedand.frodovrmigiv.in49roLpanrfumaldirfein..PBS.
Whole mDrmt -mrmmchelnistry  was-.pedomied-as' -fonows: rfuryos. .were`
Tinsed'three.tines:for5.min~inpBS,washed:'onB.,tine.for.1'h.indisliJleRi-waer,
incur)ated.for7.minim..acetone,washedolletimeindi-stmedThra!er,"rotimes.for
•5, min -in PBS plus Twrm-20 .®olyoxyeftyTene-sorfu-tan. monchlmte; Sigria,
:tJSA) and trausreiTed:.to 61ocELg .soldi-on.(20% `famb serunq 1% rmethyrstilf

oxide,0..1°/oTtreen-20.inpBS)forl`.hEmbryoswere'thenincub.aled.overi§lit
at4°Cwithamousemonoclomlatracetylatedtul]D[inantibody'{Sigma,.USA}.
used at a I:.I000 dilution or with antl-Hue Qnvifrogen) at 1 :.loco. They were
thenwashed.4tinesfor25rm.ni.nPBSplusTween-20,incubated-for30minin
blbch-ngsorutionandinoubatedovemightat4°Cinantiinouse1g>huseradish-
`peroxidase-linkedwhalganfibody{AmrmhamphamariaBiotech,HK}.dilmd.
1:200inblocling.solution.They.wene.thendrsedfrorfroesfor20min.ineBS
p]'us  'tween  20,  transferred .to  peroxidase  staining  `so]ution .{30  ng
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•Table-1

a.I.oss  ®f  proneural  gene  function.  .affects  posted-or  lateral  Hne hail  .ceH
deve[opmeut.in z5brifish

Normal.             Subnoma[          Abnormal
{,5-8.nm).         {.14 nm)            (0.nm)

Confro`ls (P = 0.066)
No inject]-on (58 embryos}
apltlaM0u (7S enkyosb

Experiment.I (P < 0.001)
j27dio (78 embryos)
rm"Oco-injected
with nd\{.71. entryos),

Experiment 2`(P <0.002)
athlMO€53.endryosb
atJ,RE® co.injcated
"mrzJ.(46.embryos)

•Experimeut.3(P.=O.05.r}

#r"O.{5Z`enbryos)
777i"o co-injected
wi'th`tz*7]`r{64enftyos)

97%                      3%
95%                      5%

220/a                  47%
`68%                       I.&%

10%

0%

31%
14%

34%                     55%`                       I.1%.
• 61%.                    ,37%,                         2%-

50%                    50%                         `0%
-52%                  ¥1 %                      7%

•EIHbryor.`uere.injected,withmoTpholino,quo)or.with,morpholino,plus,a`DNA.

•expression.constnictas`indicafedThey`wereraised`to.72hpfandstained.with
•tht>vital.idysDi-Aap..I,abelednenrmmsts,{ani)welg,cotuted.onical.ridrfro
•cach`Tarva.`La"alsides.were.¢Iassified-according-to.the`severity-.oftheeifect:

Thomial" had ;betweenL.5 and 8 nenromasts; "sBbnormal" had-between 1` and 4
nenromasts;` ..`abnormal"  completely  .lacked  .neuromasts.  'Shown  are .the
percentnges -for  eacfi  category  rTt the different  expetinents.  Tifec> different
experimentswerecarrl.edout;comparisonsforrescue§hould.bemadewitiinan
•experimeut  to   eliminate   differences  in  penetrance  of  the  effeet  6f  the

moxpholinos that occur between experiments. To calculate significance vahes
(P), we counted, for each side, the nurfuer of neuromasts present and compared
thet`roconditiousindicatedin.eachexperiment.Note.thatrescue.isobtaineddy
co-injecfrg  the  7]7zZMO  with  HitJ  {P <  0.001)  and  the  a£/iJA40  with  ned
{P < 0.002), but mt +he ndlfo wth ath£ a = '0.051).ahjectionOftheias/uLamopholinodoes.mtarfectfomationonhapostedor

]atrd hoe.,in. zchrafich embryos. and, imas used as an, injection control.

dialnobenzidine. in '100 rfu warfu) for 30 min and.thento peroxidase staining
solndon containing 0.003t7o H202. After the prorfuct ofthe peroxidase reaction
was detected, the jembryos were riused flree tines in PBS.

Wfiolemountinsitukybridizationwasperformedessenti`allyasdescribed.in
JbwcttandLettice{1994).Riboprobeswereqrlithesizedfromtemp]ate,pTasmids
including. j7gzrf  @Iader et al.,  1997; Kim ef al., 1997; KOEzh et al. I.998)* Iz7aa7
•Sladeretal.19.97;.KorzILetal.,`1998Lutfal(Kinet.al,`'1,997)reyul{Schlyet,

al.,j999).and€/andinB:acoHmar.etal.2001.}Forrdetection,of,»rdexpression]
`z+euseda.kybridimtiontemperatureof53P€,andiireused.a,longer.stainingtime
•{4-6. h at lcom`tenperainre `or`ovemighi la£.490. h .all cases, conlro-I probes
were.negrfurc>forapecificstaining

•GanstnLcts and arf uense mcixphoHlnos

Togeneratean#rd:ng?cfusionconsfroct,weLusedthefull-length#nJcl)NA
Qlader et al.,  1997},as a template for a PCR Icaction. The Diners contain a
J}¢Hsite.(upstlcam.primer,containstheATG,inboldbelow)andaGAalsite
{dounstrcam. .primer  iwhieh  mutates, the  stop. cndon)~ Their  sequEmces  arer
`respectiely:

5' CEA:GGGIATCCGife€fiTGACGAAGTCAH;AC 3' and
5''AGGATCGAi:AGTCGTGAA]ATffcGC`3.'.

`'Ihis PCRproduct was ct.oned. into the PGEM vector oromega] Madison,

WI,USA)dyTA€roning,digestedwithBamHrandc7alendsubclonedintothe
pCS2MT ex:pression vecto£ ` generating the`pksrid constrzict.pCS2zzrdMI

Asinilacappro8ch.`uns`used.to.genREteanchjexpessionconstructralso
.£roned tijr  infrodrcing Ba"rH `and  C7al sites and inserting  into pCS2MT `to

generate .plasmid pCS2ctA.ZM'F.~Forward. (sequence tipstream o'f tbg :H® and
reverse primers were:

5' CCGTCCCTGGATCCAmGCCAC 3' and
5' GTATCGATCGCACIT:CAGTGAGG 3'.

Therze2rrngerfe7.nropholino{riJMO}uus,kindlyprovidedby.fu.Rt]bect.
•.Gcrmell.`{Corniell,and..Eisenj2cO2.):-rmd;..afbj..and`asfeJc-andsense.moxpfiolino

o'1jgrmlclentides? .(ir7zZM®, aTIIM® and.as&J:zano''uespet:tirydy)' REre synthF-
sized' by GeneToo]s quilomath; -OR; .Usfi). Afl moxpholinos: -`rere. directed.
agalstthe.5'regt-on.ortHemEN]H;trfbldsicorxplemeutary.tofleirmG^initiat]-on
codrns are.indicated:in 't]dld`in the sequences.{the,agiv"0'is complementarytB
the  sequence jBst  .upsteam  Of the  AIG)-.  The  sequences `of- the  anlisense
molphohio.Ofgondintidesnd.wel€:

5' TGACITCGIcfflGI:CGGAAfflcTAG 3 ' {rm"O)
.5f TcaGITGG"GTGCTTrl]GGGAGG`3.'. (:cthzMo}
5' {C€ATCITGGCGGTGATGTCCATI?FC 3! {as7! JaM®}.
5' "EAGGAlcrccAF¥GFIGffAAcc 3J-{;797z7MO}

Note that the w"0. thoim- not rfud tc] the ETA expressed fro the
p'CS2777idMT construct as there are 7 miinatches out`bf 25 bases  (sequence
upstream .of the Biz"I  site is lost after .cloning ,in the pCS2  vector).  For-
irfubitinggenefimction,.8'.5ngofmoxpholinochgormc[eotidewas-injectedinto
each /eitryo. In the rescue expeinents, 425 ng o.f e'ifher the j!7z7 or `tzfriJ
momfrolinos was co-injected wiffi 125 pg Of thapcs2u"T orpcs2a/feJMT
pkinds,:perrtyo-

-Results

ExpressionOfTed,inthezchraSshposte]EiarlateT:alline

JvearoD  0z7i¢  I-s.  a :blHH  proneural  gene  .inpHcated. .in-
neuronal `differendation. We ~investigated whether this gene is'
^involved  [in   the  ,acqm-sition  ,of  neilronal.  `idendty  . and/or
differentiation Of PLL  hair cells and. seuscny  nenrons.  Wg
exaried  the   express-ion  pattern  of 727iJ  in  the  different
components  .of  the  EEL:  `p]acode,   ganston,  primondiiing
proneuronrasts  and  neuromasts,  using- in. sin  kybridizafion.•We detected. nd.'transcripts beginning. .at.. ffl `.hpf -in ..the `.brain

and  PLL placode  and  subsequenfty  in  the  PLL .ganglia,  as
described.previously ;(Andermann., ct\ al.> 2002}. .However, we
'were  `.not.  .able  .to.  :detect  ^expFessfon   in  the   .1ateralt iline

pn-inordium  .or  neuromasts  using  our  standard  in  'sini
ftybridization  protocol.  As  we  had  evidence  from  loss  Of
•fimctionstLrd±estha£-77rd.pardeipates,in^hair`€eH.dsvelopmeat

{§ee  .below);   we   forced  the   conditions  of-  .the   in  sitH-
ftybridizzition  profocct  to   detect  few  levels  of transcript.
These.becamexpparentordyafter.,modifyingife.hgforidizafron
and I staiing. tcnditious .(see. Materials. and. .methods} .which
also  infroduced .high.levels  o.f .haclgrotmd' stating.  'Under
these conditions,low levels of 7zrt7 expression were dctected in
deposited PLL  neuromasts  ffig.   ]J¥}`  €Iose  inspection  o.f~
•.neuromasts`with`hicher-in?gnificafron`chows'that.red.mENA

rs `focal-kedT to a  group of 3-6 Gens. in `the center of each
neuromast {Figs.  IC-E}. sinilar to  what is observed with
`expressfon `Of .the  proneirml  gene .atarmz7 -hoRTozog  j   (chfeJ}

('Ifoh.  and   Chitnis,   200'1;`).   Wb  were   not.   able  .to.  detect-
expression  Of 78r3d in  the  mi`grati.ng -PLL  primordinm  under
these conditions.
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Fie.  I . Expressin of pro in the postedor hateml line aystem »rd mRNA expression in wild type (A. C-E) or mdrdbonb mutant a) emtryos, detected by in sial
hybridizalion. (A) ned expression in tlle I.LL neuuniasts is detected when embryos are overstained. Indicated ace the L2 and L3 neurolmsts of a 42 hpf embryo. a})
nrdexpressionisobservedinndndhti7»b30hpfenibDros.inneuromzists(alrowhe8d)andoftenasclus¢es(alrow8)inthemigratoryprimordium(bmckef)withoutthe
nedforoverst8ining.(C-E)CloseupirmgesOfne`mmstsofwildtype42hpfembryoslabeledwiththenrdriboprobe.AIlpanels:lateralviews,anterior®theleft.
Scale bar in 8:  loo LLM for A and 8; scale bar in E:  10 iLM for C-E.

h  mz.ndfromb  (mf.A)  mutants,  there  is  an  initial  oveapro-
duction  of  hair  cells   in  the   car  and  in   LL  neuromasts
aaddon  et  al.,  1998),  which  is  accompanied  by  increased
expression of ate/  in  the primordium  and neuromasts  atoh
and  Chitnis,  2001).  To  determine  whether  this  overprochic-
tion of hair cells is also preceded by increased expression of
rind, we perfomed in situ hybridization on homoaygous info
embryos.  mz.b  embryos  were fixed at 30 hpf,  when the PLL
migrating primordium has traveled  about halfway  to the tip
of the tail and 2-3  proneuromasts have been deposited.  We
chose  this  stage  because  it  is  known  that  the  hair  cede
produced  in  the  car  and  lateral  line  of mz'ndbo7nb  embryos
die as they mature, around 48 hpf Qladdon et al.,  1998; Itoh
and  Chitnis,  2001).  We  found  that  mz.b  mutants  show  »rd
lchel  in  the  migrating  PLL  primordium  a]ig.   18,  arrows)
and expression appears increased in deposited proneuromasts
a7ig.   18,   arrowhead).   The   increased   expression   is   made
evident by the fact that we did not have to use our modified
in situ hybridization protocol to detect rind expression in mz'b
mutants (note the reduced background  in Fig.  18 compaed
to  Fig.   IA).  Thus,  the  increase  in  aAA/  expression  in  mz.A
embryos,  which results  in  excess  hair cells,  is  accompanied
dy   elevated   »rd  expression,   suggesting   that   »rd  is   also
expressed in  hair cell  precursors.  h  addition,  expression  of
»rd  in  the  primordium  in  ml.b  emblyos  suggests  that  there
may be low  levels of expression  in these cells in wild I)pe
embryos.   expression   that   is   undetectable   by   in   situ
hybridization.

IJoss  Of fuacton  Of rrrd,  but  not  Of ngnl,  affects  posterior
keral he developrrmt

h  order to  test whether ned is  implicated  in  lateral  line
formation, we blocked mRNA translation of this gene dy using
an antisense morpholino oligo"cleotide (m"O). Mortyholino
was injected into I Cell-stage end]ryos that were raised and were
analyzed for developmental defects. At the concenhation used
(8.5 ng), most of the eribryos crowed no obvious anatomical
phenotypes  after  I,  2  or  3  days  post-futilization.  A  small
peroentage  (<5%)  of embryos  were  severely  deformed  after
24 h; these were discarded firm further analysis as we arfubute
the malformations to non-apecific effects of the injection. Since
»rd is sfrongly expressed in the cranial ganglia (Andennarm et
al.,  2002),  we  analyzed  the  fomation  of these  stzuctures  in
nndMO-injected enbryus. Comparison of nnch40 and control
embryos chows no diffaence in the development of the PIL
ganghonorothergangliaasassayedwithanti-acctylatedardulin
and anti-HuC andbodies (not shown). Moreover, the PIL nerve
can  be  labeled  with  Dil  in  the  injected  embryos,  showing
normal  co-migration  of the pioneering  axous  with  the  PIL
primordiun Oig. 2).

We next analyzed  #nch40-injected larvae vife "-Aap,  a
vital stain for tnature hair cells (Collazo et al., 1994). The assay
consistedinclassifyingfishthatshowedeitheranormalmmber
of Di-Asp-positive neuromasts (5-8 per side), less than normal
(I i), or absence of lcheled neuromasts 48-72 h after injection
gable  1).  At 72  hpf  the prin8ry  lateral  line  is  coxpletely
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Fig.2.ThePELnerveco.migrateswiththePLLprimordi`minIvegrmD(nnomorphantenbryos.(A)Dilinjeetionintheposteriorlaterallineganglionwasperfenned
at30bfinnrdmoxphantentryosinordertomackthegrowingPLLnerve.®)ThePLLnoweisnomallyfiinedinamaphantenbryo,canbelcheledwithDiland
is vistralized under fluorescence microscopy; anterior to the left. Scale bar: 200 |LM for A and loo iiM for 8.

developed  and  neuroznasts  incorporate  Di-Aap  in  wild  type
larvae (97% have between  5  and  8  neuromasts per side,  see
Thole I). h contrast, drd morphants showed a malked decrease
in the number of labeled neuomasts a]igs. 3B-D). Ony 22%
of the sides of rm"O-injected lavae showed normal numbers
of labeled neuromasts, 47% showing reduced numbers and 31%
complete  absence  of  labeling  (Table   I).  We  attribute  the
heterogeneity among the injected embryo population to unequal
delivery or disthbution of the molpholino.  Moreover, heteDoi
geneity was observed within embryos as well since one side
often showed more pronounced effects than the other (see Fig.
3C). As Controls, we injected mopholinos directed against t`ro
other proneural genes, zasA/a (Allende and Weinbeng,  1994)
and ngr/ (Comell and Eisen, 2002; Andermann et al., 2002). h
the case of the zusA/aMO, embryos injected with doses that
produce loss of pineal neurons (Cau and Wilson. 2003) produce
ro defects in any of the lateral line components and neuromasts
appear  fully  viable  when  assayed  by  Di-Asp  staining  (95%
nonnal; Table I ). h the case ofngr/, morphants did not show a
decease in the number of labeled neuromasts when analyzed
for "-Asp staining and often showed an excess of neuromasts
compared to the wild type larvae. This phenot)pe is due to the
absence  in  ng7I/  moxphant  fish  of  the  gha  that  normally
accompany the migrating LL nerve (Iopez-Schier and Hud-
speth, 2005; Grant et al., 2005).

We tested whether the inhibition in hair cell differentiation
could be rescued by co-injecting the #n"O together with a
DNA  construct  encoding  a  NeuroD:Myc   fusion  protein,
pcsrmth4T. The mRNA expressed from this cousfroct should
escape the translational block that inhibits the endogenous ned
gene as it has 7 mismatohes out of 25 possible base palrings

with the moxpholino. The result shows that the effect is reverted
when  the  moipholino  is  co-injected  with  the  expression
construct,  as  the  rmmber of nomal  sides increases  to 68%,
compared to 22% in fish injeeted with "7th40 alone (Ttole 1).

atonal homolog 1  (athl) is requhed fior neuromast
developrnrmt

The lack of effect of the anti-ngr/ mopholino on neuromast
development suggests that «rd expression is not regtilated by
»gr/ chiring the formation of postedor lateml line neuromasts,
in contrast to what occurs in the lateral line placode and ganglia
(Andemam et al., 2002) and in other neumus in the central
nervous system 04a et al., 1996, 1998; Perron et al„ 1999). We
therefore hypothesized that pro is  most  likely controned by
another proneunl gene in the primordiun or in neunomasts. The
ofA/geneisasfrongcandidateforthisfimedonasitisinportant
for development of hair cells in mmmals (Bemin8ham et al.,
1999;  Chen  et  al.,  2002;  Kawamoto  et  al.,  2cO3)  and  ofA/
expression has been observed in the zebrafish posterior lateral
line pinndium, in pronouromasts and mature neuromasts, in a
progressively  restricted  way  atoh  and  Chitnis,  2001).  The
narrowing down of offe/ expression could be conelated with the
selection of hair cell fate.

h  order  to  detennine  if aiAJ  palcipates  in  hair  cell
differentialon  in  the  hatend  line,  we  injeeted  a lnopholino
directed  against the  a!A/  gene  into  oneeell  stage  zebrafish
embryos.  The  injection  of the  ati*/MO  again  resuds  in  a
decrease in the normal number of Di-Aqulcheled neuromasts,
with 34% of the sides displaying less than 5 neuromasts, instead
of97%inuninjectedcontolsor95%inembryo8injectedwitha
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Fig.3.Ive«mDmopholinoinjeedonafEbetsformndonOftheposteriorlateralline.(A)ParmOfnetromasts(indicatedbywhiteanovrs.onlyontheleftside)ina72-
kyf lan/a Stained with Di-Asp and visualized under fltlorescence, revealing the pesenc® of fimchonal neuema8ts. Lateral a) and dorsal (C) view of a represengive
»rd morphant showing partial drsence of neiroma8ts. Note that the ned morpholino effect is difhat on each side. While the left side of the larva alortirs t`ro
neuroudastsmariedwithDi-Aap,therichtsidsisneadynomalinappealmce.®)Lrfuviewofanrdmodyolinhinjectedfichwithcompleteabsenceofmaf]eedDi-
Asp-labeled hair cells. All panels: anchor to the left. Scale bar.  I oo iiM.

molpholino against another blELH gene (Tchle 1 ). These results
were  practically  indistinguishable  from  those  obtained  by
injection of "-0.

Though  both  afA/   and  nrd  can  be  involved  in  the
estallishaent  of  neunl  compethce,  maid  has  been  mostly
inplicated in neuronal differmtiation a+ee et al., 1995; Koral et
al.,  1998). It is tappting, therefore, to speculate that afA/ acts
upstream  of  ned  in  the  laterd  line  neuromasts.  Obvious
predictions  are then  that ¢ffr/  and »nd are  oo-expressed  and
that, in the absence of ath/, rind expression chould be abolished
in the primordi`m and nouromasts. Uhfolttmately, the expres-
sion of »rd is very weals making double in sidis inpmedcaL
and thus an effect of a!frfe/ inactivation on #rd expression cannot
be reliably denoustrated. We tied to cirounvent this problem
byassessingwhethertheerfectoflossoffunctionofalA/canbe
reverted  with  ned overexpression.  We  injected  the  Nrd:Myc
expression construct together with the a[IA/MO into one-cell
stage embryos. Embryos were raised and assayed for fimctional
hair  cells  by  Di-Aap  labeling  as  before.  We  found  that  the
mutant phenot)pe induced by the a¢A/MO alone is prrtially
rescued by nnd co-injeedon (61% of larval sides had nomal

mrders of neuromasts in co-injected larvae versus 34% normal
in alA/MO-injected larvae; Table  I). We then perfumed the
opposite  experinenf  co-injecting  the  mrfuro  with  an  Cab/
expression consthict. h this case, we found no rescue aable I ).
Finally,  we  analyzed  ned  expression  after  injecting  the
pcsa&*/Mr  construct  (see  Materiais  and  methods),  which
stongly  drives  the  expression  of afti/  in  wild  type  larvae.
I.arvae were injected at the one-cell st?ge and were analyzed at
72 hpf by in srfu hybridization using an ned probe. Expression
of rind was cleally induced, though most of the larvae chewed a
random punctate pattap possibly reflecting mosaicism in the
distibution of DNA a7ig. 4A). About 20% of the larvae (# = 25)
chowedstonginduchonOf»rdinnetromasts,expressionthatis
neverseeninnon-injectedcontrolswiththeinsituhybridizafron
procedure  used  in this  experiment  a]ig.  48,  coaapae back-
ground  levels  to  Fig.  IA).  Higher magnification  inages  of
individual neuromasts Q7igs. 4C, D) chow strong expression of
drd in the entire neunomast, in corfust to the more restricted,
and  substantially  weaker  expression  in  non-injected  fish
(compare  Figs.   4C.   D  with  Figs.   IC-E).   The  terminal
neuronrasts  are  also  very  stongly  labeled  in  ¢ch/-injected



A.F. Sarrveim et al. / Developn.emal Biology 295 a006) 534-545

Fig. 4. afA/ overexpression promotes ectopic ned expression. (A-E) #rd mRNA apression in wild type enforyas injected with the ate/ CDNA. detected by in situ
hybridizatim  (A) P`mctate eetapie Rrd expression can be observed along the trtmk and tail of an injected embryo.  a}) hcreased nrd eprsion localial to
ne`iromast8  Of an  injeeted  embryo;  Ll-L8  indieaee  posidons  Of the  individilal  PLL noumasts.  Close  ap  views  Of the  12  (C),  L3  0)  and  terminal  a3)
netmmasts fiun the larvae shown in 8. All panels: lateral views, antedor to the left Scale bar in A: 200 I.M for A and 8; scale bar in D:  10 [iM for C and D;
scale bar in E:  50  iiM.

larvae Q7ig. 4E). Our results strongly suggest that a£7}/ regulates
ned and that it might be the prone`iral gene that is primarily
responsible  for  estabhihing  hair  cell  fate  in  the  lateral  line
system.

red and athl control hair' cell development

The reduction in number or complete absence of Di-Asp-
stained neuromasts found in #rd and a!jl/ loss of function fich
could have several causes. For instance, a failure in primordium
migration,  neuromast deposition or neuromast diffelenthtion
could give rise to this phenotype. We exchde the possibility that
moapholino  injections affect primordium migration based  on
two lines of evidence. First, even though morphant larvae show
loss of Di-Asp staining in trunk and tail neuromasts, we often
observed the presence of teminal neuromasts at the tip of the
tall ¢igs. 38, C), indicating that the primordium hed reached its
final destination.  Second, we carded out in situ hybridization
using  the  chardt.mB  probe,  a  gene  that  is  expressed  in  the

posteriorlaterallineprimordiumandinproneuromastsacollmar
et  al.,  2001).  C7qfrdi.»B expression  in  ned or afflJ  mophant
larvae does not exhibit significant differmoes Compared to the
contols (drfu not clown). Thus, prinordium size and migration
along  the  tnmk  and  tail  of the  embryo  do  not  depend  on
proneural gene funchon. Neunomast deposition appears to occur
nomally in moxphant larvae as well since cfondz.nB label is in
most cases  indistinguishable  from that  found in  wild types,
though we found a few instances where we could not detect
cfo&idz.riBexpressionatpositiouswhaeneuromastsarenomally
dquited (see below).

Since most neulonasts are deposited conectly, but fail to
beeome labeled by Di-Asp, we examined the mophology of the
neuromastsbyNomarskioICopticsinnrdmolphantlarvaeand
compared then to wild types.  Wild type neuromasts have a
circ`har  shape.  The  Centrally  located  hair cells  form  cleady
distinguishal>le,  radially pattered  rosettes  a]ig.  5A)  and  are
easily visualized win "-Aap stain a7ig. 5E). Ch the other hand,
neuromasts in ned mophants a7igs.  5B-D) show ineguldrly
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Fig. 5. Abemnt neilromasts form in nrd morpham larvae. (A-D) Neuromas€s were localized in confrol and in izit! mofphmts and obser`red with Nomard[i interference
contrast ndcroseapy. (A) A neuromast in a wild I)pe larva crowing a circular shape (delirited ty a disoonfrous white lfro) and a rosette prttm of hair ceHs
concentrated in the center. O-D) 'Iha examples of Di-Aap-negative neuromasts found in nrd MO-injected larvae. Note the irregular chaps of these neuromasts and
the disong8nized amngenent and Size of the cells. C) wind t}pe neuermst labeled with Di-Aap 0 Aberrant neimomasts do nco have Di-Asqrlal>cted cells. AI
panels: lateral views, anterior to the left Scale bar: 10 [LM.

placed cells of varying shapes and sizes. It is not possible to
distinguishhaircellsbymoxphofogyorbylchdingwithDi-Aap
Q7ig. 5F). Similar results were observed in ofrfej moxphants (notsin).

The vital dye Di-Asp labels hair cells that are diflintiated
and mature (Collazo et al.,  1994). It is possible, therefore, that
hair cells were still present in the moxphant nouromasts but had
lost  the  al>iHty  to   incorporate  the  dye.   To  evalunte  this
possibility,  we used  another hair con differentialon marker,
acetylated tubulin. h contoL neuromasts, inrm]nolabeling with
an anti-acetylated tubulin antibody lzrmks hair cell bodies and
citia Qalble and Kmse, 2000; Figs. 6A and 8). The underlying
PLL  nerve  is  labeled,  as  are  the  aD[ons  that  imervate  the
nouromast (thick anew in Fig. 6A). However, in #rd and ofA/
maphant larvae, labeling is limited to the PEA nerve a]ig. 6C,
amwhcad). Neuromasts in mophants could reliably be found
using Nomarski opties, allowing us to confim the chsence of
acetyhated ttlbulin in neuromast cells. Nerve bmnches were not
observed under the netromasts either. Finally, we tested both
wed and ate/ morpholiros in the ET4 tonsgendc background;
these fish express GFP in hair cells several hours prior to their
teminal differentiation Q'arinov et al., 2004). Both mopholi-
nos produced loss of GFP expression in these fish, which was
perfectly comelated with the loss of Di-Aap staining (data not
shown). Therefore, hair cells de not develop in the absence of
ned on athl .

Effiect Of ned and athl  on other cell types

To  furfuer charactedze the  effects  of pro or aAAJ  toss Of
function,  we  analyzed  other markers  of neuromast  celts  in
mophant embryos.  First; we used the ET20 transgenic  line,
which expresses GFP in the outer rfu of the accessory ceHs, the
mantle  cells  (Parinov  et  al.,   2004),  as  well  as  in  the
infroetromaedc celts that will  later form interoalay neiiro-
masts (Grant et al., 2005; Lopez-Schier and Hudspeth, 2005).
ET20 ertyos were injected with moxpholinos, were raised to
54 hpf, and were stained with in-Aap to simultaneously detect
hair cells and mande cells Orellow and green label in Fig.  7,
respectively).  ned and  ace/  moxpholinos  plndiiced  identical
results in this experinent, though we show results only for drfeJ
in Fig. 7. We dbserved that, in mast cases (>75%} and despife
losing the Di-Asp label as before, net-acts showed normal
GFP expression in moxphants (qoapare Figs. 7A, 8 with C, D).
This result indicates that rather neuromast deposition nor the
fonnation of mantle cons or intemeuromastic cells is aheoed in
the atsenoe ofNeuroD or Athl protein a]igs. 7C, D). We found
some cases in which GFP labct was not detected at positions
where neuromasts should nomaHy lie. h these instances, we
were  not  atways  able  to  fad  the  chemnt  netmmasts  by
Nomarski optics, leaving a doubt albout whether the mophor
linos oceasioually affgiv neuromast deposition or whether they
intofere  with  .mantle  cell  detemrination  or  survival.  We
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g¥-EE
Fig. 6. Ne`mmasts formed in pro morphant larvae lack her cells. (A-) whole mount imunohiseochenistry with antidcetylated trbtilin antibody. (A} h control
larvae,antii3eetyl8tedtifrolinantibedymcksthePLLncrve{amwhead)andthemrofibersthatinnermoeth€mmomast(thickazrow},aswella8thchiree!lsoqes
(8rmw8).®)SatneinageasinA,buttheplaneoffoctiswasagivldedtovisualizethehaircedhinoeiliae(arrows).(C)hrmlromastsofnrdmoqphan€laErvae,thceare
ro8crtyldedtEibtdin>lal.eledcells.Th€PLLnerveistmffrfed(arrowhead).Thispatcularnemmastlodssomewhatlangerthanin-thewildtype,butthisiscota
consistent fetus Of nxphant nouftHnasts. All panels: latml views. anterior to the lefu Scale bar:  10 pM.

therefore tock  single ET20 athJ  morphant larvae at 54 hpf
recorded the pattern of GFP expression and processed them for
in situ hybridization using the-cha%di.faB and eyu/ probes, genes
that are expressed in.all PLL rmironast eelis atopez-Schier et
al.,  2004;  Sahly  et  al.,  1999).  We  found a  sdict  c®nelafon
a = 10 larvae, both sides analyzed) betwreen GFP label in the
mantle cells of the neuromast and expression of cfondj»B and
g^cz/ a7igs. 7E, F, and data not shown). Thus, ned and ¢!rfe/ are
chtical for hair cell development, but not for other cett types in
the neuromast  These genes could also play a minor role -on
nouromast deposition, possibly through their effect on hair cell
determination in the migrating primordium Ahemrfuely, the
lossofhalrcenscouldindirectlyarfectthesurvivalofaccessory
cells as has been observed previously a3riman et al.,  1996).

Diseussfon

Role Of rird and Of cwhl in lair cell determination

h  an  atteapt  to  define  the  proneural  genes  that  are
invoived in promoting hair cell fate in the zebrafish lateml line
system, we sought to detelmine wliether rm{d has a function in
this pmcess.  While expression of i2rd in the PEA placode is
easily  detested  by  in  srfu  hybridizafron,  expression  is  not
deteted  in  the  migrating  prinordium  and  only  weakly
detected  in  rcoently  deposited neuromasts.  However,  loss  of
funedon   experiments  using  moxpholino  oligonucleotides
designed  against the  ned gene  chow  that  it is  necessary  for
hair cell differentiation within neurormsts while it plays little
or no role in tateml line ganglion specification. in primordinm
migration and in neuromast deposition,  A previous study by
Andermann et al.  (2002) showed that ng7z/, a proneural gene
of the  4f4  family,  is  strongly  expressed  in  the  lateral  line
placode,  regulates  «rd and particdyates  in  ganglion  develop-
ment  without  aflaeng  rmromast  frmafron  or  hair  cell
diffjrentiuton. To reconcile both findings, it became necessay
to seach for an additional proneural gene responsible for the
regulation  of ned in celts  destined  to become  hir cells.  A
likely  candidate  was  the  ¢Afa/  gene,  Morpholino  injections

directed against a£AJ showed a phenotype indisfrog`zishabte to
that  observed  with  rind  moxpholinos:  migivon  of  the
primordium  and  deposition  of neuromasts  are  not  affrfued
but hal cells do nat diifermtiate. Moreover, we chowed that
the effect could be pardally rescued by ovenexpression of #rd
and   that  ovelexpression.  of  a!AJ   can. induce   ned.   These
observations   are  consistent   with   the  idea  that  alfeJ   acts
upstmam of ned in hair cen development.

The selection of hair cell fate has been proposed to be under
the contol ofthe JVofch and DeJto families Of neixpgenic genes
(Henrique et al.,  1995) the latter being under the control of
proneural genes both in flies and in vertebrates. h the lateral
line, de:Aficz is expressed in the migrating primordilim in a pattern
that is consistent with a role in hair cell selecfron ¢toh and
Chitnis,  2001)  and  that  coneaponds  well  to  the  panem  of
expression  of cthJ.  In the mz.ridbanb rmitant,  sxpemumerary
hair  cells  are  prodroed  in  neunznasts  concomitantly  with
overexpression ofalAJ atoh and Chitnis, 2001). ThLis, ¢fAJ is a
prinecandidateforbeingthe.prone`mlgenereapousibleforthe
dctemina:fron Of presumptive hair cells in the zchrafich lateral
hue thrmch activaton of ded expression.

We observed an occasional absence of aH neuromast cen
types afar inaetivation Of either athJ or »rd. A sinpie expla-
nationforthelossofsuppor(ofcellmackersorofneimmastsis
thattheinegrityoftheentireonganisdapendentonthepresence
ofhair celia. hdeed, it has been shown that ablation of hair celia
can induce ceu death in stqxpott cells ¢riman et al., 199®, We
cannot rule ody however,  invoivement of arfe/  or izriz in the
deterndation of other ceH fetes and/or in the process of neuro-
mastdeposition®thouchwedeadyfavoraspeeificmleforal4/
and ned in hair cell development.

ENalndoriary origin Of hair celds and affeTent ne.rams

What  may  be  the  origin  of  the  dual  control  of cell
determinalon dy ngr/  for the afand neurms and dy of*J
for hair cells? The fich lateral line (and ear) shares impressive
sinrilrfues with fly meehanosensory organs,  snggestive of a
common ancestry (Adam et al., 1998; Fritzsch et al., 2000). One
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Fig.  7. Role Of of*/  in neuemast diffndation.  (A-D) Control or anw morphant ET20 transgerfe lar`rae were incubated with Di-Asp nd visualized undr
fuH-tilliin8tion,allowingsinha-svisualizationOfGFPinmantlecetts(gram)and`Di-Asplabelinhaireellstyeltow).aosexpviewsoftheLland-L2
nErmznasts in a coml lava (A, 8) and from an athnro-injected larva (C, D). Hdr cells, but nco mmtle celts, are absent in azh/ d-ts. ¢-F) The sane
rmphmtlarvawaspneessedforinsinhyhidizafronusingthefdra4din8(a/dB)riboprobe,andthesane.neiqromastsa.IandL2)waeanrtyzedfrothn~qe
labeledwiththeaueprobe.AirowhcadinEconxpondstothesecondaryPLLprinndhim,whichisdsolcheledbyaldB.AIlviewsalelateral,ateriortothelefu
Scale bar: 20 pM.

major  diflince  exists  between  the  two  types  of organs,
however: the function of the mechanosensory -neuron present in
arthxpods has been subdivided in t`ro cell t)pes in verfebrates,
the mechanosensory half cell on the one hand and the afferent
neuron on the other.  It seems plausible that this  subdivision
reflectsevolutionazyhistoryandthatasingleprecursorcellt)pe
present  in   a  conmon  ancestor `to -ffi-es  `and . vertebrates
subsequently  diversified  in  the  vertebrate  lineage  into  two
descendautcelltypes(Ghysen,2003).Suehcellt!pesrelatedby
commonevolutiomryoriginhavebeencalled"sistercellfypes"
by Arendt (2003).

Assuming  that  her  cell  and  afferent  neuron  are  indeed
derived  from  an  ancestral  meehanosensory  neuron  (throuch
sub-  and  neofroctionalization),  this  requhed  some  way  to
uncouple the devefopmental program of the two divergent cell
types. It has been argued that divergence Of blELH genes has
precisdythe-efectofuncouplingsubsetsofneuronsfromeach
other, thus, malchg it possible to intoduce gradual .changes in
each sot without pertliri>ing the function Of the Other set ®runet

and  Ghysen,   1999).  The  diversificatim  of  the  t`mo  a€onzz/
homofogs, z!gse/ and a£A/, from each other may therefue have
beenfollowedbythediversificalonOfthetwosistercelltypes,
hair cells and affermt neurons, from a single mechanosensory
cell type precursor still fund in artdrqpods.

Aduntages of this diversification inchade the possibility to
increase  the nunder of recaptors  relative  `to  the nunnd.er  Of
affermt neurQns, leading to an inpcoved sensitivity and signal-
to-noise ratio.  Neuromasts  conxprise  two pepulations of hair
cells  .with  opposite  polarities  and  are  innervated  by  t`ro
affermt netirous aTig. 6A), each of which coneaponds to one
poharfuy.  Increasing the nuinber of hair cells imervated by a
given affermt will  obvioudy  increase the  sensitivity of the
system.  A sinilar trad is observed in the vertedrate retina,
where  sister cell  types  (rfuabdomen.c and ciliary photorecep-
tors)  have  also  been  Combined  to  build  a  highly  efficient
sensory  organ  (Arendt,  2003).  h  the  case  of the  meehan-
osensory ogr, however, we need to know much more ahout
the  combinalon  of transcription  factors  and  effector gees
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preseut' in hair cells an.d afferent neurons .before we can `de6ide
wfiether flair  ce-Its  and afferent  neurous  are  inly  sister  cell
rtypesr
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